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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo.
Este panorama es méas grave en paises del tercer mundo, en donde el acceso a
medicamentos es limitado, debido principalmente a su elevado costo. La busqueda
de nuevos principios activos utiles para el tratamiento de este tipo de enfermedades
es de gran importancia, debido a la necesidad de nuevos farmacos que actien con
mayor eficacia, presenten menores efectos adversos y se puedan adquirir a menor
costo. El conocimiento etnobotanico mundial ha sido durante mucho tiempo una
fuente valiosa para la busqueda de nuevos principios activos para el tratamiento de
diversas enfermedades. Dentro de ese conocimiento destaca la medicina tradicional
mexicana, debido a su larga tradicion que se remonta a épocas prehispanicas.
Dentro de la gran diversidad de plantas utilizadas en México se encuentra Heliopsis
longipes, conocida popularmente como “chilcuague”, la cual ha sido_utilizada para
el tratamiento de una gran variedad de enfermedades. Uno de los componentes
activos mayoritarios del chilcuague es una alcamida, la afinina. Las alcamidas son
sustancias estructuralmente similares a los endocannabinoides, los cuales al unirse
a sus receptores especificos (CB1, CB2), son capaces de modular el tono vascular
por diferentes mecanismos, entre los que se incluyen las vias de sefializacion de
transmisores gaseosos. Adicionalmente, los endocannabinoides pueden inducir
vasodilatacion, mediante la activacion de canales TRPA: y/o TRPVi que son
canales de calcio. Se han reportado alcamidas, que pueden inducir vasodilatacion
por medio de la activacion de receptores a cannabinoides o de canales TRP. El
objetivo del presente trabajo fue determinar si el efecto vasodilatador de la afinina
involucra: 1) un incremento en la produccién de transmisores gaseosos, mediante
la medicion de los niveles de NO y H>S, utilizando métodos enzimaticos y 2) la
activacion de canales TRP y/o de receptores a cannabinoides, utilizando el ensayo
de aorta aislada de rata. Ademas, se realizé un estudio de acoplamiento molecular
para determinar el sitio de union de la afinina en los canales TRP y los receptores a
cannabinoides. Los resultados obtenidos en este estudio indicaron que el efecto
vasodilatador de la afinina involucra la activacion de los canales TRPA1y TRPV;.
Asimismo, nuestros resultados sugieren que esta alcamida es capaz de activar los
receptores CBi, los cuales activan a la PLC a través de la liberacion de los dimeros
Gpy de las proteinas G. De manera adicional, encontramos evidencia que indica
gue la vasodilatacion inducida por afinina esta mediada, al menos en parte, por la
activacion de la via del HNO-TRPA:-CGRP. Finalmente, nuestros estudios in silico
indicaron que la afinina se une con elevada afinidad a los canales TRP (A1y V1) y
al receptor a cannabinoides CB:. Los resultados derivados del presente trabajo
permiten proponer a la afinina como un prototipo estructural util para el desarrollo
de farmacos alternativos, para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

Palabras clave: Afinina; receptores a cannabinoides; via HNO-TRPA1l-CGRP;
canales TRPAz; canales TRPVy; vasodilation



SUMMARY

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in the world. This scenario
is exacerbated in poor countries, where the access to medicines is limited, mainly
due to their high cost. The search for new active principles with potential application
to the treatment of this kind of diseases is of great importance, due to the need for
new drugs with greater efficacy, less adverse effects, and lower costs. The global
ethnobotanical knowledge has been for a long time a valuable source of new active
principles for the treatment of many diseases. In this context, Mexican traditional
medicine stands out due to its long tradition since pre-Hispanic times. Among the
great diversity of plants used in Mexico, Heliopsis longipes, commonly known as
chilcuague, has been widely used to treat a great variety of diseases. One of the
major active components of chilcuague is an alcamide, affinin. Alcamides are
substances structurally similar to endocannabinoids, which activate their specific
receptors (CB1, CB2), modulating vascular tone by different mechanisms, including
the gasotransmitter signaling pathways. Additionally, the endocannabinoids can
induce vasorelaxation by activating TRPA; and/or TRPV:1 channels, which are
calcium channels. It has been reported that alcamides are able to produce
vasorelaxation by activating cannabinoid receptors and TRP channels. The aim of
this work was to determine whether vasorelaxation elicited by affinin involves: 1) an
increase in gasotransmitter production, by measuring NO and H.S levels, using
enzymatic techniques and 2) activation of TRP channels and cannabinoid receptors
(CBy, CB2, eCB) by using the rat aortic ring assay. Additionally, we carried out a
molecular docking study in order to determine the binding site of affinin on TRP
channels and cannabinoid receptors. The results obtained in the present study
indicated that the vasodilator effect induced by affinin involves endothelial activation
of TRPA: and TRPV: channels. Our findings also suggested that this alkamide is
also capable of activating CBy receptors, which triggers PLC stimulation through
release of GBy dimers from Gi, proteins. Moreover, we also found evidence that
affinin-induced vasodilation is partly mediated via activation of the HNO-TRPA;-
CGRP pathway. Finally, our in silico studies indicated that affinin binds with high
affinity to TRP (A1 and Vi) channels and cannabinoid receptor CB1. The results
derived from the present study allow us to propose affinin as a structural prototype
useful for the development of alternative drugs for the treatment of cardiovascular
diseases.

Keywords: Affinin; cannabinoid receptors; HNO-TRPA;-CGRP pathway; TRPA:
channels; TRPV:1 channels; vasodilation
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) son consideradas la principal
causa de muerte en todo el mundo. Segun datos de la Organizacion Mundial de la
Salud, 17 millones de personas mueren anualmente a causa de este tipo de
enfermedades en el mundo. Esta cifra representa alrededor del 30% de las muertes
totales a nivel mundial. Alrededor del 80% de las muertes asociadas a ECVs se
dieron en paises de ingresos bajos y medios (World Health Organization,2013).

A pesar de la amplia variedad de medicamentos existentes en el mercado
para el tratamiento de las ECVs, es importante buscar principios activos que
permitan el desarrollo de medicamentos mas eficaces, que presenten menores
efectos adversos y de menor costo. La busqueda de nuevos farmacos con
estructuras quimicas novedosas, cuyo mecanismo de accion involucre vias de
sefalizacion distintas a las comiunmente exploradas, permitira lograr este objetivo.
Una de las principales estrategias en la busqueda de moléculas bioactivas con
potencial uso farmacoldgico es el conocimiento etnomédico de diferentes culturas
(Anwar et al., 2016). De entre las sustancias bioactivas con potencial interés
farmacologico destacan las alcamidas las cuales se encuentran ampliamente
distribuidas en el reino vegetal especialmente en plantas de la familia Asteracea
(Boonen et al., 2012; Garcia et al., 2016; Castro-Ruiz et al., 2017). Las plantas
productoras de alcamidas han sido empleadas desde tiempos remotos con fines
medicinales y ‘culinarios en todo el mundo. Uno de sus usos medicinales esta
asociado a su efecto analgésico en el dolor dental, el cual puede relacionarse con
su contenido de alcamidas (Cilia-Lopez et al., 2013; Dubey et al., 2013).

En México, la diversidad de plantas utilizadas en la medicina tradicional
mexicana es particularmente extensa. Entre la gran diversidad de plantas existentes
destaca la planta Heliopsis longipes, conocida como chilcuague o raiz dorada.
Desde su descripcion original, H. longipes ha sido ampliamente estudiada debido a
gue posee un gran numero de efectos biolégicos de interés terapéutico (Acree et al.,

1945; Garcia et al., 2016; Molina-Torres y Chavez, 2016). Recientemente, nuestro



grupo de trabajo determiné que el extracto de diclorometano de esta planta la
afinina, su alcamida mayoritaria, producen un efecto relajante de la aorta de rata, el
cual involucra la participacion de las enzimas eNOS y CSE (Castro-Ruiz et al.,
2017). No obstante, no se han identificaron los blancos moleculares asociados al
efecto vasodilatador de la afinina. Debido a la similitud estructural de la afinina con
otras alcamidas y con endocannabinoides como la anandamida, esta alcamida
podria producir sus efectos farmacolégicos, mediante mecanismos similares a estos
compuestos. En este sentido, es posible que la afinina active canales TRPA:1 y
TRPV; (Ogata Nomura et al., 2013) y/o receptores a cannabinoides CB; o CB:>
(Raduner et al., 2006; Ruiu et al., 2013). Por esta razon, los objetivos del presente
trabajo fueron, por un lado, investigar si el efecto vasodilatador producido por la
afinina involucra un incremento en los niveles de los transmisores gaseosos, NO y
H.S, y la activacion de receptores a canabinoides y de canales TRP vy, finalmente,
identificar los posibles sitios de union de la afinina en los receptores a cannabinoides
y los canales TRP, mediante métodos computacionales de acoplamiento molecular.
Los resultados obtenidos en este estudio indicaron que el efecto vasodilatador de la
afinina involucra la activacion de los canales TRP (Al y V1), de los receptores a
cannabinoides CB; y de la via del HNO-TRPA;-CGRP. Estos resultados permiten
proponer a la afinina como un prototipo estructural para el desarrollo de farmacos

alternativos utiles en el tratamiento de ECVs..



2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades cardiovasculares

Durante las ultimas décadas las enfermedades cardiovasculares (ECVs) se
han convertido en un problema de salud publica a nivel mundial y constituyen la
principal causa de muerte en el mundo. El 80 % de las muertes asociadas a las
ECVs ocurre en paises de ingresos bajos y medios (World Health Organization,
2013).

La hipertension arterial (HTA) es considerada como un factor de riesgo para
el desarrollo de ECVs graves como las cardiopatias arteriales coronarias y los
accidentes cerebrovasculares. Entre 1980 y 2008, el niumero de personas mayores
de 25 afos diagnosticadas con hipertension aumenté de 600 a 1000 millones (World
Health Organization, 2013; Rivera y Martin, 2019).

La HTA se define como un aumento en la presion arterial por encima de los
140/90 mm Hg y se divide en HTA primaria y secundaria. La HTA primaria
corresponde al 90% de los casos y sus causas son desconocidas, aunque estan
asociadas a causas genéticas que puede empeorarse 0 acelerarse por factores de
riesgo como obesidad, estrés, tabaquismo, habitos dietéticos (consumo excesivo de
sal, dietas bajas en frutas y verduras), anormalidades en la produccion o actividad
de compuestos vasoactivos derivados de endotelio, alteraciones hipotalamicas
entre otras (Velasquez-Monroy et al., 2003; Sherwood, 2016; Aita et al., 2019;
Rivera y Martin, 2019). La HTA secundaria corresponde a solo el 10% de los casos
y ocurre en respuesta a problemas o enfermedades secundarias, como dafio renal
(por ejemplo, aterosclerosis renal o tumores enddécrinos) (Cérdova-Villalobos et al.,
2008; Sherwood, 2016).

En paises desarrollados, la prevalencia de la hipertension ronda el 35%,
mientras que en paises no desarrollados la prevalencia es, al menos, del 40%,
logrando empatar o superar la prevalencia de enfermedades infecciosas. Esta
ultima cifra es de hecho sumamente conservadora, debido a que en los paises no

desarrollados, los sistemas de salud suelen ser muy ineficientes, por lo que el



namero de personas hipertensas debe ser mas elevado que el reportado por las
instituciones de salud. Se estima que anualmente entre el 1.5y el 5% de la poblacion
hipertensa de paises de tercer mundo muere por causas asociadas a la hipertension
(Aita et al., 2019; Rivera y Martin, 2019).

En México, cerca del 25% de las muertes ocurridas en el periodo 2012-
2015 han ocurrido a consecuencia de enfermedades relacionadas con el sistema
circulatorio que incluyen: enfermedades hipertensivas, enfermedades isquémicas
del corazén, enfermedades cerebrovasculares, aterosclerosis, entre otras (Figura
1). De todas las muertes por enfermedades del sistema circulatorio, el 86.6%
corresponde a muertes derivadas de complicaciones por hipertensién o asociadas
con ella (INEGI, 2016; Rivera y Martin, 2019).

MUERTES ASOCIADAS A ENFERMEDADES
CIRCULATORIAS

Principales causas de muerte en México

HIP
(13.5%)

ECeV
(21.2%)

Figura 1. Mortalidad causada por enfermedades cardiovasculares en México. Las
muertes por enfermedades cardiovasculares (ECVs) constituyen el 25% de las
muertes totales. De ellas, mas del 85% estan asociadas o son consecuencia de
complicaciones asociadas a la hipertensiéon. Hipertension (HIP), enfermedades
isquémicas del corazén (EIC), enfermedades cerebrovasculares (ECeV), otras
enfermedades del corazon y sistema (OTRAS). Las cantidades estan reportadas
como el promedio del porcentaje de las muertes ocurridas por enfermedades del
sistema circulatorio en México en el periodo 2012-2015. Datos de 2016 publicados
por INEGI. Simbologia: ED=Enfermedades digestivas; D=Diabetes;
A=Accidentes; C=Cancer; EC=Enfermedades circulatorias.

Uno de los problemas mas importantes de la HTA es que inicia de forma

silenciosa, de tal forma que cuando aparecen los sintomas, ya existe algin grado
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de dafio en el corazon y los vasos sanguineos, a causa del estrés excesivo sobre
estos 6rganos. Todo esto puede desembocar en complicaciones que incluyen
insuficiencia cardiaca congestiva, accidentes cerebrovasculares, ataques
cardiacos, hemorragias espontaneas, fallo renal o dafio a la retina (Sherwood,
2016). Los efectos letales de la HTA se producen principalmente de tres formas: 1)
exceso de carga de trabajo del corazén, causando insuficiencia cardiaca y
cardiopatia coronaria, lo cual provoca la muerte por un ataque cardiaco. 2) Dafio de
algun vaso sanguineo mayor del cerebro, causando infarto cerebral. 3) Lesiones
renales, generando insuficiencia renal y, posteriormente, la muerte (Guyton y Hall,
2016).

Otro problema adicional de la HTA es que no solo afecta a personas de la
tercera edad, sino que afecta a grupos de edad econdmicamente activos. La HTA
genera discapacidad, pérdida de ingresos econdmicos y gastos médicos. En paises
no desarrollados, muchas personas no buscan tratamiento para la HTA, porque su

costo es prohibitivo (World Health Organization, 2013).

Paradojicamente, los hogares de estas personas tienen que destinar
proporciones considerables de susingresos en gastos de hospitalizacion y atencion
a complicaciones incluyendo infartos cardiacos, accidentes cerebrovasculares e
insuficiencia renal. Ademas, el tratamiento a menudo requiere del empleo de
medicamentos costosos durante periodos muy largos y en su mayoria deben
administrarse de porvida, llevando no solo al paciente a condiciones econémicas
precarias, sino también a sus familiares (World Health Organization, 2013; Aita
et al., 2019).

En vista de lo anterior, resulta sumamente importante el tratamiento
adecuado y oportuno de la HTA (Guyton y Hall, 2016). Una vez detectada la HTA,
debe ser tratada para reducir el curso y severidad del problema. Es importante
privilegiar el tratamiento con métodos menos agresivos, asi la primera alternativa
son las medidas no farmacoldgicas, las cuales son aplicadas como medida primaria
en el tratamiento de la HTA inicial. Estas medidas incluyen mantener un peso

adecuado, limitar la ingesta de alcohol, moderar el consumo de sal, aumentar el



consumo de frutas y verduras ricas en potasio, controlar dislipidémias, suprimir el
tabaco y controlar el estrés (Sherwood, 2016). Dentro del tratamiento farmacolégico
pueden emplearse farmacos que disminuyan el volumen plasmético o la resistencia
periférica (0 ambos), llevando la presion a sus estados normales. Los diuréticos y
beta bloqueadores son considerados farmacos de primera eleccion para el
tratamiento de HTA, debido a su efectividad y margen de seguridad que ofrecen
(Wiysonge et al., 2017; Mann, 2019).

Los farmacos beta blogueadores son sustancias que inhiben
competitivamente a los receptores beta adrenérgicos, evitando la activacion de la
adenilato ciclasa (AC), por lo que disminuyen la actividad simpética, mediada por
estos receptores. En la actualidad existen tres generaciones de beta bloqueadores.
La primera tiene afinidad por receptores beta 1 y beta 2 (no selectivos), la segunda
tiene mayor selectividad por receptores beta 1 (cardioselectivos) y los de tercera
generacion tienen efectos vasodilatadores al bloquear receptores alfa 1 o activar la
via del 6xido nitrico vascular (Sherwood, 2016; Wiysonge et al., 2017; Mann, 2019).
Los farmacos beta bloqueadores han sido considerados durante mucho tiempo
como farmacos de primera eleccidn en el tratamiento de la HTA; sin embargo, en
los ultimos afos se ha puesto en duda su utilidad, debido a que se han observado
efectos negativos en pacientes hipertensos susceptibles (adultos mayores,
diabéticos, con enfermedad renal) (Wiysonge et al., 2017; NICE, 2018; Mann,
2019). Debido a los efectos secundarios que pueden causar la muerte en pacientes
suceptibles, en Inglaterra se ha desaconsejado el uso de beta bloqueadores como
farmacos de primera eleccion en el tratamiento de la HTA, especialmente en adultos
mayores, argumentando que estos farmacos presentan menor beneficio con
respecto aotros farmacos (NICE, 2018).

Debido a las complicaciones y desventajas que pueden presentar los
farmacos actualmente utilizados en el tratamiento de la hipertensién, es importante
buscar alternativas farmacoldgicas que permitan tener una eficacia mayor y
menores efectos secundarios en el tratamiento de las enfermedades

cardiovasculares, en particular, de la hipertension.



2.2 Fisiologia de la pared vascular

Para cumplir con su funcion, el sistema circulatorio consta de un sistema
de conductos cerrados que comienzan y terminan en el corazén. Estos conductos
reciben el nombre genérico de vasos sanguineos. A excepcion de los capilares,
todos los vasos sanguineos poseen tres capas concéntricas, ordenadas de la luz

del vaso hacia el exterior: la tunica intima, tinica media y adventicia (Figura 2).
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Figura 2. Anatomia del vaso sanguineo. Se muestran las diferentes capas que
conforman un vaso sanguineo tipico, definidas por las tunicas intima, media y
adventicia. La mas interna es la tunica intima conformada por el endotelio y la
membrana basal, la tunica media, constituida por la lamina elastica interna y la
capa muscular. La lamina elastica externa y el tejido conectivo constituyen la
adventicia. Imagen modificada de Sherwood, 2016.

La tdnica intima es la capa mas interna, la cual esta en contacto directo con
la luz-del vaso sanguineo. Esta capa esta formada por células endoteliales
vasculares y una capa fibroelastica denominada membrana basal. Las células
endoteliales tapizan la cara luminal interna de los vasos sanguineos y constituyen
una superficie celular que proporciona al vaso sanguineo un revestimiento no
trombogénico. Estas células tienen una forma eliptica con orientacién al flujo
sanguineo y mantienen contacto entre si. Las uniones entre las células endoteliales

son muy estrechas y solo permiten el paso de moléculas de hasta 10 nm de



diametro, aunque pueden transportar moléculas mas grandes a través de
mecanismos de transporte vesicular. La tunica intima esta separada de la tunica
media por la lamina elastica interna (Pérez-Vizcaino y Tamargo, 2005; Ganong,
2010; Sherwood, 2016).

La tinica media contiene fundamentalmente células musculares lisas, las
cuales se encuentran distribuidas radial y longitudinalmente alrededor de la
circunferencia del vaso sanguineo y se ubican por detras de las células endoteliales
(visto desde la luz vascular). Entre las células musculares lisas y las células
endoteliales se encuentra un recubrimiento elastico de membrana basal, conocida
como lamina elastica externa. Tanto la ldmina interna como la externa estan
compuestas por sustancias como elastina, colageno y proteoglicanos (Risler et al.,
2002; Sherwood, 2016). La capa muscular se encuentra inervada por fibras
nerviosas terminales simpaticas y parasimpaticas. Estas fibras se encargan de
modular el diametro vascular para regular el flujo y la presion sanguinea (Rhodin,
1980; Ganong, 2010).

La tunica adventicia esta compuesta por fibras de tejido conectivo, el cual
contiene colageno, protege al vaso sanguineo y lo fija al tejido subyacente,
fibroblastos y fibras nerviosas. Se ha sugerido que la adventicia puede jugar un
papel importante en la regulacion del 6xido nitrico y en la fisiologia vascular (Risler

et al., 2002; Pérez-Vizcainoy Tamargo, 2005).

2.2.1 Endotelio vascular

El endotelio vascular se encuentra en contacto directo con la luz vascular,
por lo que puede actuar como receptor y transmisor de sefiales procedentes de
células vecinas o alejadas, sensar cambios de presion, cizallamiento o interactuar
con plaguetas o leucocitos (Lahera et al., 2005; Sherwood, 2016). Esta capacidad
de interaccion le permite responder a los estimulos recibidos, mediante la liberacién
de moléculas vasoactivas. Por esta razon, el endotelio es considerado como el
principal érgano de regulacién vascular, relacionado con acciones exdcrinas,

paracrinas, autocrinas, metabdlicas e inmunoldgicas, y con procesos de



coagulacion, fibrindlisis y adhesion celular. Todos estos procesos son producidos
principalmente por factores derivados de endotelio, los cuales modulan el tono y el
crecimiento del masculo liso vascular (Lahera et al., 2005; Ganong, 2010;
Sherwood, 2016).

2.2.2 Factores derivados de endotelio

Los factores derivados de endotelio son una serie de moléculas que pueden
tener efectos variados sobre la agregacion plaquetaria, coagulacion, fibrindlisis,
crecimiento del musculo liso, etc. Entre estos efectos, destaca el efecto sobre el
tono vascular que presentan algunos factores derivados de endotelio (Lahera et al.,
2005; Ganong, 2010; Sherwood, 2016). Algunas de estas sustancias se describen

de manera general a continuacion (Figura 3).

Células
endoteliales

Musculo
liso

Figura 3. Factores derivados de endotelio y su accion sobre el tono vascular. L-
Arg: L-arginina; ET: endotelina; EDHF: factor hiperpolarizante derivado del
endotelio; NO: éxido nitrico; PGl2: prostaciclina; RLO: radicales libres de oxigeno;
TXA2: tromboxano A»; GMPc: monofosfato ciclico de guanosina; AMPCc:
monofosfato ciclico de adenosina. Modificado de Lahera et al., 2005.
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2.2.2.1 Prostaciclina

La prostaciclina (PGl2) es sintetizada en células endoteliales vasculares a

partir del acido araquiddnico (AA). Este factor se encarga principalmente de inhibir
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la agregacion plaquetaria y aunque tiene la capacidad de relajar el musculo liso
vascular, no se considera que tenga una participacion importante en la modulacion
del control de la presion sanguinea. En cualquier caso, se sabe que su accién
involucra la activacion de la AC y se inactiva aproximadamente 2 minutos después
de su sintesis, mediante degradacion no enzimética. La sintesis y liberacion de PGl3
es estimulada por angiotensina Il, acetilcolina (ACh), bradiquinina (BK) y serotonina
(Lahera et al., 2005).

2.2.2.2 Oxido nitrico

El oxido nitrico (NO) es uno de los principales factores derivados de
endotelio, que estéa involucrado en el mantenimiento de la integridad y estructura
vascular. Sus funciones basicas consisten en la relajacion del musculo liso vascular,
inhibicion de la agregacion plaquetaria, del crecimiento y de la proliferacion del
musculo liso vascular, y la adhesion de monocitos y leucocitos al endotelio (Lahera
et al., 2005; Ganong, 2010). EIl NO es un radical libre involucrado en diversos
procesos biologicos, incluyendo procesos de neurotrasmision, motilidad gastrica,
cicatrizacion, respiracion mitocondrial, apoptosis e inflamacion (Lo Faro et al.,
2014).

El NO es producido a partir de L-arginina por la 6xido nitrico sintasa (NOS),
de la cual se conocen tres isoformas: la neuronal (nNNOS o NOS;), expresada
constitutivamente por neuronas; la endotelial (eNOS o NOS3), expresada
constitutivamente en células endoteliales vasculares y la inducible (iNOS o NOS>),
expresada en macrofagos en respuesta a estimulos inflamatorios (Ganong, 2010;
Lo Faro et al., 2014; Zhao et al., 2015). Las tres enzimas dependen de la presencia
de calcio, pero difieren en las concentraciones que requieren para su funcion y en
la cantidad de NO que generan. Tanto eNOS y nNOS requieren elevadas
concentraciones intracelulares de calcio en comparaciéon con iNOS. La eficiencia de
sintesis de NO por las enzimas eNOS y nNOS es del orden picomolar, mientras que
iINOS genera concentraciones nanomolares de NO (Lo Faro et al., 2014; Zhao et al.,
2015).
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La sintesis del NO puede ser inducida como respuesta a diferentes
moléculas entre las que destaca la acetilcolina (ACh), cuya accion sobre sus
receptores membranales genera un aumento de calcio intracelular y la activacion
de la eNOS. Aunque también puede modular otras hemo proteinas, la accién
principal del NO ocurre por union al grupo hemo del sitio activo de la enzima
guanilato ciclasa soluble (sGC), causando un aumento en la concentracion de
GMPc (Lo Faro et al., 2014; Zhao et al., 2015; Guyton y Hall, 2016). El NO'se libera
de células endoteliales en respuesta a estimulos fisicos y humorales (Figura 4).
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Figura 4. Sintesis de oxido nitrico (NO). La sintesis de NO involucra la activacion
de receptores (R, por ejemplo, colinérgicos) o fuerzas de cizallamiento (FC) en
endotelio vascular que provocan un aumento de calcio intracelular y la formacion
del complejo CaCM, y la posterior activacion de la eNOS. ElI NO producido por la
eNOS a partir de arginina difunde a células musculares lisas, donde incrementa
la concentracion de GMPc por activacion de la enzima guanilato ciclasa soluble
(sGC). El NO puede reaccionar con el anion superoéxido (O,), por mecanismos
gue incluyen a la ciclooxigenasa (COX), la lipooxigenasa (LOX), el citocromo Pa4so
(P4s0) 0 la fotdlisis, generando peroxinitrito (HNOOQO). Este ultimo posteriormente
sera degradado a radicales hidroxilo y nitrito. Modificado de Lahera et al., 2005.

El principal factor fisico se conoce como fuerza de cizallamiento, mientras
gue dentro de los factores humorales se puede mencionar a la ACh, la Bk, las
catecolaminas, la angiotensina Il, la ET, la vasopresina, la trombina, el ATP, la

sustancia P, el &cido araquidonico, la histamina, etc. (Ganong, 2010; Guyton y Hall,
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2016). Una vez liberado, el NO tiene una vida de entre 5-10 segundos y puede
reaccionar con el anion superéxido (O2), generando peroxinitrito que eventualmente
se degrada a anion hidroxilo y nitrato (Ganong, 2010; Zhao et al., 2015; Guyton y
Hall, 2016).

2.2.2.3 Sulfuro de hidrégeno

Durante cientos de afios, el sulfuro de hidrégeno (H.S) ha sido considerado
una sustancia téxica; sin embargo, en los Ultimos afios se ha demostrado que posee
propiedades citoprotectoras y moduladoras enddgenas, ademas de jugar un papel
crucial en la fisiologia celular. EI H>S pertenece a la familia de transmisores
gaseosos a la que también pertenecen el NO y el monodxido de carbono (CO) (Lo
Faro et al., 2014; Testai et al., 2015; Nagpure y Bian, 2016). En mamiferos, el H>S
es producido por cuatro enzimas: la cistationina-y-liasa (CSE), la cistationina-§3-
sintasa (CBS), la cisteina aminotransferasa (CAT) y la mercaptopiruvato
sulfurotransferasa (MST). Sin embargo, la CSE es la mas importante en sistema
vascular, higado y rifiones (Lo Faro et al., 2014; Olas, 2015a; Testai et al., 2015;
Nagpure y Bian, 2016). La CSE emplea L-cisteina, L-homocisteina y L-cistationina
para producir H2S, utilizando piridoxal-5-fosfato (Vitamina Bs) como cofactor (Olas,
2015a; Olas, 2015b; Nagpure y Bian, 2016).

El H2S funciona como una molécula de sefializacion en muchos 6rganos,
incluyendo los sistemas cardiovascular y nervioso. En el sistema cardiovascular, el
H>S juega-un papel esencial en el control de la homeostasis, relajando los vasos
sanguineos. Adicionalmente, se ha demostrado que este gas produce efectos
protectores contra dafio miocéardico, inducido por isquemia/reperfusion en cultivos
de cardiomiocitos, corazon aislado o modelos de infarto agudo. En modelos
experimentales de insuficiencia cardiaca, el H>S incrementa la supervivencia y
reduce la disfuncion ventricular, mejorando la hemodinamica del corazén e
inhibiendo la apoptosis (Olas, 2015b; Testai et al., 2015).
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Los efectos inducidos por el H>S parecen ser a través de varios
mecanismos, entre ellos, la participacion de canales de potasio sensibles a ATP.
Sin embargo, el uso de blogueadores de estos canales solo reduce el efecto
vasodilatador de manera parcial, por lo que se ha sugerido la existencia de
mecanismos adicionales (Testai et al., 2015) Se ha propuesto la participacion de
canales de potasio activados por calcio y se ha demostrado la participacion del canal
activado por voltaje Kv7 en musculo liso vascular (Lo Faro et al., 2014; Testai et al.,
2015).

2.2.2.4 Nitroxilo

En solucién acuosa, el H2S se disocia principalmente en HS', el cual es
capaz de reaccionar con multiples sustratos organicos e inorganicos, incluyendo el
NO y sus formas oxidadas (nitratos, nitritos, nitrosotiol y peroxinitratos). Se ha
demostrado que uno de los productos de la reaccion de H>S y NO es un compuesto
conocido como nitroxilo (HNO) (Nagpure 'y Bian, 2016).

El HNO, también conocido como hidruro de nitrosilo, oxinitrato de hidrégeno
0 acido hiponitroso monomérico, es un compuesto relacionado con el NO, que ha
cobrado relevancia, en parte, debido a que puede actuar como un potente
vasodilatador en diferentes tipos vasculares. A diferencia del NO, tiene la cualidad
de no generar tolerancia, por lo que se ha propuesto como agente terapéutico en
trastornos vasculares como la insuficiencia cardiaca congestiva (Andrews et al.,
2015; Kemp-Harper et al., 2016).

En cuanto a su mecanismo de accion, se ha propuesto que el HNO requiere
de su conversion previa en NO, implicando la activacion de la sGC en un mecanismo
paralelo al NO. También se ha propuesto que HNO activa directamente a sGC a
través de la unién al grupo hemo de la enzima (Andrews et al., 2015; Kemp-Harper
et al., 2016).

Por otra parte, el HNO podria unirse a grupos tiol de aminoacidos como la
cisteina, modificando el arreglo de puentes disulfuro en proteinas y causando

alteraciones conformacionales de las mismas. En este sentido, se ha demostrado
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gue el HNO puede interactuar directamente con bombas de calcio y con el receptor
2 de rianodina en reticulo sarcoplasmico, causando un incremento de calcio
intracelular. También, se ha demostrado que HNO estimula la liberacion del peptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), mediante la estimulacion de
canales TRPA: en fibras trigeminales, lo cual induce la dilatacion de la arteria
trigeminal o coronaria (Eberhardt et al., 2014; Kemp-Harper et al., 2016; Nagpure y
Bian, 2016).

La activacion de canales de potasio por el HNO puede ser-debida al
incremento en los niveles de GMPc o a la interaccion directa del HNO con grupos
tiol localizados en estos canales. Este tipo de activacion de canales ya ha sido
demostrada antes en canales de calcio de musculo esquelético y cardiaco, asi como
en canales TRPA:. En este ultimo caso, Eberhardt et al. (2014) demostraron que la
activacion del canal TRPA: por HNO involucra la formacion de enlaces disulfuro
entre las cisteinas 621-633 y 651-665 del canal TRPA; (Eberhardt et al., 2014).

AuUn no esta claro el mecanismo completo de vasodilatacion mediado por
HNO. Sin embargo, se han propuesto tres posibles mecanismos por los cuales esta
molécula induce la vasodilatacion: 1) Generacion de HNO en endotelio, el cual se
difunde hacia fibras nerviosas, liberando al CGRP y produciendo la relajacion
vascular. 2) Generacion de HNO neuronas perivasculares y activacion del canal
TRPAs, lo cual libera al CGRP y produce la relajacion vascular. 3) Generacion
paracrina de NO en astrocitos, el cual reacciona con el H>S endotelial o neuronal

para generar HNO, activando canales TRPA; (Eberhardt et al., 2014).

2.2.2.5 Endotelina

Las endotelinas (ET) son péptidos de 21 aminoacidos que se diferencian
en un solo aminoacido. En la actualidad, se conocen tres tipos de endotelinas
denominadas ET-1, ET-2 y ET-3. Estas moléculas se sintetizan en respuesta a
estimulacion mecénica, quimica y humoral. Un elemento clave para iniciar el
proceso de sintesis es el aumento de calcio intracelular. Por el contrario, las fuerzas

de cizallamiento reducen la liberacién de ET. De las tres endotelinas conocidas, solo
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ET-1 se encuentra distribuida en las células endoteliales vasculares (Lahera et al.,
2005; Guyton y Hall, 2016). Se conocen dos tipos de receptores especificos para
endotelina (ETa y ETg). Ambos receptores estdn acoplados a proteinas G. Los
receptores ETa se encuentran en musculo liso vascular y modulan la contraccién
inducida por endotelina, en tanto que los receptores ETg, presentes en endotelio,
inducen vasodilatacion. Ademas, estos receptores pueden modular la liberacién de

NO y PGl,, causando relajacion vascular (Lahera et al., 2005; Ganong, 2010).

2.2.2.6 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) tienen la capacidad de inducir
vasoconstriccion. Una cualidad de cualquier radical libre, es su capacidad de
reaccionar con moléculas neutras o con otros radicales libres. Las ROS producen
vasocontriccion, debido a que son capaces de reaccionar con el NO, causando su
inactivacion prematura. Algunos de los radicales libres mas importantes son el anion
superoéxido (‘Oy), el radical hidroxilo (‘OH), el perhidroxilo ((O,H), el alcoxilo (OR),
el peroxilo (OOR) o el perdxido de hidrogeno (H202) (Lahera et al., 2005; Guyton y
Hall, 2016).

2.2.2.7 Tromboxano y otros factores vasocontrictores

Otros metabolitos del acido araquidonico, como el tromboxano Az (TXA2) y
la prostaglandina Hz son otro tipo de agentes constrictores, asociados a hipoxia,
hipertension y diabetes. La sintesis de TXAz se incrementa por la accion de
noradrenalina, nicotina o por acciones mecanicas. El metabolismo de la
prostaglandina H. da lugar a la formacién de prostaciclina, la cual es capaz de
inducir relajacion. El acido acetilsalicilico (AAS) promueve la formacion de
prostaciclina a costa de una disminucion en la sintesis de TXA.. Por este motivo, el
AAS es ampliamente utilizado para prevenir eventos de infarto al miocardio
(Ganong, 2010; Guyton y Hall, 2016).
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2.2.3 Endocannabinoides

Los endocannabinoides son una clase distinta de moléculas bioactivas que,
aunque estructuralmente son diferentes de los cannabinoides, deben su nombre a
la capacidad que tienen de activar especificamente a los receptores a
cannabinoides CB: y/o CB2 (Montecucco y Di Marzo, 2012; O’Sullivan, 2015). Estos
receptores fueron originalmente descritos como blancos especificos de. los
cannabinoides (Montecucco y Di Marzo, 2012). Los endocannabinoides son
moléculas derivadas del acido araquiddnico y quimicamente corresponden a
amidas, ésteres o éteres. La anandamida fue el primer endocanabinoide descrito,
la cual estad constituida por una cadena derivada de un:acido graso y de un
sustituyente N-terminal (2-hidroxietil). El nombre IUPAC aceptado para designar a
la anandamida es (5Z,827,11Z,14Z)-N-(2-hidroxietil)- eicosatetraenamida (Devane
et al., 1992). En la actualidad, se sabe que los endocannabinoides pueden causar
variaciones en el tono vascular a través de diferentes mecanismos, pero
principalmente activando a los receptores a cannabinoides (Randall et al., 2002).

Ademas de la anandamida, en la actualidad se conocen otros
endocanabinoides (Figura 5): 2-araquidonoilglicerol (2-AG), N-araquidonoll
dopamina (NADA), araquidonil gliceril éter (noladin éter) y virodhamina, y todas ellas
tienen la capacidad de inducir vasodilatacion en arteria mesentérica de rata aislada,
al unirse, por lo menos, a un tipo de receptor a cannabinoides (Bisogno et al., 2000;
Porter, 2002; Hoi y Hiley, 2006; Herraddn et al., 2007).
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Endocanabinoides

c WA/O:::

Figura 5. Estructura de los endocannabinoides. Los endocannabinoides son
moléculas que quimicamente corresponde a amidas, esteres o éteres. Los
endocannabinoides actualmente reconocidos son: A) anandamida, B) 2-
araquidonoil glicerol (2-AG), C) N-araquidonoil dopamina, D) araquidonil gliceril
éter (noladin éter) y E) virodhamina.

2.2.4 Musculo liso vascular

Las células de musculo liso vascular (Figura 6) tienen forma ahusada con
un solo nucleo, un diametro de 2-10 umy una longitud de 50-400 um. Estas células,
localizadas en la tunica media, se encuentran dispuestas circularmente alrededor
de los vasos sanguineos y son propiamente las responsables de la modificacion del
diametro vascular en respuesta a los estimulos provenientes de las neuronas
perivasculares simpaticas y parasimpaticas o de las moléculas liberadas por el
endotelio vascular (Sherwood, 2016).

De manera similar al musculo esquelético, el musculo liso contiene
filamentos de miosina gruesos y filamentos delgados de actina en una proporcion
actina/miosina de entre 12:1 a 15:1. Los filamentos de actina, contienen
tropomiosina pero carecen de troponina (Somlyo y Somlyo, 1994).

Los filamentos de actina se unen a los cuerpos densos intracelulares y se
organizan en unidades contractiles alrededor de los filamentos de miosina. Estos
conjuntos de haces o columnas se extienden en la célula, oblicuamente hacia lados

opuestos con respecto al eje longitudinal de la célula. Los cuerpos densos se
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componen principalmente de a-actinina y son equivalentes a los cuerpos z en el
musculo esquelético (Ganong, 2010; Somlyo, 2011; Sherwood, 2016).

Los filamentos intermedios funcionan como andamiaje estructural para
mantener a los cuerpos densos en su posicion. A su vez, los cuerpos densos se
mantienen en patrones cruzados, por lo que en la contraccién, la fuerza es

transmitida lateral y longitudinalmente (Figura 6) (Somlyo, 2011; Sherwood, 2016).

Cuerpos Filamentos de
densos ~ actina y miosina

Cuerpos Filamentos
densos de actina

Filamentos
de miosina

Figura 6. Anatomia de la célula muscular lisa. A) Las células musculares lisas
tienen forma ahusada de 2-10 x 50-400 um y estan ubicadas en la tunica media.
Presentan filamentos deactina y miosina anclados a unas estructuras
denominadas cuerpos. densos (equivalentes a las fibras Z en muasculo
esquelético). B) La traccion ejercida en torno a estas estructuras por las fibras de
miosina y actina, en respuesta a estimulos contractiles, reducen el tamafio de la
célula muscular hasta en un 80% del tamafio original, en gran parte debido al
arreglo oblicuo de las fibras de actina y miosina y de los cuerpos densos en la
célula muscular. Modificado de Sherwood, 2016.

2.2.5 Mecanismos de contraccion-relajacién vascular

La disposicion del endotelio y de las células musculares tienen por objeto
principal la modulacion del tono vascular, el cual es generado por las células
musculares en respuesta a las sefiales recibidas desde el endotelio o desde las
neuronas perivasculares simpaticas. Esto lo hacen por medio de dos procesos

contrarios: la vasoconstriccion, que es el estrechamiento del vaso sanguineo por la
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contraccion del musculo liso vascular y la vasodilatacion que esté definida como el
aumento del didmetro de un vaso sanguineo como resultado de la relajacion del

musculo liso (Figura 7) (Sherwood, 2016).

A B C

Normal Vasoconstriccion Vasodilatacion

Figura 7. Vasoconstriccion y vasodilatacion. Los vasos sanguineos pueden
regular el flujo y la presion sanguinea en respuesta a sefiales locales y generales.
Estos procesos son la vasoconstriccion (B) que se define como la disminucion del
radio vascular en respuesta a sefiales contractiles y la vasodilatacion (C) que es
un aumento en el diametro vascular en respuesta a sefales relajantes. Modificado
de Sherwood, 2016.

El proceso de contraccion requiere de la participacion de calcio, por esta
razon, es indispensable permitir. su entrada a las células musculares lisas. Se
requiere que entre el calcio en grandes cantidades desde el reticulo sarcoplasmico
y del medio extracelular. Esta entrada puede darse a través de canales de calcio
(activados por voltaje o por ligando) (Somlyo y Somlyo, 1994; Ganong, 2010). El
incremento de calcio citosdlico se da en respuesta a sefiales especificas, ya sea por
medio de alguno o algunos de los factores derivados de endotelio o por la accion de
los neurotransmisores liberados en la terminal neuromuscular. Muchas de estas
moléculas se unen a receptores acoplados a proteinas G (Mufiz-Murguia y Peraza-
Campos, 2005; Ganong, 2010).

A excepcidon de los vasos capilares, todos los vasos sanguineos estan
inervados con fibras simpéaticas. Esta disposicién contribuye de manera importante
a mantener la presion arterial media en el cerebro, asegurando una presion

sanguinea constante a costa de otros drganos, permitiendo mantener una
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resistencia al flujo sanguineo y disminuyendo la velocidad de flujo en los tejidos. Los
nervios simpaticos transportan una gran cantidad de fibras nerviosas
vasoconstrictoras y solo algunas vasodilatadoras (Guyton y Hall, 2016).

La contraccion del musculo liso vascular involucra mecanismos de control
locales y generalizados (Figura 8); sin embargo, una parte importante de las
acciones estdn mediadas por la participacion de fibras simpéticas, cuyo principal
neurotrasmisor es la norepinefrina (NE) (Mufiiz-Murguia y Peraza-Campos, 2005;
Guyton y Hall, 2016).

Agonista v
GhcR e
el
|
Eﬂm “PKC = DAG ¥
Caz+ _.l

T Contraccién

M. liso

Figura 8. Mecanismo de contraccion de una célula muscular lisa. La accién de
agonistas (por ejemplo: NE) sobre receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
tipo g (aq) provoca la activacion de la fosfolipasa C (PLC) y la formacion de
diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). Ambos aumentaran la concentracion
de calcio en citosol por-apertura de canales i6nicos (activados por PKC) y por la
activacion del receptor de IP3 (RIP3) en el reticulo sarcoplasmico (RS). El calcio
se une a la calmodulina (CM), formando el complejo CaCM, el cual se une a la
cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) que se encarga de fosforilar a la
miosina, promoviendo la formacion de puentes cruzados con la actina y, en ultima
instancia, la generacion de la contraccion. Modificado de Mufiz-Murguia y
Peraza-Campos, 2005

La norepinefrina y la epinefrina son hormonas vasoconstrictoras potentes.
Cuando se estimula el sistema nervioso simpatico, las terminales nerviosas liberan
NE. Este neurotransmisor se une a receptores az-adrenérgicos en musculo liso
vascular, induciendo la contraccion de los vasos sanguineos (Guyton y Hall, 2016).
La union de la NE a su receptor muscular causa la activacion de una proteina G con

subunidad alfa g, la cual activa a la enzima fosfolipasa C (PLC), enzima que cataliza
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la formacion de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Al unirse IPz a sus
receptores se incrementa la concentracion de calcio en el citosol proveniente del
reticulo endoplasmico, mientras que el DAG se encarga de activar a la enzima
protein cinasa C (PKC). La forma activa de PKC puede fosforilar a diferentes
proteinas en musculo liso, como por ejemplo canales de calcio dependientes de
voltaje tipo L, favoreciendo el incremento de calcio intracelular, lo cual produce la
despolarizacion de la fibra muscular lisa y, por lo tanto, su contraccién (Figura 8)
(Mufiz-Murguia y Peraza-Campos, 2005). Alternativamente, puede entrar calcio
extracelular mediante la activacién de canales ionicos activados por ligando. Por
otro lado, la activacion de canales de sodio y potasio puede generar cambios en el
potencial de membrana, llevando a la apertura de canales de calcio activados por
voltaje en reticulo sarcoplasmico (Sherwood, 2016).

El calcio citosolico se une a la proteina calmodulina para formar el complejo
calcio-calmodulina (CaCM). Este complejo activa ala cinasa de la cadena ligera de
miosina (MLCK), la cual fosforila a la cadena ligera de miosina (MLC), utilizando
energia proveniente de la hidrdlisis del ATP. Esto promueve la formacion de puentes
cruzados entre la miosina y la actina, generando fuerza y acortamiento de las
células musculares en la contraccion muscular. La miosina puede ser desfosforilada
por accion de la enzima fosfatasa de la cadena ligera de miosina (MLCP),
deteniendo asi, la formacion de puentes cruzados de miosina-actina y permitiendo
la relajacion del musculo liso (Mufiz-Murguia y Peraza-Campos, 2005; Sherwood,
2016).

El proceso de relajacion implica, en primera instancia, la desaparicion del
estimulo contréctil (Figura 9). Para llevar a cabo este proceso, la disminucion del
calcio intracelular resulta esencial, ya que su disminucién a niveles inferiores a 10”7
mol/L inactiva a la cinasa de miosina (Mufiz-Murguia y Peraza-Campos, 2005).

La vasodilatacion puede ser inducida, mediante moléculas que antagonicen
a las moléculas vasoconstictoras, por una disminucién del calcio intracelular y por
un aumento en la actividad de la fosfatasa de la cadena ligera de miosina. La
disminucion intracelular de calcio involucra tanto a la membrana celular como al

reticulo sarcoplasmico. Este ultimo, captura al calcio, mediante la accién de la
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bomba de calcio, que traslada dos iones calcio al lumen del reticulo sarcoplasmico
en un proceso dependiente de magnesio y ATP. Otro mecanismo involucra un
intercambiador Na*/Ca?*, localizado en la membrana celular, que también ayuda a
la reduccion del calcio citosélico (Mufiiz-Murguia y Peraza-Campos, 2005; Guyton
y Hall, 2016).

_PKC <= GMPc

Endotelio

Figura 9. Mecanismo de relajacion de una célula muscular lisa. Agonistas
vasodilatadores se unen a receptores endoteliales, acoplados a proteinas Gq (por
ejemplo: acetilcolina, ACh), provocando un aumento en la concentracion de
calcio. El calcio forma el complejo calcio calmodulina (CaCM) y activa a la enzima
NOS, que produce NO a partir de arginina. EI NO difunde a muasculo liso y activa
a la guanilato ciclasa soluble (GCs) quien activa a PKG por accion de GMPc. La
enzima PKG es la responsable de activar a la MLCP, promoviendo la
vasodilatacion. Modificado de Mufiiz-Murguia y Peraza-Campos, 2005.

Ademas de la diminucidén de calcio intracelular, existen mecanismos no
dependientes de calcio que relajan el musculo liso. Por ejemplo, la relajacion
dependiente de AMPc, generada por agonistas P.-adrenergicos, adenosina, PGl»
etc., que ocurre sin cambios en la concentracion de calcio intracelular. En este caso,
la PKA puede fosforilar ala MLCK, evitando que el complejo CaCM la active (Mufiz-
Murguia y Peraza-Campos, 2005). Sin embargo, la via del AMPc frecuentemente
se sobrelapa con las vias que involucran calcio, influyéndose mutuamente. Por
ejemplo, el complejo CaCM puede modular la actividad de la AC y, por tanto, influye

en las concentraciones de AMPc. Por el contrario, PKA puede fosforilar canales de
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calcio, modificando su actividad (Sherwood, 2016). Otro ejemplo es la enzima sGC
(activada por NO), la cual produce GMPc que activa a la protein cinasa G (PKG),
encargada de fosforilar diversas proteinas, entre otras a la MLCP, promoviendo asi
la desfosforilacién de la miosina y, por tanto, la relajacion de la célula muscular lisa

(Mufiz-Murguia y Peraza-Campos, 2005).

2.3 Mecanismos de relajacién vascular inducida por endocannabinoides

Las acciones vasodilatadoras de los endocannabinoides dependen
principalmente de la activacion de los receptores CB1, CB2 y eCB. Tanto el receptor
CB1como el CB2son considerados receptores clasicos de cannabinoides, mientras
qgue el receptor a cannabinoides endotelial (eCB) es considerado un atipico. El
receptor eCB aun no ha sido clonado, pero existe evidencia proveniente de multiples
ensayos farmacologicos, que sugiere su existencia en endotelio vascular (Devane
et al., 1992; Hoi y Hiley, 2006; Lopez-Miranda et al., 2008; Montecucco y Di Marzo,
2012).

Juntos, los receptores a endocannabinoides forman el denominado sistema
endocannabinoide (ECS) que incluye, ademas de los receptores CB1, CB>y eCB, a
los ligandos enddgenos de estos receptores y a las proteinas que metabolizan y
regulan los niveles de endocannabinoides (enzimas anabdlicas y catabolicas). El
ECS también incluye a los transportadores de cannabinoides y a las proteinas que
interaccionan con los receptores a canabinoides, modulando su actividad (Devane
et al., 1992; Hoi y Hiley, 2006; Lopez-Miranda et al., 2008; Montecucco y Di Marzo,
2012).

Los cannabinoides, endocannabinoides y compuestos relacionados
interactian con estos receptores y con otros blancos moleculares, incluyendo a los
receptores GPR55, GPR119, canales TRP, receptores opioides, adrenoreceptores
y.receptores a serotonina (Stanley y O’Sullivan, 2014).

El ECS puede modular la vasodilatacion en respuesta a la accion de sus
ligandos enddgenos y exdgenos. Sin embargo, esta accion ocurre a diferentes
niveles, involucrando distintos componentes del ECS (Montecucco y Di Marzo,

2012). El perfil farmacolégico de los endocannabinoides y cannabinomiméticos es
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complicado y sus efectos pueden variar de acuerdo al tipo celular o tisular, si el
receptor es nativo o si esta sobreexpresado, si hay moduladores alostéricos, etc.
Debido a estas variables no existe una respuesta homogénea de los cannabinoides
en la vasculatura (Stanley y O’Sullivan, 2014).

2.3.1 Receptores a endocannabinoides

Los receptores CB1y CB2 son receptores acoplados a proteinas G, formados
por 7 dominios transmembranales. La distribucién de los receptores CB1es amplia,
se han identificado en humanos, ratas, ratones, gatos y aves. Estos receptores se
han localizado en sistema nervioso central (corteza cerebral, hipocampo, sustancia
nigra pars reticulata, putamen-caudado lateral, globo palido, nucleo entopeduncular
y lamina molecular del cerebelo), en tejidos periféricos (Utero, testiculos, via
eferente, vejiga, corazdn), sistema nervioso entérico, nervios sensoriales del ganglio
de la raiz dorsal, pulmén, timo y bazo (Lopez-Miranda et al., 2008). En el sistema
vascular los receptores CB:y CB: estan ampliamente distribuidos, encontrandose
en neuronas perivasculares, masculo liso vascular y células endoteliales (Lépez-
Miranda et al., 2008; Stanley y O’Sullivan, 2014; O’Sullivan, 2015). Sin embargo, la
distribucion de estos receptores en sistema vascular es variable y depende en gran
medida del tejido y la especie utilizada. Se ha demostrado la presencia de
receptores CB; en distintas preparaciones arteriales que incluyen arteriolas renales,
arterias mesentéricas de rata, lecho mesentérico perfundido, arterias oftalmicas
bovinas, arterias cerebrales de gato y aorta de conejo (Romano y Lograno, 2006).

Por otra parte, los receptores CB2 han sido localizados en macrofagos y
monocitos, astrocitos, neuronas Yy nervios periféricos nociceptivos. En la
vasculatura, los receptores CB2 estdn ampliamente distribuidos en musculo liso
vascular y células endoteliales (Rajesh et al., 2007; Huffman et al., 2008; L6pez-
Miranda et al., 2008).

Ademas de los ligandos endbégenos de los receptores CB;
(endocannabinoides: anandamida, NADA, OEA y oleamida), se han descrito

también diversos cannabinomiméticos naturales y sintéticos que pueden unirse de
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manera especifica a este receptor, actuando como agonistas o antagonistas. En el
primer grupo encontramos a HU-210, WIN55212-2, CP55,940, CP55,244 y JWH-
133 (agonista no selectivo), mientras que en el segundo se encuentran rimonabant,
AM251, AM281y SR144528 (antagonista selectivo del receptor CB2) (Howlett et al.,
1988; Devane et al., 1992; Stefano, 2000; Randall et al., 2002; Lopez-Miranda et al.,
2008; Stanley y O’Sullivan, 2014).

Los mecanismos de vasodilatacion inducidos por receptores CBy involucran
la participacion de proteinas G (Gi y Go) (Figura 10) y la posterior inhibicion de la
enzima AC que regula canales de calcio y potasio (Lopez-Miranda et al., 2008).
También, se ha observado que parte de los efectos vasodilatadores causados por
activacion de receptores CB: se deben a la activacion del-sistema nervioso
simpatico, aunque también se ha sugerido que las fuerzas de cizallamiento pueden
activar a estos receptores (Stefano, 2000; Randall et al., 2002; Montecucco y Di
Marzo, 2012).

M. liso

Endotelio c_% !
S — & - CB, .', e

Figura 10. Esquema de relajacion inducida por receptores a cannabinoides. En
neuronas perivasculares se localizan los receptores CB1, en endotelio se ubican
los receptores CB1, CB2 y eCB, en musculo liso se encuentran los receptores CB:1
y CB2. En los tres casos se trata de receptores acoplados a proteinas Gi/o. En
musculo liso, la activacion de CB; o CB2 produce la apertura de canales de
potasio, o la inhibicion de canales de calcio. La activacion simpética de CB; inhibe
la liberacion de noradrenalina (NE) y la activacion de eCB en endotelio promueve
la apertura de canales de potasio en musculo liso.
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En general, se considera que los receptores CB> no participan en el
proceso de relajacion vascular. Sin embargo, hay evidencias que sugieren la
participacion de estos receptores en la vasodilatacion inducida por algunos
endocannabinoides o canabinomiméticos (Vanessa Ho y Robin Hiley, 2003; Stanley
y O’Sullivan, 2014).

Se ha observado que anandamida y oleoilamida (OEA) pueden causar
relajacion vascular mediada por activacion de receptores CBz. “Algunos
cannabinomiméticos, dentro de los que se puede mencionar a JWH-015, THC,
CP55,940, Win55,212-2 y HU-210 pueden causar relajacion vascular dependiente
de CBz. Se considera que la vasodilatacibn mediada por endocannabinoides a
través de la activacién de receptores CB2 no es el principal mecanismo de accion
de los endocannabinoides. Es mas probable que CB2 desemperie un papel en otras
funciones del endotelio como regulacion de las moléculas de adhesion, adhesion de
monocitos y permeabilidad endotelial (Vanessa Hoy Robin Hiley, 2003; Alsuleimani
y Hiley, 2013; Stanley y O’Sullivan, 2014).

Ademas de los receptores CB1y CB2, se ha propuesto la existencia de un
tercer receptor distinto de los anteriores. Este receptor ha sido referido en la
literatura con diferentes designaciones como “receptor a cannabidiol anormal”,
‘receptor endotelial a anandamida”, “receptor a cannabinoides endotelial atjico”,
receptor a cannabinoides no-CB1/no-CB:z o receptor eCB (endotelial). Este receptor
eCB es considerado un receptor no clasico de cannabinoides y a diferencia de los
receptores CB:1Yy CBy, el receptor eCB no ha sido clonado y su existencia ha sido
justificada en base a una gran variedad de estudios farmacologicos que muestran
diferencias con respecto a los receptores clasicos a cannabinoides. Aunque no ha
sido aislado, se sabe que este receptor debe estar acoplado a Gi/o, por lo cual se
trataria de un receptor acoplado a proteina G de manera similar a los receptores
CB:1y CB: (Hoi y Hiley, 2006; Lépez-Miranda et al., 2008; Bondarenko, 2014).

Se ha demostrado farmacoldégicamente la presencia del receptor eCB en
humanos, conejo, rata y bovinos. En sistema vascular se ha localizado el receptor
eCB en arteria mesentérica, aorta, arteria pulmonar y arteria oftdlmica (Stanley y
O’Sullivan, 2014).
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Gran parte de la justificacion de la existencia del receptor eCB procede de
multiples ensayos farmacologicos sobre los efectos vasodilatadores de diferentes
cannabinoides que demuestran actividad distinta a la observada en receptores CB;
y CB.. Asi, se ha demostrado que la anadamida y metanandamida, en arteria
mesentérica, generan vasodilatacién que no es causada por otros cannabinoides
sintéticos o THC de conocida accién sobre CB1 0 CBz (L6pez-Miranda et al., 2008).
Aunque estos efectos pueden ser inhibidos por rimonabant, se requieren
concentraciones mas altas de las necesarias para inhibir CB1. Ademas, el receptor
eCB debe tener en su estructura un sitio de unién que no se encuentra en receptores
CB1 y CB: a cannabidiol anormal (Jarai et al., 1999; Lépez-Miranda et al., 2008;
Stanley y O’Sullivan, 2014). El cannabidiol anormal es un regiocisomero sintético del
cannabidiol y que resulta de la transposicion de los grupos hidroxi y n-pentil
encontrados de forma natural en el cannabidiol (Jarai et al., 1999). La activacion del
receptor eCB por cannabidiol anormal y anandamida ha sido confirmada por
numerosos estudios en diferentes preparaciones vasculares (Jarai et al., 1999;
Lopez-Miranda et al., 2008; Stanley y O’Sullivan, 2014).

Los endocannabioides que han sido asociados a la vasodilatacion inducida
por activacion del receptor eCB incluyen, ademas de la anandamida, a NADA,
oleamida, OEA, ARA-S, N-araquidonoilglicina, noladin éter y virhodamina.
Finalmente, el compuesto 0-1918 ha sido propuestos y utilizados como
antagonistas caracteristico (y especifico) del receptor eCB (Hoi y Hiley, 2006; Hiley
y Hoi, 2007; Lopez-Miranda et al., 2008; Montecucco y Di Marzo, 2012; Stanley y
O’Sullivan, 2014). Los mecanismos de vasodilatacion asociados a la activacion de
eCB involucran la liberacion de un factor hiperpolarizante derivado de endotelio, la
modulacién de canales de potasio sensibles a calcio de tipo BK y la produccion de
NQ (Jarai et al., 1999; Herraddn et al., 2007; McCollum et al., 2007; Montecucco y
Di Marzo, 2012; Stanley y O’Sullivan, 2014).

En estudios previos, se ha propuesto que el receptor eCB esta acoplado a
proteinas G y que cuando es activado estimula a la sGC, incrementando la
concentracion intracelular de GMPc y la activacion de la PKG. También, se ha

demostrado que en células endoteliales de aorta de conejo, la activacion de eCB
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produce la activacion de Akt, la fosforilacion de eNOS vy la produccién de NO,
mediante la activacidén de la proteina Gi y la fosfatidilinositol 3-cinasa (McCollum
et al., 2007; Lopez-Miranda et al., 2008; Stanley y O’Sullivan, 2014).

2.3.2 Canales TRP

Los canales TRP se encuentran entre los canales iGnicos mas ampliamente
distribuidos y diversos en el reino animal, Unicamente superados en cuanto a
diversidad por la superfamila de los canales de potasio, con los cuales guardan
similitud estructural. En mamiferos, esta superfamilia comprende 28 tipos distintos
de subunidades, agrupadas en seis subfamilias en funciéon de su homologia en
secuencia de aminoacidos (Liao etal., 2013; Earley y Brayden, 2015; Taberner
et al., 2015). Estas seis subfamilias incluyen a las familias TRPC (canonica), TRPV
(vaniloide), TRPM (melastatina), TRPA (ankirina), TRPML (mucopilina) y TRPP
(policistina). Algunos integrantes de cada una de estas familias pueden encontrarse
tanto en el musculo liso como en el endotelio vascular por o que puden causar
relajacion o contraccion de los vasos sanguineos (Earley y Brayden, 2015).

Los canales TRP son canales cationicos no selectivos con estructuras homo
o heterotetraméricas, donde cada subunidad, de entre 64 y 230 kDa, esta formada
por seis segmentos transmembranales (S1-S6) y un loop reentrante entre S5y S6
gue constituye el poro del canal. Los extremos C-terminal y N-terminal, ubicados
intracelularmente, difieren entre los miembros de la superfamilia de canales TRP en
cuanto a organizacion de motivos estructurales como repeticiones de ankirina o
dominios con actividad cinasa, por mencionar un par de ejemplos (Cao et al., 2013b;
Liao et al., 2013; Earley y Brayden, 2015).

Entre las diferentes familias de canales TRP, se incluyen a los canales TRPA
(ankirina), cuyo unico miembro es el canal TRPA, y los canales TRPV (vaniloide),
dentro de la cual se encuentran los canales TRPV:. Tanto los TRPA; como los
TRPV1 son canales catidnicos no selectivos, pero son preferentemente permeables
a calcio. En términos generales, estos canales tienen multiples funciones que

incluyen la sensacion térmica, la homeostasis de la temperatura corporal, el dolor y
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la regulacién de la funcion vascular (Di y Malik, 2010; Earley y Brayden, 2015;
Taberner et al., 2015).

El canal TRPV1 se expresa principalmente en el sistema nervioso periférico,
por ejemplo, en neuronas del ganglio de la raiz dorsal, ganglios trigeminal y toracico
vagal, y en fibras sensoriales C y A 3. Sin embargo, también se ha localizado en
musculo liso vascular y en endotelio vascular de rata, raton y humano (Salazar et al.,
2009; Fernandes et al., 2012).

Los canales TRPA: han sido identificados en endotelio vascular humano y
de otros mamiferos. También, estos canales han sido localizados en fibras
sensoriales C y A 8 y en muchas regiones del sistema nervioso. De hecho, el 60-
75% de estas fibras expresan tanto a los canales TRPA1 como a los TRPV;. La
presencia de ambos tipos de canal en la vasculatura sugieren que TRPA1y TRPV;
participan activamente en el control vascular por mecanismos directos e
independientes de la participacion neurogénica (Salazar et al., 2009; Fernandes
et al., 2012; Aubdool et al., 2016).

Los canales TRP pueden ser activados por una gran variedad de estimulos
gue incluyen temperatura, presion, voltaje, pH, radiacion ultravioleta, cambios en la
osmolalidad y una gran variedad de moléculas naturales (Taberner et al., 2015). En
particular, los canales TRPA; y TRPV: pueden ser activados por alicina, compuesto
irritante de la cebolla y el ajo (Macpherson et al., 2005). Ademas, los canales TRPV;
pueden ser activados por alcanfor, de manera irreversible, o por capsaicina, de
manera reversible, y mediante un mecanismo dependiente de calcio-calmodulina o
por cinamaldehido. Ademas, se ha observado que los canales TRPV; pueden ser
activados por cambios de pH intra o extracelular, zingerona, piperina, veneno de
algunas especies de cnidarios, cannabinoides y endocannabinoides (Anandamida,
NADA, OLDA). En el caso del TRPA; también puede ser activado por HzS,
tetrahidrocanabinol, estrés oxidativo, isotiocianatos, acroleina o por activacion de
fosfolipasa C (Di y Malik, 2010; Eberhardt et al., 2014; Toth et al., 2014; Darré y
Domene, 2015; Taberner et al., 2015; Aubdool et al., 2016).

Ademas de los ligandos mencionados, los canales TRP también pueden ser

activados por compuestos de naturaleza lipidica (enddégenos o exdgenos). En el
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caso de los lipidos enddgenos, algunos de ellos forman parte de vias metabdlicas
como la ciclooxigenasa (COX), lipooxigenasa (LOX), citocromo P450 (CYP) y
lipidos importantes como los fosfolipidos y lisofosfolipidos, el colesterol, el fosfatidil
inositol 4,5-bifosfato (PIP2), acido araquiddénico y los endocannabinoides como la
anandamida. Por tanto, los canales TRP son capaces de integrar e interpretar
sefiales de diferentes rutas metabdlicas (Taberner et al., 2015).

Tanto los canales TRPA: como los TRPV; participan en el control vascular,
ya sea a través de una respuesta neurogénica de las fibras sensoriales o través de
una respuesta directa sobre la vasculatura. La modulacion de los receptores TRPV,
puede ocurrir a través de la activacion de multiples receptores, como por ejemplo,
por la activacion de receptores con actividad de tirosina cinasa o receptores
acoplados a proteinas G (q o s), PKC, PKA o PLC, por mencionar algunos. Estas
interacciones convierten a los canales TRP en integradores de sefales altamente
dinamicos, cuya actividad depende del contexto celular en un momento dado
(Earley y Brayden, 2015; Paulsen et al., 2015; Taberner et al., 2015).

Los canales TRPV: también estan relacionados con el efecto hipotensor de
anandamida, en parte debido a que inducen un aumento en la liberacion de NO y
debido a que la activacion de estos canales inducen la liberacion del péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) (Fernandes et al., 2012; Hopps
et al., 2012). La activacion por anadamida de los canales TRPV: ocurre
directamente en neuronas nociceptivas, permitiendo la entrada de calcio y
facilitando la despolarizacion de neuronas, lo cual juega un papel clave en procesos
de modulacion de hiperalgesia térmica y dolor (Lépez-Miranda et al., 2008; Hong
et al., 2009).

Los canales TRPA;: vasculares también pueden ser activados por HNO,
produciendo la liberacion del CGRP, lo cual induce el proceso de vasodilatacion.
Por esta razén, se ha relacionado al NO y especies reactivas de nitrégeno, dentro
de las que se incluye al nitroxilo, en la relajacién vascular mediada por TRPA;
(Eberhardt et al., 2014; Aubdool et al., 2016).

Los mecanismos enddgenos para mantener el tono vascular son

sumamente variados y muchos de ellos han sido blanco de farmacos para el control
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de patologias vasculares como la hipertension. Sin embargo, algunas de las
estrategias fallan cuando se emplean tratamientos cronicos. El estudio del sistema
endocannabinoide y de los canales TRP, permitirA generar nuevas estrategias
terapéuticas a las existentes. Una estrategia para la busqueda de moléculas
bioactivas nuevas se apoya en la medicina tradicional de todo el mundo. Una planta
empleada en la medicina tradicional mexicana, conocida como chilcuague contiene
moléculas que pueden ser potencialmente utilizadas para la activacion del sistema
endocannabinoide y/o canales TRP. Estas moléculas son conocidas como
alcamidas y producen un importante efecto vasodilatador que tiene el potencial de
ser empleado como alternativa terapéutica viable para patologias como la

hipertension (Castro-Ruiz et al., 2017; de la Rosa-Lugo et al., 2017).

2.4 Alcamidas

La medicina tradicional proveniente de multiples culturas en todo el mundo
ha empleado una gran variedad de plantas para el tratamiento de diferentes
enfermedades cardiovasculares. El estudio sistematico de estas plantas ha llevado
a la identificacion de moléculas con potencial aplicacion en la terapéutica de estas
enfermedades (Anwar et al., 2016).

Dentro de las sustancias con potencial aplicacion en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares destacan las alcamidas, sustancias que de acuerdo
a sus propiedades, podrian constituir una valiosa estrategia contra estas
enfermedades (Garcia et al., 2016; Castro-Ruiz et al., 2017).

Las alcamidas pueden definirse como amidas de acidos grasos de 9 a 18
carbonos; tipicamente poseen al menos un doble enlace y en ocasiones pueden
incluir triples enlaces (Figura 11). Ademas, existen alcamidas que poseen
tnicamente dobles enlaces (alcamidas oleofinicas) o triples enlaces (alcamidas
acetilénicas) (Greger, 1984). El nitrégeno, que define al grupo amida, habitualmente
se encuentra sustituido con al menos un grupo metilo. Por otro lado, ambas cadenas
hidrocarbonadas pueden contener grupos funcionales diversos como sistemas

heterociclicos, aroméaticos, ciclicos, etc. (Greger, 1984; Boonen et al., 2012).
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Figura 11. Estructuras representativas de alcamidas de origen vegetal o animal.
A) (2E,6Z,8E)-N-isobutildeca-2,6,8-trienamida  (afinina), B) (2E,5Z)-N-
Isobutilundeca-2,5-dien-8,10-diinamida, 0) (6E)-N-[(4-Hidroxi-3-
metoxifenil)metil]-8-metilnon-6-enamida (capsaicina), D) N-linoleoil etanolamina 'y
E) N-(2-hidroxietil)-(52,82,117,147)-eicosatetraenamida (anandamida).

Las alcamidas son generadas por una gran variedad de organismos de los
reinos Fungi, Plantae, Animalia. En el reino Fungi, se ha descrito la presencia de
alcamidas en los géneros Claviceps, Penicillium y Aspergillus (Greger, 1984;
Molina-Torres et al., 1999; Boonen et al., 2012). En plantas se han encontrado,
hasta en 26 familias diferentes comprendiendo alrededor de 100 especies de
plantas. Debido a lagran diversidad de compuestos pertenecientes alas alcamidas,
se han realizado esfuerzos para organizar la informacioén relevante de estos
compuestos en una base de datos que facilite el manejo de la informacion (Boonen
et al., 2012).

Dentro de las alcamidas del reino animal se puede incluir a la anandamida
(N-(2-hidroxietil)-(5Z,8Z,11Z,14Z)-eicosatetraenamida), la cual ha sido clasificada
como endocannabinoide clasico y paralelamente se considera dentro de la
categoria de alcamidas no proveniente de plantas. Dentro de la categoria de
alcamidas también se puede incluir a la capsaicina y capsaicinoides provenientes

del genero Capsicum, debido a que de acuerdo a la definiciéon funcional y
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estructural, los capsaicinoides tienen similitudes estructurales con las alcamidas y
blancos moleculares especificos (Boonen et al., 2012).

Aunque pueden ser generadas por diferentes organismos, la principal fuente
de alcamidas son las plantas. Estos compuestos se han aislado de raices, flores y
en ocasiones de hojas de plantas de la familia Asteraceae, especialmente de las
tribus Heliantheae y Anthemideae. En la familia Asteraceae han sido aisladas
alcamidas, exclusivamente oleofinicas o acetilénicas. Las tribus Athemideae y
Heliantheae cuentan con la mayor diversidad de alcamidas por especie (99
estructuras en 33 especies y 15 estructuras en 13 especies, respectivamente),
aunque también han sido descritos compuestos exclusivamente oleofinicos en las
familias Piperaceae, Aristolochiaceae y Rutaceae. Se ha especulado que la gran
diversidad de plantas capaces de generar alcamidas puede ser indicativo de que
las alcamidas podrian tener funciones protectoras para dichas plantas (Greger,
1984; Molinatorres et al., 1996; Molina-Torres et al.; 1999).

Muchas de las plantas que poseen alcamidas han sido utilizadas desde
tiempos inmemoriales con fines medicinales en todo el mundo para tratar
padecimientos como dolor dental, tos, bronquitis, trastornos de la piel,
enfermedades gastricas y disfunciones sexuales (Greger, 1984; Boonen et al.,
2012). Todas las plantas de'la familia Asteraceae son utilizadas por su efecto
analgésico en la medicina tradicional mesoamericana, mediterranea, africana,
medio oriental y asiatica. Estas plantas presentan caracteristicas similares en
cuanto a su sabor, induccidon de salivacion, accion analgésica entre otras (Cilia-
Lopez et al.; 2013; Dubey et al., 2013). Las plantas, Heliopsis longipes y Spilanthes
oleracea, destacan debido a que en ellas se describi6 a una de las primeras
alcamidas y la mas ampliamente estudiada, la afinina (Acree et al., 1945; Boonen
et al., 2010).
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2.4.1 Afinina en el reino vegetal

La afinina o spilanthol, cuyo nombre IUPAC es (2E,6Z,8E)-N-isobutil
decatrienamida, es un compuesto originalmente extraido de la especie vegetal H.
longipes, la cual ha sido empleada en la medicina tradicional mexicana durante
cientos de afos. El término afinina fue asignado debido a que la planta fue
identificada originalmente como Erigeon affinis DC. Sin embargo, las raices de esta
planta fueron errbneamente identificadas en el trabajo original (Acree et al., 1945).
Aunque posteriormente fueron correctamente nombradas como pertenecientes a
Heliopsis longipes, el término afinina siguid utilizdndose para designar a este
compuesto (Molina-Torres etal., 1999; Garcia-Chavez etal., 2004; Cilia-Lopez
et al., 2013).

Ademas de H. longipes la presencia de afinina se ha descrito en Spilanthes
oleracea y en una gran cantidad de especies pertenecientes a la Familia Asteraceae
(Molinatorres et al., 1996; Molina-Torres et al., 1999). En cuanto a su presencia en
otras familias, la informacion es variable, ya que existen varios reportes en los que
se describe su presencia en las familias Aristolochioaceae, Piperaceae y Rutaceae.
Otros autores la incluyen también en las familias Brassicaceae, Convolvulaceae,
Euphorbiacea, Menispermaceae, Poaceae y Solanaceae (Greger, 1984; Cilia-Lopez
et al., 2013; Barbosa et al., 2016).

Se ha descrito la presencia de afinina en varios miembros del genero
Heliopsis (H. scabra Dunal, H. parvifolia, H. gracilis Nutt y H. longipes). En el género
Spilanthes se ha identificado la presencia de este compuesto en las especies S.
mauritiana, S. alba, S. ocymifolia, S. oleracea y S. acmella. En el género Acmella
se ha reportado su presencia en A. ciliate, A. oppositifolia, A. radicans, A.
brachyglossa, A. oleracea, A. paniculata y A. uliginosa. Ademas, la afinina
constituye el compuesto bioactivo principal de la raiz de H. longipes, Wedelia
parviceps, Acmella ciliata, A. oleracea, A. oppositifolia (Dubey et al., 2013; Zhu
et al.,, 2015; Barbosa et al., 2016). Todas estas plantas se utilizan con fines

terapéuticos y culinarios en distintas regiones del mundo.
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2.4.2 Usos terapéuticos de plantas productoras de afinina

Las plantas productoras de afinina han sido utilizadas dentro de la medicina
tradicional de muchas culturas en todo el mundo para tratar distintos padecimientos
(Boonen et al., 2010; Cilia-Lopez et al., 2013; Dubey et al., 2013). Spilanthes
acmella ha sido utilizada en Sumatra para tratar el dolor dental y como estimulante;
en Java para tratar estomatitis; en Sudan para el tratamiento del dolor dental; en
India para tratar heridas, dolor dental, antiinflamatorio, astringente y antianémico y
en Camerun para tratar mordeduras de serpiente y reumatismo articular (Pradesh
et al., 2010; Pharm et al., 2012; Dubey et al., 2013). En Brasil, se ha empleado
Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen como tratamiento de la anémia y la dispepsia,
asi como especia en alimentos (Simas et al., 2013). En el mediterraneo, Otanthus
maritimus se ha utilizado para tratar la bronquitis asmatica, disenteria e inflamacion
de vias urinarias (Ruiu et al., 2013). En México, H. longipes se ha empleado como
condimento de alimentos, asi como para el tratamiento de diferentes padecimientos
como el dolor dental, estomatitis, enfermedades de la piel, antiparasitario,
antiinflamatorio, analgésico y Ulceras orales (Molina-Torres et al.,, 1999; Garcia-
Chavez et al., 2004; Colvard et al., 2006; Boonen et al., 2010; Carifio-Cortés et al.,
2010).

Curiosamente, la medicina tradicional no ha considerado el empleo de estas
plantas en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, se ha
demostrado que los extractos cloroférmicos de Spilanthes acmella inducen
relajacion, dependiente de endotelio, en ensayos de aorta aislada de rata,
parcialmente disminuida con L-NAME, sugiriendo que la afinina (y/o otros
componentes de los extractos cloroférmicos de S. acmella) estimula la produccion
de NO endotelial, mediante la activacién de la eNOS (Wongsawatkul et al., 2008).
De manera adicional, se ha sugerido que los extractos etanolicos de Acmella
oleracea producen un efecto analgésico, que involucra la activacion de canales
TRPA: y TRPV: (Ogata Nomura et al., 2013). Por otro lado, los extractos de
diclorometano de H. longipes son capaces de inducir vasodilatacion, parcialmente
dependiente de endotelio, en aorta aislada de rata como consecuencia de la

aparente activacion de multiples vias de sefalizacion que incluyen las de los

35



gasotransmisores NO, H>S y CO como parte de su mecanismo vasodilatador
(Castro-Ruiz et al., 2017).
En la actualidad existen diversos productos que contienen extractos de
plantas productoras de afinina, principalmente Spilanthes acmella para uso
cosmético y analgésico en pastas dentales (Buccaldol®, Indolphar®), antiarrugas
(Gatuline®, Syn-Coll®) e infecciones dérmicas micéticas (A. Vogel Spilanthes®) y se
han hecho esfuerzos para mejorar la penetracion de la afinina en formulaciones
topicas (Boonen et al., 2010; Spiegeleer et al.,, 2013). Ademas, se han realizado
esfuerzos para determinar la capacidad de la afinina para atravesar la barrera
hematoencefalica y la mucosa intestinal para un potencial uso como analgésico de
administracién oral (Veryser et al., 2016) y se ha demostrado que extractos
etandlicos de H. longipes no generan dafios genotoxicos ni citotoxicos (Boonen
et al., 2010; Carifio-Cortés et al., 2010; Spiegeleer et al., 2013; Veryser et al., 2016).

En México, la principal planta productora deafinina, utilizada en la medicina
tradicional mexicana es Heliopsis longipes. Comunmente conocida con los nombres
de chilcuague, raiz azteca, raiz dorada, chilicuau, chilcuan, pelitre entre otras. H.
longipes se encuentra distribuida en la zona serrana de los estados de San Luis
Potosi, Guanajuato y Querétaro (Molina-Torres et al., 1999; Garcia-Chavez et al.,
2004; Cilia-Lopez et al., 2010; Cilia-Lopez et al., 2013).

Uno de los primeros efectos biologicos encontrados en la afinina es la
actividad insecticida (Acree et al., 1945); sin embargo, se han descrito una gran
cantidad de actividades entre las que se puede mencionar su efecto antimicrobiano,
fungistatico (Molina-Torres et al., 1999; Garcia-Chéavez et al., 2004), antinociceptivo
(Ogura et al., 1982; Déciga-Campos et al., 2010), analgésico (Rios et al., 2007;
Cilia-L6pez et al., 2010), antiinflamatorio (Hernandez et al., 2009), antiarrugas,
antienvejecimiento, anticanceroso (Barbosa et al., 2016) y antimalarico (Spelman
etal., 2011). Ademas, se ha reportado actividad biocida contra moluscos, moscas,
hongos y mosquitos (Carifio-Cortés et al., 2010; Barbosa et al., 2016). También, se
le han adjudicado propiedades espermicidas, aunque también se ha observado que
los extractos de Anacyclus pyrethrum poseen propiedades espermatogénicas y

androgénicas, posiblemente atribuibles a alcamidas distintas a la afinina (Sharma
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et al., 2013; Barbosa et al., 2016). Un efecto notable que han mostrado las
alcamidas en lo general y la afinina en lo particular es la posibilidad de actuar como
moduladores del sistema endocanabinoide en mamiferos, teniendo el potencial de
actuar como agonistas de este sistema y producir efectos bioldgicos importantes
entre los que destacan la posibilidad de inducir vasodilatacion por activacion de
receptores a cannabinoides (Raduner et al., 2006; Ruiu et al., 2013).

2.4.3 Mecanismos de accion involucrados en el efecto vasodilatador producido por

afinina

Una de las caracteristicas mas notables de las alcamidas es su capacidad de
ejercer accion cruzada con los endocannabinoides en general y con la anandamida
en particular. Por esta razon, las alcamidas obtenidas de distintas fuentes pueden
actuar como ligandos de los receptores a cannabinoides o de otras proteinas que
pueden ser activadas por endocannabinoides (Raduner et al., 2006; Ruiu et al.,
2013).

Por ejemplo, se ha descrito que diversas alcamidas tienen la capacidad de
actuar como agonistas de receptores CB: y/o CB.. Raduner et al. (2006)
describieron que las alcamidas (2E,4E,8Z,10Z)-dodecatetraenoilisobutilamida vy
(2E,4E)-dodecadienoilbutilamida pueden unirse de manera mas especifica que la
anadamida a receptores CB: y CB.. Especialmente, la (2E,4E)-dodecadienoil
butilamida parece tener una mayor afinidad por el receptor CB; en células HL60. De
manera adicional, se mostré que estas dos alcamidas son capaces de activar los
receptores CB1y CB2 (Raduner et al., 2006). Ruiu et al. (2013) demostraron que la
alcamida [(2E,4E,82)-tetradecatrienoil]piperidina, extraida de Otanthus maritimus,
puede unirse a receptores CB2y mediante estudios in silico describieron el posible
sitio de uniodn a estos receptores (Ruiu et al., 2013).

Por otro lado, la anandamida incrementd, de una manera dependiente de
endotelio, la relajacion de aortas aisladas obtenidas de ratas hipertensas. Esta
vasodilatacién fue sensible a capsaicina, sugiriendo la participacion de canales TRP

localizados en los nervios sensoriales (Stefano, 2000; Wheal y Randall, 2009;
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Hopps et al., 2012). Por otro lado, se ha observado que el efecto vasodilatador de
la anandamida es insensible a la inhibicion de NOS con L-NAME (Randall et al.,
2002). Adicionalmente, se ha demostrado que la afinina puede incrementar los
niveles de GMPc y la activacién de canales de potasio dependientes de ATP en la
respuesta antinociceptiva de la afinina, sugiriendo la participacion de NO (Déciga-
Campos et al., 2010).

En otros estudios, se ha demostrado que la activacion de canales TRPV1 por
anadamida ocurre directamente en neuronas nociceptivas, permitiendo-la entrada
de calcio y facilitando la despolarizacion de neuronas, lo cual juega un papel clave
en procesos de modulacién de hiperalgesia térmica y dolor (Lépez-Miranda et al.,
2008; Hong et al., 2009). De manera similar a la anandamida, la relajacion inducida
por cis-oleoamida se ve disminuida por desensibilizacién de los canales TRPVy,
presentes en nervios perivasculares, los cuales causan la liberacion del CGRP, el
cual produce vasodilatacion (Hoi y Hiley, 2006). La inhibicién de estos receptores
con capsaicina también inhibe la liberacion de CGRP en arterias basilar, hepatica y
mesentérica de rata (Randall et al., 2002). Se ha sugerido recientemente que la
afinina, la longipinamida A, la longipenamida A y la longipenamida B, extraidas de
H. longipes, son capaces de activar los canales TRPV; en ensayos de nocicepcion.
Asi mismo, se propuso que estas alcamidas se unen al mismo sitio de unién que la
capsaicina (de la Rosa-Lugo et al., 2017). Por otro parte, se ha demostrado que las
riparinas, alcamidas obtenidas a partir de Aniba riparia tienen un efecto
vasodilatador en arteria mesentérica de raton. Este efecto involucra la participacion
de canales de calcio tipo L y canales cationicos no selectivos, sugiriendo la
participacion de canales TRP en el mecanismo vasodilatador de las riparinas
(Garcia et-al., 2016). Finalmente, se ha descrito que la alcamida trans-pelitorina,
obtenida de la pimienta negra (Piper nigrum) puede activar canales TRPA; y TRPV1
mediante uniones covalentes y no covalentes (Lieder et al., 2017).

Recientemente, nuestro grupo de trabajo demostré que la afinina puede
inducir vasodilatacion en aorta aislada de rata. Este efecto involucra la participacion
de las vias del NO/GMPc, H2S/Kate y CO/GMPc, asi como la via de sefalizacion de

las prostaciclinas (PGIl./AMPc). Una consecuencia importante de la participacion de
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estas vias es que involucran un incremento de calcio endotelial, sugiriendo la
participacion de canales TRP en el mecanismo vasodilatador de la afinina (Castro-
Ruiz et al., 2017).

Ademas de la posible participacion de H2S y NO en el mecanismo de accién
de las alcamidas, es posible suponer que pueda existir una modulacion de los
canales TRPA: por la accion de nitroxilo (HNO), el cual es producido
enddégenamente, mediante la reaccidon del H2S y del NO. La activacion de canales
TRPA: produce la liberacion del CGRP, el cual induce vasodilatacion (Eberhardt
et al., 2014).

Debido a todo lo anterior, en este trabajo nos proponemos determinar la
participacion de las vias del NO/GMPc y del H2S/Karte, los receptores a

cannabinoides y los canales TRP en el efecto vasodilatador producido por la afinina.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cudles son las vias bioquimicas de sefializacion y los blancos moleculares

gue estan involucrados en el efecto vasodilatador producido por la afinina?

40



4. HIPOTESIS

El efecto vasodilatador producido por la afinina involucra la activacion de las
vias del NO/GMPc y del H2S/Katp, 10s receptores a cannabinoides y los canales
TRP.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar si el efecto vasodilatador inducido por la afinina en la aorta
involucra la participacion de las vias del NO/GMPc y del H2S/Katp, los receptores-a

cannabinoides y los canales TRP.

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar si la afinina produce su efecto.vasodilatador, mediante un
incremento en los niveles de NO y H»S, utilizando técnicas bioquimicas.

2. Evaluar la participacion de los canales TRP (Al y V1) en el efecto
vasodilatador producido por afinina, mediante el ensayo de aorta aislada
de rata e inhibidores especificos de estos canales.

3. Determinar si la afinina produce su efecto vasodilatador, mediante el
incremento en los niveles de nitroxilo (HNO), utilizando el ensayo de aorta
aislada de rata.

4. Evaluar la participacion del sistema cannabinoide (CB1, CB2y FAAH) en
el efecto vasodilatador producido por afinina, mediante el ensayo de aorta
aislada de rata e inhibidores especificos de estos blancos moleculares.

5. Evaluar si el efecto vasodilatador de la afinina involucra el bloqueo de los
canales de calcio voltaje dependientes tipo L, utilizando el ensayo de aorta
aislada de rata.

6. Proponer un modelo de interaccion molecular entre la afininay los canales

TRP (A1y V1) y el receptor a cannabinoide CB:.
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6. METODOLOGIA

6.1 Animales de experimentacién

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la norma NOM-062-
Z00-1999: Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio y lo indicado por el International Council for Laboratory
Animal Science (ICLAS). Los animales de experimentacion se adquirieron en el
Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, campus Juriquilla, Querétaro.
Se mantuvieron durante 24-48 horas en un espacio especial para mantenimiento
temporal de animales de experimentacién (NOM-062-Z00-1999 apartado 6.1) en
la planta baja del edificio 2 de la Facultad de Quimica de la UAQ. El almacenamiento
de los animales se realizo en jaulas de acrilico en condiciones de agua y alimento
ad libitum (NOM-062-ZO0-1999 apartado 5.1) (SAGARPA, 2001). Los residuos
peligrosos bioldgico infecciosos fueron debidamente etiquetados y almacenados
siguiendo las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-
SSA1-2002 por un periodo no mayor a 30 dias antes de su disposicion final

conforme a las normativas pertinentes. (PROFEPA, 2003).

6.2 Preparacion de las muestras

Las ratas Wistar macho (275-325 g) fueron sacrificadas por decapitacion
utilizando una guillotina (NOM-062-Z00-1999 apartado 9.5.3.3) (SAGARPA, 2001).
Posteriormente, se extrajo la aorta toracica descendente, la cual se coloco en una
solucion fria de Krebs-Henseleit para aorta. A partir de ella, se cortaron anillos de 4
a 5 mm para los ensayos de aorta aislada de rata.

Para la preparacion de los homogenados, las muestras de aorta se
homogenizaron con PBS a pH 7.4 y se centrifugaron a 10,000 x g por 20 minutos.
Posteriormente, se centrifugd el sobrenadante a 100,000 x g por 30 minutos y se

filtraron, usando filtros que permiten el paso de moléculas de 10 a 30 kDa (Amicon).
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6.3 Ensayos de actividad enzimética

6.3.1 Produccién de nitritos totales en homogenados de aorta de rata

Los cambios en la produccion de NO inducida por la estimulacién de los
anillos adrticos con afinina o ACh fue evaluada indirectamente a través de la
cuantificacion de nitritos totales, los cuales son producidos por la degradacion del
NO. Para ello, los anillos adrticos fueron homogeneizados en buffer de fosfatos 100
mM (pH 7.4) con inhibidor de proteasas (Tabletas libres de EDTA, Sigmafast
protease inhibitor cocktail). Las muestras de homogenados fueron incubadas con
afinina 135 uM o ACh 58.8 uM (control positivo) y posteriormente centrifugadas a
16945 x g por 15 minutos a 4 °C. La concentracion de proteina fue determinada
mediante el método de Bradford (Sigma, cat. B6916) sobre el sobrenadante
recuperado. Los nitritos totales fueron determinados empleando el ensayo
colorimitrico “Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit® (Cayman Chemical. Item:
780001. Batch: 0584154) conforme a las  instrucciones del fabricante. Los

resultados fueron expresados como pmol/upg de proteina.

6.3.2 Produccion de sulfuro de hidrogeno en homogenados de aorta de rata

Los cambios en la produccion de H»S inducidos por la estimulacion de anillos
aorticos con afinina fue determinada de acuerdo a reportes previos con algunas
modificaciones (Brancaleone et al., 2008; Wang et al., 2015; Wen et al., 2018). De
manera breve, los anillos de aorta fueron homogeneizados en un buffer helado de
lisis (buffer de fosfatos 100 mM, pH 7.4 e inhibidor de proteasas Sigmafast).
Después de la incubacion con afinina o ACh, los extractos fueron centrifugados a
16945 x g durante 15 minutos a 4°C y se determind la concentracion de proteina
presente en los sobrenadantes recuperados, empleando el método de Bradford
(Sigma, cat. B6916). Posteriormente, los homogenados (300 uL) fueron
complementados con 50 pL de piridoxal-5-fosfato 2 mM, L-cysteina 10 mMy afinina

0.135 mM o ACh 58.8 uM (control positivo). La reaccion se realizé empleando un
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tubo central con un papel filtro saturado con acetato de zinc 1% y el sistema fue
sellado con un tapon de goma. La reaccidn fue iniciada por transferencia del sistema
completo desde el bafio de hielo a la incubadora a 37°C con ligera agitacion.
Después de 90 minutos de incubacion, la reaccion fue detenida empleando 500 pL
de acido tricloroacético 10% y nuevamente incubada durante 60 minutos.
Posteriormente, el tubo central fue removido del recipiente y se agregaron 200 pL
de agua destilada, sulfato de N,N-dimetilfenilendiamina (20 mM, 150 pL) en HCI 7.2
My FeClz (30 mM, 150 pL) en HCI 1.2 M. Finalmente, la absorbancia de las
soluciones fue medida después de 20 min a una longitud de onda de 670 nm. Todas
las concentraciones de H.S se calcularon frente a una curva de calibracion de NaHS

(de 0 a 100 uM). Los resultados se expresaron como pmol/ug de proteina.

6.4 Determinacion del efecto vasodilatador

6.4.1 Preparacion de las muestras problema

Se prepararon soluciones ‘concentradas de afinina. Posteriormente, se
realizaron disoluciones correspondientes para obtener las concentraciones
deseadas en las camaras de tejido aislado (1 a 1,000 pg/mL). Las soluciones
concentradas de _afinina se prepararon empleando una solucién de
carboximetilcelulosa (CMC) 1%. Las subsiguientes diluciones de todas las

sustancias de prueba se prepararon en agua desionizada.

6.4.2 Ensayo de aorta aislada de rata

Los anillos de aorta de rata previamente extraidos fueron montados en
camaras de incubacion de 5 ml con solucion de Krebs-Henseleit a 37°C y burbujeo
constante de una mezcla de 95 % O>y 5 % CO.. Los cambios en el tono del masculo
liso arterial en presencia de los compuestos de prueba se registraron por medio de

un transductor de fuerza Grass modelo FTO3 unido a un poligrafo Grass de 6
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canales Modelo 7D (Astro-Med, Inc. West Warwick, Rl. USA). El tejido se sometid
a una tension de reposo (basal) de 1.5 g y se estabilizé durante 60 min. Una vez
que el tejido alcanzo el equilibrio, los segmentos se precontrajeron con una solucién
de 100 mM de KCI durante 15 min para estimular el muasculo liso arterial. A
continuacion, se eliminé el KCI, lavando de 3 a 8 veces cada una de las camaras.
La aorta se dejé reposar hasta alcanzar nuevamente su tension basal de 1.5 g. Una
vez estabilizado el tejido, los segmentos de aorta se contrajerén con fenilefrina (1
MM).

Las diferentes sustancias de prueba se evaluaron en un .intervalo de
concentraciones de 1 a 1,000 ug/mL. Las diferentes concentraciones de las
muestras se adicionardn a las camaras de tejido aislado 20 min-después de haber
inducido la contraccion de la aorta con la fenilefrina. La respuesta provocada por
cada una de las concentraciones de las sustancias de prueba en la aorta se registro
durante un periodo de 10 min y los cambios en la tensién producidos por las
sustancias fueron detectados mediante el empleo de los transductores de fuerza.
Las respuestas se expresaron como el-porcentaje de relajacion, tomando como

base la contraccion alcanzada al adicionar la fenilefrina.

6.4.3 Participacion del endotelio-en la respuesta vasodilatadora de la afinina

Para evaluar la participacion del endotelio en las respuestas relajantes
inducidas por las sustancias de prueba, se realizaron los ensayos conforme a lo
descrito en el apartado anterior, pero sin endotelio. Para llevar a cabo estos
experimentos, el endotelio de los anillos adrticos fue removido empleando una
solucion de desoxicolato de sodio 1%. La eliminacion del endotelio se realizé con
ayuda de una jeringa y una aguja hipodérmica sin bisel; se inyectaron lentamente 2
mL de la solucién a través de uno de los extremos de la arteria, enseguida se cambio
la arteria a una nueva caja Petri con solucion Krebs fresca y se volvieron a inyectar
2 mL de solucion Krebs. Finalmente, la arteria fue cortada en anillos y montada en
camaras de incubacion como se describe en la seccion anterior. Para confirmar la

ausencia de endotelio se tomaron aquellos anillos cuya relajacién inducida por
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acetilcolina fue menor al 5%. La afinina se evalu6 en un intervalo de
concentraciones de 1-1000 pg/mL. Las diferentes concentraciones se adicionardn
a las camaras de incubacion y se registro la respuesta inducida durante 10 minutos.
Los cambios en la tension, causados por diferentes concentraciones de los
farmacos de prueba, fueron detectados empleando un transductor de fuerza Grass
FTO3 acoplado a un poligrafo Grass 7D. La vasodilatacion se reporté como el
porcentaje de relajacion tomando como base la contraccion generada por

fenilefrina.

6.4.4 Evaluacion de la participacion de los canales TRPA1y TRPV; en la respuesta
vasodilatadora de la afinina

La participacion de los canales TRPA; y TRPV: se evalu6 realizando una
curva concentracion respuesta de la afinina en presencia de los inhibidores HC-
030031 (50 pM, inhibidor del canal TRPA1) 0 BCTC 10 uM (inhibidor de canales
TRPV1) con y sin endotelio.

6.4.5 Participacion del HNO y de la adenilato ciclasa en la respuesta vasodilatadora

de la afinina

Para evaluar la participacion del HNO en la respuesta vasodilatadora de la
afinina, se incubaron anillos adrticos en ausencia y en presencia de L-cisteina (3
mM), un capturador del nitroxilo. Adicionalmente, para determinar la participacion
de la AC en el efecto vasodilatador producido por esta alcamida, se incubaron
segmentos de aorta en ausencia y en presencia de MDL-12133A, un inhibidor de la
AC, y enseguida se adicionaron concentraciones crecientes de afinina de 1-1000

ug/mL.
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6.4.6 Evaluacion de la participacion de los receptores CB1y CBzen la respuesta
vasodilatadora de la afinina

Para evaluar la participacién de los receptores CB1y CBa, se realizdé una
curva concentracion respuesta de la afinina en ausencia y en presencia de los
inhibidores rimonabant (3 pM, inhibidor del receptor CB1) o AM630 (10 uM, inhibidor

del receptor CB2) con y sin endotelio.

6.4.7 Participacion otros blancos moleculares del sistema endocannabinoide en la
respuesta inducida por afinina.

Se realiz6 una curva concentracion respuesta de la afinina en anillos de aorta
de rata con endotelio y pretratados con URB937 (3 uM, inhibidor de la hidrolasa de
amidas de acidos grasos, FAAH). Adicionalmente, se confirmé la participacion de
proteinas G (asociadas a receptores a cannabinoides), mediante el empleo de
suramina (100 pM, inhibidor inespecifico de proteinas G) y de galleina (100 uM,
inhibidor del dimero By de proteinas G). Finalmente, se evaluo la participacion de la
PLC en el efecto vasodilatador de la afinina, preincubando anillos aorticos de rata
con U73122 (100 pM, inhibidor de PLC).

6.4.8 Evaluacion de la participacion de los canales dependientes de voltaje tipo L

en el efectovasodilatador de la afinina

Para evaluar si la vasodilatacion inducida por afinina implicaba el bloqueo de
los canales de calcio dependientes de voltaje de tipo L (LVCC) presentes en el
musculo liso vascular, se estabilizaron los anillos aodrticos sin endotelio en solucion
de Krebs-Henseleit. Luego, la solucion se reemplazé con solucién de Krebs-
Henseleit libre de calcio (NaCl 126.8 mM, KCI 5.9 mM, MgSO4 1.2 mM, KH2PO4 1.2
mM, NaHCO3 30 mM y D-glucosa 5 mM; pH 7.4) y se indujo la contraccion con KCI

60 mM. Posteriormente, se construyeron curvas concentracion respuesta con CaClz

48



(1x10°% M a 3.16x10% M) en ausencia (control) o presencia de afinina (123.7 uM) o
verapamilo (1 uM, control positivo).

6.5 Ensayos de acoplamiento molecular utilizando farmacologia in silico

Estos ensayos permitieron identificar los residuos clave involucrados en el
modo de unién de la afinina a los canales TRPA;, TRPV1y CBy; la informacion
obtenida puede ser utilizada para el disefio posterior de nuevas moléculas
bioactivas.

6.5.1 Preparacion de los ligandos

Para los ensayos in silico, se construyeron los ligandos necesarios para la
interaccion con cada uno de los receptores en estudio (anandamida para CBjy,
capsaicina para TRPV: y afinina para TRPA:;, TRPV: y CBi). Los ligandos se
construyeron usando el modulo de construccion de moléculas incluido en el
visualizador Schrédinger-Maestro 11.0 (visualizador gréfico,
http://www.schrodinger.com). Una vez construidos los ligandos, se procesaron
mediante el programa LigPrep 2.5, para asignar los estados de protonacion de los
compuestos (pH = 7.0+ 2.0). La quiralidad fue retenida en el proceso de preparacion

de los ligandos.

6.5.2 Preparacion de las estructuras de los canales TRPA; y TRPV; y del
receptor CB;

La secuencia candnica completa de los canales TRPV: y TRPA; y del
receptor CB: humano se obtuvo de la plataforma Uniprot (codigos Q8NER1,
075762, y P21554, respectivamente). Posteriormente, los canales y el receptor se
modelaron utilizando el servidor I-TASSER (Zhang, 2008; Roy et al., 2010; Yang
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et al., 2014). Las estructuras de los modelos completos generados de TRPVy,
TRPA:1 y CBs se alinearon con las respectivas estructuras cristalogréficas de TRPV1
(PDB: 3J5P) (Liao etal., 2013), TRPA; (PDB: 3J9P) (Paulsen et al., 2015) y CB:
(PDB: 5TGZ) (Hua et al., 2016), usando el programa Schrodinger-Maestro 11.0.
Posteriormente, las modificaciones postraduccionales relevantes para la activacion
de los canales TRP se insertaron utilizando la plataforma CHARMM-GUI. Las
modificaciones utilizadas fueron: para TRPA; [C621-C665 (Wang et al., 2012),
N147-GIlcNAc, N747-GIcNAc (Uniprot, 2014) y fosforilacion de S972 (Kadkové et al.,
2017)], y para TRPV1 [N604-GIcNAc (Uniprot, 2014) y fosforilacion de T730, S502
y S800 (Oxford et al., 2004)]. Cada blanco molecular fue sometido a una
minimizacion de energia, seguida de diferentes simulaciones de posicion restringida
para finalmente llevar a cabo una simulacion isotérmica-isobarica (NPT, 310.15 Ky
1 atm), con la ayuda de gromacs 5.1.5 (Wang et al., 2006) de 50 ns, usando
acoplamiento de temperatura y cambio de escala de la velocidad con un término
estocastico (Bussi et al., 2007) y barostato Parrinello-Rahman (Parrinello y Rahman,
1981). Finalmente, las trayectorias se analizaron de acuerdo con la desviacion
media de la posicion (RMSD) del carbono alfa para la agrupacion de
conformaciones. La conformacion del grupo mas grande de los ultimos pasos de la

trayectoria se utilizo para el acoplamiento molecular.

6.5.3 Acoplamiento molecular de la afinina con TRPA;, TRPV; y CB;.

Los calculos de acoplamiento se realizaron utilizando el software Autodock 4.2.6
(Morris et al., 2009), utilizando diferentes grid para cada proteina con un espaciado
de 0.375 A, generadas con AutoGrid 4.2.6. Para TRPA: (Grid 60x40x60 centrada
en K710), para TRPV1 (Grid 60x60x60 centrada en 1569) y para CB; (Grid 70x65x70
centrada en F102). La seleccion de los grids mencionados, se bas6 por un lado, en
simulaciones preliminares que sugerian que en estas regiones la afinina se une con
menor energia y por otro lado debido a que estos aminoéacidos estan a 5 A o menos
de la ubicacion de la afinina sugiriendo posibles interaccidénes ligando-receptor. El

acoplamiento se realiz6 con un algoritmo genético Lamarkiano con busqueda local
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durante 25 corridas con 5,000,000 de evaluaciones de energia y 27.000
generaciones para cada corrida. Finalmente, se analizaron con Maestro las

conformaciones con la mejor conformacién de puntaje de acoplamiento.

6.6 Analisis estadistico

Se realizaron 6 evaluaciones para cada una de las concentraciones de las
sustancias de prueba. Los resultados fueron expresados como el promedio + el error
estandar del promedio (SEM). Los datos experimentales generados en cada
evaluacién se ajustaron a una ecuacion sigmoidal y se graficaron, mediante el
programa PRISMA 5.0 Graph Pad (Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, USA)
para la obtencion de las curvas concentracion respuesta. En cada caso, se
determinaron la concentracion efectiva media (CEsg) y el efecto maximo (Emax)-

Estos resultados fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA), seguido
por la prueba de Tukey para evaluar los casos en los que las diferencias entre las

medias fueron significativas (p < 0.05).

7. RESULTADOS

7.1 La afinina incrementa los niveles de NO en aorta de rata

En un estudio previo realizado por nuestro grupo de trabajo, se demostré que
el efecto vasodilatador de la afinina involucraba la activacion de la via del NO/GMPc
(Castro-Ruiz et al., 2017). Para confirmar la participacion de esta via, se determind
si esta. alcamida inducia el incremento en la produccion de NO, mediante la
cuantificacion de los nitritos totales producidos en los anillos aérticos tratados con
afinina (0.135 mM) o ACh (58.8 uM, control positivo). En ausencia de estimulacion,
los homogeneizados de anillos adrticos producen 13.50 + 0.76 umol de nitritos/ug
de proteina (Figura 12). La afinina induce un incremento significativo (p < 0.0001)

en la produccién de NO en aorta (38.6 £ 0.86 umol de nitritos/ug de proteina), el
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cual fue mayor al producido por la ACh (control positivo, 22.0£0.84 umol nitritos/ug

de proteina).
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Figura 12. Evaluacion de nitritos totales. Produccion total de nitritos en extractos
aorticos de rata en ausencia (control) y presencia de ACh o afinina (58.8 uM y
0.135 mM, respectivamente). Se observa. un aumento significativo en la
produccion de nitritos inducida por afinina (38.6 + 0.86 umol de nitritos/ug de
proteina) y ACh (22.0 £ 0.84 umol nitritos/ug de proteina) en comparacion con la
produccion basal (13.50 £ 0.76 umol de nitritos/ug de proteina). Los valores se
expresan como la media * error estandar de la media (SEM) (n = 6); * p <0.0001.

Nuestros resultados muestran que la afinina provoca un aumento de 2.9
veces en la produccién total de nitritos en comparacion con los anillos aérticos sin
tratamiento y 1.8 veces mas que el observado en los anillos adrticos pretratados
con ACh. Nuestros resultados confirman la participacion de la via del NO/GMPc en

la vasodilataciéon producida por la afinina.

7.2 La afininainduce el incremento en los niveles de H,S en aorta

Previamente, nuestro grupo de trabajo también demostré que el efecto
vasodilatador de la afinina involucra la activacion de la via H2S/Katp (Castro-Ruiz

et al., 2017). Para confirmar la participacién de esta via, se determiné la produccién
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de H2S en anillos adrticos en ausencia y en presencia de afinina (0.135 mM) o ACh
(58.8 uM, control positivo). En condiciones basales, los homogeneizados de anillos
aorticos producen 55.15 + 3.80 umol de H>S/ug de proteina (Figura 13). La afinina
incrementd de manera significativa (p <0.0001) los niveles de H>S (189.0 £ 6.12
umol de H>S/ug de proteina), los cuales fueron mayores que los producidos por la

ACh (control positivo, 88.21+3.14 umol H2S/ug de proteina).
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Figura 13. Evaluacion de la produccion de H>S. Produccion de sulfuros en
homogenados adrticos de rata en ausencia (Control) y presencia de ACh o afinina
(58.8 UM y 0.135 mM, respectivamente). Se observé un aumento significativo en
la produccion de H2S en-los anillos adrticos pretratados con afinina (189.0 £ 6.12
pmol de sulfuros/pg de proteina) en comparaciéon con el control (55.15 + 3.80 pmol
de sulfuros / pug de proteina). Los valores se expresan como media £ error
estandar de la media (SEM) (n = 6); * p <0.001.

De acuerdo con nuestros resultados, la afinina incrementa la producciéon de HzS en
alrededor de 3.4 veces que el observado en condiciones basales y alrededor de 2.1
veces mas que el observado en presencia de ACh. Nuestros resultados confirman
la participacion de la via del H2S/Katp en el efecto vasodilatador producido por la

afinina.
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7.3 Participacion de los canales TRP en el efecto vasodilatador de la afinina

Para determinar si los canales TRPA: y TRPV: estan involucrados en el
efecto vasodilatador de la afinina, se incubaron segmentos de aorta en ausencia y
en presencia de HC-030031 (100 uM, un inhibidor especifico de canales TRPA1) o
de BCTC (10 uM, uninhibidor especifico de canales TRPV1). La inhibicion de ambos
tipos de canales TRP redujo el efecto vasodilatador de la afinina de manera
significativa, indicando que la respuesta vasodilatadora de la afinina involucra la

activacion de canales TRPA1 y TRPV; presentes en aorta (Figura 14).
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Figura 14. Participacion de canales TRPA:1y TRPV:en el efecto vasodilatador de
la afinina. Curva concentracion respuesta de la afinina en ausencia (curva negra,
control) y en presencia de HC-030031 100 uM (inhibidor de canales TRPA4, curva
roja) o de BCTC 10 uM (inhibidor de canales TRPV1, curva verde). Los valores
estan expresados como la media + error estdndar de la media (SEM) (n = 6);
*p<0.0001.

Para determinar si los canales TRPA; y/o TRPV: se localizan en endotelio,

en musculo liso o en ambos tejidos, se evalud el efecto vasodilatador de la afinina
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en anillos adrticos de rata sin endotelio en ausencia y en presencia de HC-030031
o BCTC.

La ausencia de endotelio no disminuydé de manera significativa el efecto
vasodilatador de la afinina en presencia de HC-030031 o de BCTC, lo cual sugiere
gue la afinina activa principalmente los canales TRPA: y TRPV: ubicados en el
endotelio vascular (Figura 15).

== Afinina E(-)
1004 % HCO030031
=& BCTC

Relajacion (%)
Y (2] [ee)
< < <

N
il

o
r

o 1 (2. 3 4
Log concentracion (uM)

Figura 15. Contribucion de los canales TRPA:y TRPV: endoteliales en el efecto
vasodilatador de la afinina. Curva concentracion respuesta de la afinina en anillos
aorticos sin endotelio en ausencia (curva negra, control) y en presencia de HC-
030031 100 uM (inhibidor de canales TRPA1, curva azul) o de BCTC 10 uM
(inhibidor de canales TRPV3, curva verde). Los valores estan expresados como
la media * error estandar de la media (SEM) (n = 6).

7.4 Participacion de la via HNO-TRPA;-CGRP en el efecto vasodilatador de la
afinina

En esta tesis y en un estudio previo realizado por nuestro grupo de trabajo
(Castro-Ruiz et al., 2017) se demostré que parte del efecto vasodilatador de la
afinina es producido por la activacion de las vias del NO/GMPc y del H2S/Kate, lo
gue incrementa los niveles de NO y HS, los cuales pueden reaccionar entre si para
producir HNO. Asimismo, nuestro grupo de trabajo también determiné que la

vasodilatacién producida por la afinina involucra la activacion de receptores de
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CGRP (Castro-Ruiz, 2019), los cuales activan a la AC, relajando el musculo liso
vascular. Estos resultados sugieren que la activacién de la via HNO-TRPA:-CGRP
contrubuye al efecto vasodilatador de esta alcamida. Para evaluar esta posibilidad,
se pre-incubaron anillos de aorta de rata con cisteina 3 mM, un capturador de HNO,
0 con MDL-12,133A 10 uM, un inhibidor de la enzima AC (Pino y Feelisch, 1994;
Andrews et al., 2015). La captura de HNO vy la inhibicién de la AC disminuyeron
significativamente la vasodilatacién inducida por afinina, confirmando Ila
participacion de la via HNO-TRPA:-CGRP en el efecto vasodilatador de la afinina
(Figura 16).
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Figura 16. Participacion del HNO y AC en el efecto vasodilatador de la afinina.
Curva concentracion respuesta de la afinina en ausencia (curva negra, control) y
en presencia de (A) cisteina 3 mM (capturador de HNO, curva roja) o (B) de MDL-
12,133A10 uM (inhibidor de AC, curva rosa). Los valores estan expresados como
la media % error estandar de la media (SEM) (n = 6); *p<0.0001.

7.5 Participacién del sistema endocannabinoide en la vasodilatacion
inducida por afinina.

Para evaluar la posible participacion de los receptores a cannabinoides CB1
y CB2 en el efecto vasodilatador de la afinina, se incubaron segmentos de aorta en

ausencia y en presencia de rimonabant 3 uM (inhibidor de receptores CBi1) o de
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AM630 10 uM (inhibidor de receptores CB>). De acuerdo con nuestros resultados,
la inhibicién de los receptores CB; disminuy0 la vasodilatacion inducida por afinina
de manera significativa (Figura 17), mientras que la inhibicién de los receptores CB>
no disminuyd la relajacion producida por esta alcamida. Estos resultados indicaron
que los receptores CBi, pero no los CB, estan involucrados en el efecto
vasodilatador de la afinina.
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Figura 17. Participacion de los receptores CB1y CB:z en el efecto vasodilatador
de la afinina. Curva concentracion respuesta del efecto vasodilatador de la afinina
en ausencia (curva negra, control) y en presencia de rimonabant 3 uM (inhibidor
de receptores CBj, curva roja) o de AM630 10 uM (inhibidor de receptores CB.,
curva verde). Los valores estan expresados como la media + error estandar de la
media (SEM) (n = 6); *p<0.0001.

Para determinar si los receptores CB1 estaban localizados en el endotelio o
enla musculatura lisa arterial, se evaluo el efecto vasodilatador de la afinina en
ausencia y en presencia de rimonabant en segmentos de aorta sin endotelio. La
eliminacién de las células endoteliales disminuyé de manera significativa el efecto
vasodilatador de este metabolito. No obstante, en anillos aorticos sin endotelio, el

rimonabant no disminuyo el efecto vasodilatador de la afinina (Figura 18), indicando
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que estd molécula produce su efecto vasodilatador principalmente mediante la

activacion de los receptores CB1 ubicados en el endotelio vascular.
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Figura 18. Contribucion de los receptores CB: endoteliales en el efecto
vasodilatador de la afinina. Curva concentracion respuesta del efecto
vasodilatador de la afinina en ausencia (curva negra, control) y en presencia de
rimonabant 3 uM (inhibidor de CBi1, curva roja) en segmentos de aorta sin
endotelio, E(-). Los valores estan expresados como la media * error estandar de
la media (SEM) (n = 6); *p<0.0001.

Existen reportes previos que sugieren que algunas alcamidas incrementan la
disponibilidad de endocannabinoides, debido a que inhiben a la hidrolasa de amidas
de &cidos grasos (FAAH), una de las principales enzimas que degradan
endocannabinoides (Herradon et al.,, 2007; Lépez-Miranda et al.,, 2008). Para
evaluar. si. la afinina inhibe a la FAAH, incrementando los niveles de
endocannabinoides y, por tanto, la vasodilatacion, se incubaron anillos aorticos en
ausencia y presencia de URB937 3 uM, un inhibidor de esta enzima. La inhibicion
de la FAAH no disminuyo el efecto vasodilatador de la afinina, sugiriendo que esta
alcamida no involucra la inhibiciébn de esta enzima en su mecanismo de accion

vasodilatador (Figura 19).
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Figura 19. Participcion de la FAAH en el efecto vasodilatador de la afinina. Curva
concentracion respuesta del efecto relajante de la afinina en ausencia (curva
negra, control) y en presencia de URB937 3 uM (inhibidor de FAAH, curva rosa)
en aorta. Los valores estan expresados como la media + error estandar de la
media (SEM) (n = 6).

7.6 Participacion de proteinas asociadas a vias de sefializacion activadas por
receptores a cannabinoides.

Los receptores a cannabinoides son receptores acoplados a proteinas G y
su activacion puede inducir la activacion de PLC via el dimero By de la proteina G
asociada-a estos receptores (Camps et al.,, 1992; Turu y Hunyady, 2010). Para
confirmar la participacion de los receptores a cannabinoides CB1 y la activacién de
la PLC en el efecto vasodilatador de la afinina, se incubaron anillos de aorta en
ausencia y en presencia de suramin 100 uM, un inhibidor inespecifico de proteinas
G, o galleina 100 uM, un inhibidor del dimero By. La inhibicién de proteinas G y de
sus dimeros By disminuy0 significativamente la vasodilatacion inducida por afinina
(Figura 20), confirmando la participacion de receptores acoplados a proteinas G,

posiblemente receptores a cannabinoides CBi1, cuya activacion incrementa los
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niveles del dimero By, los cuales activan proteinas involucradas en diferentes

sistemas de transduccion de sefiales, como por ejemplo la PLC.
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Figura 20. Participacion de proteinas G y dimero By en el efecto vasodilatador de
la afinina. Curva concentracion respuesta de la afinina en ausencia (curva negra,
control) y en presencia de Suramin 100 uM (inhibidor de proteinas G, curva roja)

o de galleina 100 uM (inhibidor de dimero By, curva azul). Los valores estan
expresados como la media + error estandar de la media (SEM) (n = 6); *p<0.0001.

Una de las proteinas susceptibles de ser activadas por el dimero By de
proteinas G es la PLC, enzima que ha sido asociada a la activacion de receptores
CB;1 (Camps et al., 1992; Turu y Hunyady, 2010; Lu y Mackie, 2016). Para evaluar
su posible participacion se incubaron anillos adrticos en ausencia y en presencia de
U73122 100 uM, un inhibidor de la PLC. La inhibicién de esta enzima disminuy?d la
actividad vasodilatadora de la afinina, indicando la participacion de la PLC en su

mecanismo de accion (Figura 21).
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Figura 21. Participacion de la PLC en el efecto vasodilatador de la afinina. Curva
concentracion respuesta del efecto vasodilatador de la afinina en ausencia (curva
negra, control) y en presencia de U73122 100 uM (inhibidor de PLC, curva verde).
Los valores estan expresados como la media * error estandar de la media (SEM)
(n = 6); *p<0.0001.

7.7 Participacion de los canales dependientes de voltaje tipo L en el efecto
vasodilatador de la afinina.

Para evaluar la participacion de los canales de calcio dependientes de voltaje
en el efecto vasodilatador provocado por la afinina, se incubaron anillos adérticos sin
endotelio-en una solucion de Krebs-Henseleit libre de calcio, los cuales fueron
incubados con afinina (123.7 uM) o verapamilo (1 uM), empleado como control
positivo. Posteriormente, se construyeron curvas concentracion respuesta del
efecto vasoconstrictor de CacCl, (Figura 22). Los resultados derivados de estos
experimentos mostraron que la afinina indujo una disminucion leve pero significativa
de la vasoconstriccion inducida por calcio, sugiriendo que la vasodilatacion inducida

por esta alcamida implica, al menos parcialmente, un bloqueo de los LVCC.
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Figura 22. Participacion de los LVCC en el efecto vasodilatador de la afinina.
Efecto vasoconstrictor de CaClz en ausencia (control E-) y presencia de afinina

123.7 uM (curva roja) o verapamilo 1 uM (curva azul). Los valores estan
expresados como la media * error estandar de la media (SEM) (n = 6); *p<0.0001.

7.8 Modelo de interaccién molecular entre la afinina y los canales TRPA;.

Uno de los hallazgos mas importantes de este trabajo es la participacion de
la via HNO-TRPA;:-CGRP en el efecto vasodilatador producido por la afinina. Sin
embargo, la afinina podria también unirse directamente a los canales TRPA;,
induciendo la liberacion del CGRP vy, por tanto, la relajacion del musculo liso
vascular. Para evaluar esta posibilidad, realizamos ensayos de interaccion
molecular entre la afinina y los canales TRPA:;, empleando anandamida como
control positivo (De Petrocellis et al.,, 2012; Redmond et al., 2014). En primer
termino, se realizé el modelado por homologia de la estructura completa del canal
TRPA:. La construccion del modelo inicié con la obtencion de la secuencia de
aminoacidos canonica del canal TRPA1 humano (Uniprot O75762). Como era de
esperarse, el alineamiento de esta secuencia empleando la plataforma BLAST
(Altschul, 1997; Altschul et al., 2005) mostré una identidad de secuencia de 100%
con respecto a la estructura 3J9P correspondiente a la criomicroscopia electronica
del canal TRPA; (Paulsen et al., 2015) (Figura 23).
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TRPAlh 1 MKRSLRKMWRPGEKKEPQGVVYEDVPDDTEDFKESLKVVFEGSAYGLONFNKQKKLKRCDDMDTFFLHYAAAEGQIELME 80

3J9p B
TRPAlh 81 KITRDSSLEVLHEMDDYGNTPLHCAVEKNQIESVKFLLSRGANPNLRNFNMMAPLHIAVQGMNNEVMKVLLEHRTIDVNL 160
3J9p -
TRPAlh 161  EGENGNTAVIIACTTNNSEALQILLKKGAKPCKSNKWGCFPIHQAAFSGSKECMEIILRFGEEHGYSRQLHINFMNNGKA 240
3J39p |
TRPAlh 241  TPLHLAVQNGDLEMIKMCLDNGAQIDPVEKGRCTAIHFAATQGATEIVKLMISSYSGSVDIVNTTDGCHETMLHRASLED 320
3J9p -
TRPAlh 321  HHELADYLISVGADINKIDSEGRSPLILATASASWNIVNLLLSKGAQVDIKDNFGRNFLHLTVQQPYGLKNLRPEFMOMO 400
3J9pP 1 KKSPLHFAASYGRINTCQRLLQDISDTRLLNEGDL 35
TRPAlh 401  QIKELVMDEDNDGCTPLHYACRQGGPGSVNNLLGFNVSIHSKSKDKKSPLHFAASYGRINTCQRLLODISDTRLLNEGDL 480
3J9P 36 HGMTPLHLAAKNGHDKVVQLLLKKGALFLSDHNGWTALHHASMGGYTQTMKVILDTNLKCTDRLDEDGNTALHFAAREGH 115
TRPAlh 481  HGMTPLHLAAKNGHDKVVQLLLKKGALFLSDHNGWTALHHASMGGYTQTMKVILDTNLKCTDRLDEDGNTALHFAAREGH 560
3J9P 116  AKAVALLLSHNADIVLNKQQASFLHLALHNKRKEVVLTIIRSKRWDECLKIFSHNSPGNKCPITEMIEYLPECMKVLLDE 195
TRPAlh 561  AKAVALLLSHNADIVLNKQQASFLHLALHNKRKEVVLTIIRSKRWDECLKIFSHNSPGNKCPITEMIEYLPECMKVLLDF 640
3J9pP 196  CMLHSTEDKSCRDYYIEYNFKYL —-———-——-———-—— YEPLTALNAMVONNRIELLNHPVCKEYLLMKWLAYGFRAHM 259
TRPAlh 641  CMLHSTEDKSCRDYYIEYNFKYLQCPLEFTKKTPTQDVIYEPLTALNAMVONNRIELLNHPVCKEYLLMKWLAYGFRAHM 720
3J9p 260  MNLGSYCLGLIPMTILVVNIKPGMAFNS==========o===o TTNSYLIKTCMILVFLSSIFGYESSsssauumaaaas 308
TRPAlh 721  MNLGSYCLGLIPMTILVVNIKPGMAFNSTGIINETSDHSEILDTTNSYLIKTCMILVFLSSIFGYCKEAGQIFQQKRNYF 800
3J9p 309  --ISNVLEWIIYTTGIIFVLPLFVEIPAHLOWQCGAIAVYFYWMNFLLYLQRFENCGIFIVMLEVILKTLLRSTVVFIFL 386
TRPAlh 801  MDISNVLEWIIYTTGIIFVLPLFVEIPAHLQOWQCGAIAVYFYWMNFLLYLQRFENCGIFIVMLEVILKTLLRSTVVFIFL 880
3J9P 387  LLAFGLSFYILLNLQDPFSSPLLSIIQTFSMMLGDINYRESFLEPYLRNELAHPVLSFAQLVSFTIFVPIVLMNLLIGLA/ 466
TRPAlh 881  LLAFGLSFYILLNLQDPFSSPLLSIIQTFSMMLGDINYRESFLEPYLRNELAHPVLSFAQLVSFTIFVPIVLMNLLIGLA 960
3J9P 467  VGDIADVQKHASLKRIAMQVELHTSLEKKLPLWFLRKVDQKSTIVY QEIPNADKSE 522
TRPAlh 961  VGDIAEVQKHASLKRIAMQVELHTSLEKKLPLWFLRKVDQKSTIVYPNKPRSGGMLFHIFCFLFCTGEIRQEIPNADKSL | 1040
3J9pP 523  EMEILKQKYRLKDLTFLLEKQHELIKLIIQKMEIISET —=—=-—=— === === - m—m oo 560

TRPAlh 1041 EMEILKQKYRLKDLTFLLEKQHELIKLIIQKMEIISETEDDDSHCSFQDRFKKEQMEQRNSRWNTVLRAVKAKTHHLEP 1119

Figura 23. Alineamiento de la secuencia canénica de TRPA1. En amarillo se muestra
la secuencia de aminoacidos candnica de TRPA: (TRPA:h, Uniprot O75762).
TRPA1 se aline6 con la secuencia de la estructura 3J9P (verde claro). Los
aminoacidos ausentes entre ambas secuencias se muestran en gris.

El modelado por homologia del canal TRPA: se realizo, utilizando el servidor
I-TASSER (Zhang, 2008; Roy et al., 2010; Yang et al., 2014). A partir de ello, se
obtuvo una estructura que denominamos TRPA:. El alineamiento de TRPA1 con
3J9P empleando el programa Schrédinger-Maestro 11.0 obtuvo un score de
alineamiento de 0.061 y un RMSD de 0.809. Estos resultados indican una alta
similitud de nuesto modelo con la estructura obtenida por criomicroscopia 3J9P. La
principal diferencia de TRPA: con 3J9P es, que nuestro modelo representa la
estructura completa del canal, mientras que 3J9P en cambio, carece de segmentos
importantes incluyendo los loops extracelulares y los residuos de ankirina ANK1-
ANKZ11, lo-cual representa Unicamente el 56% de la secuencia total del canal (Figura
24).
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Figura 24. Comparacién del modelo por homologia del canal TRPA; (azul, izquierda)
con la estructura 3J9P obtenida por criomicroscopia (rojo, derecha), al centro se
muestra el alineamiento de ambas estructuras. En TRPA; destaca la presencia de
los residuos de ankirina y de loops extracelulares.

El modelo tetraédrico de TRPA se sometid-a un andlisis de Ramachandran
para evaluar las torciones de los residuos de aminoacidos empleando los
servidores Molprobity y Procheck (Figura 25).

El andlisis en el servidor Molprobity mostré un 57.8 % de torsiones permitidas
y 23.81 % de torsiones no permitidas previo a las simulaciones. Por otro lado, en
Procheck el porcentaje de torsiones favorecidas y no permitidas previo a las
simulaciones fue de 52.5 y 7.0 % respectivamente. No obstante, el maximo de
torsiones permitidas puede ser de hasta 93 % si se toma en consideracion que las
torsiones permitidas y generosamente permitidas son de 28 y 125 %

respectivamente (Tabla 1).
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Figura 25. Andlisis de Ramachandran del modelo TRPA:. A) Diagrama de
Ramachandran del modelo por homologia del canal TRPA; al inicio de la simulacion
(t=0). B) Diagrama de Ramachandran del'-modelo por homologia del canal TRPA:
después de 50 ns de simulacion para permitir la estabilizacién del canal.

Tabla 1. Resultados de Ramachandran antes y después de 50 ns de simulacion.
Los resultados se obtuvieron empleando los servidores Molprobity y Procheck

respectivamente.
Resultados Ramachandran TRPA;
Molprobity Procheck
. No . - Generosamente No
Permitidas permitidas Favorecidas Permitidas permitidas permitidas
_ . 0 . (] . (0} . 0
(I_Ropél) 57.68 % 23.81 % 12.5 % 7.0 %
Q . (] . 0 . (0} . 0
(tigopﬁé) 81.94 % 7.43 % 5.5 % 2.7 %
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El andlisis de Ramachandran despues de 50 ns de simulacion mostré que el
porcentaje de torsiones favorecidas aumento significativamente en ambos
servidores (Molprobity: 81.94 %; Procheck: 77.8 %) mientras que las no permitidas
igualmente disminuyeron empleando cualquiera de los dos servidores (Molprobity:
7.43 %; Procheck: 2.7 %) (Figura 25 y Tabla 1). Asi mismo, mientras la energia
potencial y total disminuyé a lo largo de los 50 ns de simulacion, el RMSD vy el resto
de los pardmetros termodinamicos presenté un comportamiento estable durante el

mismo periodo (Figura 26 y Tabla 2).
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Figura 26. Parametros termodinamicos a lo largo de 50 ns de simulacion del modelo
TRPA:1. A) Energia potencial. B) Energia total. C) Temperatura. D) Presion. E)
Volumen. F) Densidad. G) RMSD.

Tabla 2. Parametros termodinamicos promedio obtenidos a lo largo de 50 ns
de simulacion del modelo TRPA;.

Parametro Promedio SEM RMSD Pendiente
Energia potencial (kJ/mol) -1.4x 107 2700 7620 -17239.8
Energia cinética (kJ/mol) 3.2x 108 22 3267 184
Energia Total (kJ/mol) -1.1x 107 2700 8646 -17221.4
Temperatura (K) 310.14 0.0022 0.3 0:002
Presién (Bar) 1.12 0.093 29.1 -0.07
Volumen (nm3) 11612.8 0.2 5.6 -1.02
Densidad (kg/m3) 1023.4 0.018 0.5 0.09

A partir de estas simulaciones, se obtuvieron 4 conformaciones
representativas de la trayectoria, de las cuales la conformacion con un tiempo de
simulacion de 45.27 ns corresponde al estado mas relajado de la proteina en toda

la simulacion (Figura 27).

Figura 27. Clustering del modelo de TRPA;:. El area de los triangulos negros
continuos representa el nimero de estructuras con la misma configuracion.
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Los célculos de acoplamiento molecular entre la anandamida o la afinina y el
canal TRPA: se realizaron en un estado relajado. En estas condiciones,
observamos que la anandamida se une con una afinidad de -6.11 kcal/mol a un sitio
con caracteristicas principalmente hidrofébicas, adyacente a la hélice pre-S1 y al
segmento transmembrana S1, en la cara citosolica de la membrana (Figura 28).
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Figura 28. Interaccion molecular de alcamidas con el canal TRPA:i: (A)
Anandamida y (B) Afinina. En ambos casos se resaltan las interacciones
relevantes.

La anandamida se ubica en posicion perpendicular a la membrana y en

direccién hacia el citosol, el segmento hidrocarbonado C2-C14 de la anandamida
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forma un bucle perpendicular al grupo amida y en direccion al S1. Finalmente, el
segmento hidrocarbonado C15-C21 se alinea de manera paralela al grupo amido
en direccion a la cara extracelular de la membrana. El grupo (2-hidroxietil)-amino de
la anandamida forma tres puentes de hidrogeno, en el primero el nitrégeno forma
puente de hidrégeno con E657, mientras que D653 e 1656 lo hacen con el grupo
hidroxilo de la anandamida. Adicionalmente, observamos interacciones con K710,
W711y Y714 que podrian estar involucradas en la estabilizacién y/o activacion del
canal. Por otro lado, observamos que la afinina se une al mismo sitio que la
anandamida con una afinidad de -6.55 kcal/mol aunque en forma mas compacta
(Figura 23). La afinina esta en una posicion invertida con el grupo amido apuntando
al citosol y en una conformacion semi-compacta con un angulo cercano a 60°.
Ademas, se observan dos enlaces de hidrogeno entre 1656 y E657 con el oxigeno
del carbonilo de la afinina. De manera similar a lo observado con anandamida, se
observan interacciones con K710, W711y Y714. Nuestros resultados sugieren que
la afinina se une a los canales TRPA: con una afinidad similar a la anandamida,

sugiriendo que esta alcamida activa a este canal.

7.9 Modelo de interaccién molecular entre la afininay los canales TRPV;.

Puesto que nuestros resultados sugieren la participacion de los canales
TRPV1 en el efecto vasodilatador de la afinina, es posible que esta alcamida active
directamente al canal vaniloide. Para evaluar esta hipotesis, se realizo el modelado
por homologia de la estructura completa del canal TRPV1humano. La construccion
del modelo inicié con la obtencion de la secuencia de aminoacidos candnica del
canal TRPV1 humano (Uniprot Q8NER1). Posteriormente, se construyo el modelo
del canal TRPV: empleando el servidor I-TASSER (Zhang, 2008; Roy et al., 2010;
Yang et al., 2014) y tomando como base el modelo 3J5P que corresponde al canal
TRPV; de rata. A partir de ello, se obtuvo la estructura del canal TRPV1 humano y

gue en adelante, simplemente denominaremos TRPV1. Como era de esperarse, se
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observaron discrepancias en el alineamiento entre ambas secuencias al emplear la
plataforma BLAST (Altschul, 1997; Altschul et al., 2005).

De hecho aunque el tamafio de ambas proteinas es muy similar (839
aminoacidos) el porcentaje de homologia entre ambas proteinas es de 88.3% como

consecuencia del origen xenogénico de ambas estructuras (Figura 29).
3J5P T
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Figura 29. Alineamiento con la secuencia canénica de TRPVi. En amarillo se
muestra la secuencia canénica de TRPV1 (TRPV1h, Uniprot O75762), alineada con
la secuencia de la estructura 3J5P (verde claro). Los aminoacidos discordantes
entre ambas se muestran en rojo y los residuos ausentes se muestran en gris.

Por otro lado aunque el modelo 3P5P es el mas completo del canal TRPV:
de rata reportado ala fecha, solo cuenta con 581 aminoacidos, es decir 69.2% de
los aminoacidos del canal TRPV:i. En cambio, nuestro modelo abarca todos los

aminoacidos del canal, por lo que es mucho mas completo que 3J5P (Figura 30).
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Figura 30. Comparacion del modelo por homologia del canal TRPV: humano
(izquierda, verde) con el modelo 3J5P (rojo, derecha) que representa al canal
TRPV1 encontrado en células de rata.

Nuestro modelo del canal TRPV: se sometié a un andlisis de Ramachandran
para evaluar las torciones de los residuos de aminoacidos empleando los servidores
Molprobity y Procheck (Figura 31). Nuestro analisis en el servidor Molprobity mostré
un 69.7 % de torsiones permitidas y 14.54 % de torsiones no permitidas previo a las

simulaciones.

A

Figura 31. Analisis de Ramachandran del modelo TRPVi. A) Diagrama de
Ramachandran del modelo por homologia del canal TRPV al inicio de la simulacion
(t=0). B) Diagrama de Ramachandran del modelo por homologia del canal TRPV1
después de 50 ns de simulacién para permitir la estabilizaciéon del canal.
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Por otro lado, en Procheck el porcentaje de torsiones favorecidas y no
permitidas previo a las simulaciones fue de 79.4 y 3.9 % respectivamente. (Tabla
3).

Tabla 3. Resultados de Ramachandran antes y después de 50 ns de simulacién.
Los resultados se obtuvieron empleando los servidores Molprobity y Procheck
respectivamente.

Resultados Ramachandran TRPV;

Molprobity Procheck
. No " - Generosamente No
Permitidas permitidas Favorecidas Permitidas permitidas permitidas
TRPV
(t=0 nsl) 69.68 % 14.54 % 79.4 % 22.5% 6.9 % 3.9%
-[val 88.08 % 3.55% 84.9% 11.1 % 2.8% 1.2%
(t=50 ns)

El alineamiento de TRPV1 con 3J5P empleando el programa Schrodinger-
Maestro 11.0 obtuvo un score de alineamiento de 0.591 y un RMSD de 3.549. Estos
resultados indican una alta similitud de nuestro modelo con la estructura obtenida

por criomicroscopia 3J5P.

El analisis de Ramachandran despues de 50 ns de simulacion mostré que el
porcentaje de torsiones favorecidas aumento significativamente en ambos
servidores (Molprobity: 88.08 %; Procheck: 84.9 %) mientras que las no permitidas
igualmente disminuyeron empleando cualquiera de los dos servidores (Molprobity:
3.55 %; Procheck: 1.2 %) (Figura 31 y Tabla 3). Asi mismo, mientras la energia
potencial y total disminuy6 a lo largo de los 50 ns de simulacién, el RMSD y el resto
de los parametros termodindmicos presentd un comportamiento estable durante el

mismo periodo (Figura 32 y Tabla 4).
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Figura 32. Parametros termodindmicos a lo largo de 50 ns de simulacion del modelo
TRPVi. A) Energia potencial. B) Energia total. C) Temperatura. D) Presion. E)
Volumen. F) Densidad. G) RMSD. Se observa un comportamiento estable en todos
los parametros a lo largo de toda la simulacion.
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Tabla 4. Parametros termodindmicos promedio obtenidos a lo largo de 50 ns de
simulacion del modelo TRPV1.

Parametro Promedio SEM RMSD Pendiente_
Energia potencial (kJ/mol)  -6.81E+06 870 4316.25 -5714.63
Energia cinética (kJ/mol) 1.68E+06 3.1 2828.14 -1.52377
Energia Total (kJ/mol) -5.12E+06 870 5960.83 -5716.15
Temperatura (K) 310.15 0.00057 0.521643 -0.00028165
Presion (Bar) 0.946436 0.029 44.7499 0.0635325
Volumen (nm?3) 6052.97 0.57 4.66722 -3.55558
Densidad (kg/m3) 1030.69 0.096 0.794588 0.605059

A partir de estas simulaciones, se obtuvieron 3 conformaciones
representativas de la trayectoria, de las cuales la conformacion con un tiempo de

simulacidon de 45.27 ns corresponde al estado mas estable en toda la simulacion.

A continuacion se realizaron célculos de acoplamiento molecular entre la
afinina y los canales TRPV:. Se llevaron a cabo simulaciones de dinamica molecular
de 50 ns del canal TRPV: humano en ausencia de ligando para la relajacion de la

estructura (Figura 33).
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Figura 33. Clustering del modelo de TRPV:. El area de los tridngulos negros
continuos representa el numero de estructuras con la misma configuracion.

Posteriormente, nuestro modelo se alined con estructuras previamente
reportadas (Figura 34) que corresponden a estructuras en ausencia de ligando (pdb:
3J5P), en presencia de capsaicina (pdb: 3J5R) o en presencia de RTX/DkTx (pdb:
3J5Q) (Yang et al., 2015). Los resultados mostraron que nuestro modelo presenta
mayor similitud a 3J5P vy, por lo tanto, corresponde a un modelo en ausencia de
ligando (cerrado).

TRPV,
Modelo 3J5P | 3J5R | 3J5Q

Score de
Alineamiento

RMSD 3.547 | 4.352 | 3.833

0.590] 0.854 | 0.670

Figura 34. Comparacion de nuestro modelo con modelos. Izquierda,
alineamiento del modelo TRPV: (azul) con 3J5P (rojo, canal cerrado) y con 3J5R
(verde, canal abierto). Derecha, nuestro modelo presenta mejor alineamiento con
3J5P. La disposicion de los residuos Y511, T550 y E570 (en nuestro modelo en
color cian) se asemeja mas a la observada en canales abiertos (en verde
fluorescente) que en canales cerrados (en naranja).

Las pruebas de acoplamiento molecular se llevaron a cabo utilizando afinina
0. capsaicina, como control positivo. En este Ultimo caso, se observo que la
capsaicina se une en posicion invertida con un score de acoplamiento de -7.07
kcal/mol a una bolsa hidrofébica ubicada entre el dominio S4 de una cadena y los

segmentos S5 y S6 de la cadena anterior (Figura 35).
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Figura 35. Interaccion molecular de alcamidas con el canal TRPV1: (A) capsaicina
y (B) afinina. En ambos casos, la posicién de los residuos T550 y E570 es similar
a la esperada en canales cerrados. La conformacion Y511 es mas consistente
con un-canal abierto. Los diagramas de interaccion ligando-receptor relevantes
parala interaccidén con capsaicina y afinina se muestran abajo.

La capsaicina esta en una posicion similar a la observada previamente y
forma interacciones con diferentes residuos, entre las que destacan aquellas
formadas con Y511, T550 y E570, las cuales se han descrito como criticas en el
proceso de activacion del canal TRPV: por capsaicina (Yang et al., 2015). Sin

embargo, a diferencia de lo previamente reportado en el complejo TRPV;-
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capsaicina de nuestro modelo, no se observa enlace de hidrogeno entre T550 y el
oxigeno del carbonilo, tampoco se observa el puente de hidrégeno entre E670 y el
hidroxilo del grupo aromatico. Finalmente, se observa un apilamiento n-rn entre Y511

y la capsaicina.

La afinina se une con una energia de -7.21 kcal/mol en el mismo sitio, enuna
posicion en la que interacciona de manera similar a la observada con capsaicina,
incluida la formacién de un puente de hidrogeno entre T550 y el nitrégeno del grupo

amido de afinina.

Como en el caso de la capsaicina, no se observan los enlaces de hidrogeno
con T550 y E570, aunque estos aminoacidos se encuentran.en un radio de 5 A
desde la afinina. Finalmente, la afinina esta en una conformacion semi-extendida y,
a diferencia de la capsaicina, estd en un angulo agudo de aproximadamente 30°
con respecto al dominio TRP del canal.

Los resultados obtenidos sugieren que la afinina se une con elevada afinidad
al mismo sitio que la capsaicina, en el canal TRPV1, lo que respalda la hipotesis de

gue la afinina puede activar directamente estos canales.

7.10 Modelo de interaccion molecular entre la afininay los receptores CBs.

Segun nuestros resultados en aorta aislada de rata, el receptor a
cannabinoides. CB; esta involucrado en el efecto vasodilatador de la afinina. Por
esta razon, se realizé un estudio in silico de acoplamiento molecular de la afinina
con el receptor CB1 humano. Para ello, se realizo el modelado por homologia de la
estructura completa del receptor CB: humano partiendo de su secuencia de

aminoacidos canonica encontrada en el servidor Uniprot (cédigo P21554).

Posteriormente se construyé el modelo del receptor empleando el servidor I-
TASSER (Zhang, 2008; Roy et al., 2010; Yang et al., 2014) y tomando como base

el modelo 5TGZ que corresponde a la estructura cristalografica del receptor CB1
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humano (Hua et al., 2016). A partir de ello, se construy0 la estructura del receptor

CB:1 humano y (en adelante, CB31).

Aunque 5TGZ y nuestro modelo corresponden al receptor CB1 humano
resulta interesante notar que, se observaron discrepancias en el alineamiento entre
ambas secuencias al emplear la plataforma BLAST (Altschul, 1997; Altschul et al.,
2005). El porcentaje de homologia calculado para 5TGZ y nuestro modelo es de
apenas 57.6% como consecuencia de la presencia de la etiqueta de flavodoxina.
No obstante, este porcentaje aumenta a 97.6% si se omite la secuencia de la

etiqueta en los calculos (Figura 36).

sTez 1 e = s
CBlh 1 MKSILDGLADTTFRTITTDLLYVGSNDIQYEDIKGDMASKLGYFPQKFPLTSFRGSPEQEKMTAGDNPQLVPADQUNITE
5TGZ 4 -—--——-—————————————— GENFMDIECFMVLNPSQQLAIAVLSLTLGTETVLENLLVLCVILHSRSLRCRPSYHFIGSLA

CBlh 81  FYNKSLSSFKENEENIQCGENFMDIECFMVLNPSQQLAIAVLSLTLGTETVLENLLVLCVILHSRSLRCRPSYHFIGSLA
5TGZ 66  VADLLGSVIFVYSFIDFHVFHRKDSRNVFLFKLGGVTASFTASVGSLEL DR emy
CBlh 161 VADLLGSVIFVYSFIDFHVFHRKDSRNVFLFKLGGVTASFTASVGSLFLTAIDRYISIHRPLAYKRIVTRPKAVVAFCLM
5TGZ 146 WTIAIVIAVLPLLGWNCEKLQSVCSDIFPHIDKTYLMFWIGVVSVLLLFIVYAYMYILWKAHSHAV-————-—--—----
CBlh 241 WTIAIVIAVLPLLGWNCEKLQSVCSDIFPHIDETYLMFWIGVESVLLLFIVYAYMYIL  WKAHSHAVRMIORGTORSIIIH
5TGZ 212 -——---——---- PDQARMDIELAKTLVLILVVLIICNGPLLAIMVYDVFGKMNKLIKTVFAFCSMLCLLNSTVNPIIYALR
CBlh 321 TSEDGKVQVTRPDQARMDIRLAKTLVLILVVLIICWGPLLAIMVYDVEGKMNKLIKTVFAFCSMLCLLNSTVNPIIYALR
5TGZ 281 SKDLRHAFRSMFAKALIVYGSTTGNTEYTAETIARBLADAG-YEVDSRDAASVEAGGLFEGFDLVLLGCSTWGDDSIELQ

CBlh 401 [SKDLRHAFRSMF----------= PSCEGTAOPLDNSMCDSDCLHKHANNAASVHRAA — - —————————————————————~—
5TGZ 360
CBlh 447 ESCIKSTVKIAKVTMSVSED T SRR - - - oo mmm o o oo oo AL

Figura 36. Alineamiento de la secuencia candnica de CB1. En amarillo, secuencia
canonica de CB: (Uniprot P21554), verde secuencia de la estructura 5TGZ, rojo
sustituciones de aminoacidos, en gris se muestran los aminoacidos ausentes y en
rosa se muestra la secuencia de la flavodoxina empleada en la purificacion de CB;
para generar 5TGZ.

Las diferencias en la homologia de secuencia entre 5TGZ y nuestro modelo
estdn asociadas con la presencia de una secuencia de aminoacidos exdgena
correspondiente a flavodoxina en 5TGZ (Figura 37) la cual fue empleada como

etiqueta durante el proceso de purificacién del receptor CB; (Hua et al., 2016).
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Figura 37. Comparacion del modelo por homologia del receptor CB:1 humano
(izquierda, verde) con el modelo 5TGZ (rojo, derecha). En azul se muestra la
etiqueta de flavodoxina. Al centro, se encuentra el alineamiento del receptor CB:
humano con el modelo 5TGZ.

Posteriormente nuestro modelo fue sometido a un analisis de Ramachandran
para evaluar las torciones de los residuos de aminoacidos empleando los
servidores Molprobity y Procheck (Figura 38). Como resultado de ello, observamos
gue en el servidor Molprobity existe un 82.3 % de torsiones permitidas y 7.4 % de
torsiones no permitidas previo a las simulaciones. Por otro lado, en Procheck el
porcentaje de torsiones favorecidas y no permitidas previo a las simulaciones fue

de 78.5y 2.1 % respectivamente (Tabla 5).
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modelo CB:. A) Diagrama de

Ramachandran del modelo por homologia del receptor CB1 al inicio de la simulacion
(t=0). B) Diagrama de Ramachandran del modelo por homologia del receptor CB1
después de 50 ns de simulacién para permitir la estabilizacion del canal.

Tabla 5. Resultados de Ramachandran antes y después de 50 ns de simulacion.
Los resultados se. obtuvieron empleando los servidores Molprobity y Procheck

respectivamente.
Resultados Ramachandran CB;
Molprobity Procheck
. No . - Generosamente No
Permitidas permitidas Favorecidas Permitidas permitidas permitidas
(t:COBnls) 82.34 % 7.45 % 78.5 % 17.3 % 2.1% 2.1%
(tzggas) 94.43 % 0.43 % 91.9% 7.4 % 0.7% 0.0%
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El alineamiento de CB: con 5TGZ empleando el programa Schrodinger-

Maestro 11.0 obtuvo un score de alineamiento de 0.069 y un RMSD de 1.312.

Ambos resultados sugieren una alta similitud de nuestro modelo con la estructura

obtenida por 5TGZ.
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Figura 39. Parametros termodindmicos a lo largo de 50 ns de simulacion del modelo
CBi. A) Energia potencial. B) Energia total. C) Temperatura. D) Presion. E)
Volumen. F) Densidad. G) RMSD. Se observa un comportamiento estable en todos

los parametros a lo largo de toda la simulacion.
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El andlisis de Ramachandran despues de 50 ns de simulaciéon mostré que el
porcentaje de torsiones favorecidas aumento significativamente en ambos
servidores (Molprobity: 94.43 %; Procheck: 91.9 %) mientras que las no permitidas
igualmente disminuyeron empleando cualquiera de los dos servidores (Molprobity:
0.43 %; Procheck: 0.0 %) (Figura 38 y Tabla 5). Asi mismo, mientras la energia
potencial y total disminuyé a lo largo de los 50 ns de simulacion, el RMSD vy el resto
de los pardmetros termodinamicos presenté un comportamiento estable durante el

mismo periodo (Figura 39 y Tabla 6).

Tabla 6. Parametros termodindmicos promedio obtenidos a lo largo de 50 ns de
simulacion del modelo CB;.

Parametro Promedio SEM RMSD _Pendiente
Energia potencial (kJ/mol)  -3.20E+06 170 2654.58 -947.291
Energia cinética (kJ/mol) 815827 1.3 1965.15 10.0559
Energia Total (kd/mol) -2.39E+06 170 3896.44  -937.236
Temperatura (K) 310.151  0.00048 " 0.747087 0 0.00382302
Presion (Bar) 1.13096 0.052 62.8276  -0.0202061
Volumen (nm?) 2957.15 0.12 317302  -0.627692
Densidad (kg/m?) 1012.87 0.041 1.0868  0.214942

A partir de estas simulaciones, se obtuvieron 3 conformaciones
representativas de la trayectoria, de las cuales la conformacion con un tiempo de
simulacion de 32.75 ns corresponde al estado mas abundante de la proteina en toda

la simulacion (Figura 40).

Figura 40. Clustering del modelo de CB:. El &rea de los triangulos negros continuos
representa el numero de estructuras con la misma configuracion.
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Despues de las simulaciones de dinamica molecular de 50 ns del receptor
CB1 en ausencia de ligando para la relajacion de la estructura, nuestro receptor se
aline6 con modelos reportados de CB1 en conformacion inactiva y activa (pdb: 5TGZ
y 6KPG-Gi, respectivamente).

Los resultados de esta alineacion mostraron que nuestro modelo presenta
una analogia mayor con la cristalografia 5TGZ, lo que sugiere que nuestro modelo

corresponde al estado inactivo del receptor CB; (Figura 41).

Receptor CB;
6PKG-Gi 5TGZ
Modelo . .
(Activo) (Inactivo)
Score de
( )\ 0.353 0.182
Alineamiento
RMSD 2.901 2.134

Figura 41. Comparacion de nuestro.modelo con receptores CB; en estado activo
e inactivo. Izquierda, alineamiento del modelo del receptor CB1 (azul) con 5TGZ
(rojo, receptor CB; inactivo) y con 6KPG (verde, receptor CB; activo). Derecha,
se observa que nuestro modelo presenta mayor similitud con 5TGZ.

El analisis de acoplamiento mostro que la anandamida, utilizada como control
positivo, se une con una energia de union de -6.88 kcal/mol, mientras que la afinina
se une al receptor CB1 con una energia de -8.57 kcal/mol. Este resultado sugiere

gue la afinina.se une con mayor afinidad al receptor CB1 que la anadamida.

Tanto la anandamida como la afinina se unen a una bolsa hidréfoba cerca de
la cara extracelular de la membrana entre los dominios Il, 1l y VII (Figura 42). En
este sitio, tanto la anandamida como la afinina estan en forma de U con ambos
extremos dirigidos hacia el lado extracelular de la membrana; sin embargo, mientras

gue la anandamida se asemeja a una V, la afinina tiene una forma mas suave.
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Figura 42. Interaccion molecular de alcamidas con el receptor CBi. (A)
Anandamida y (B) Afinina. Destaca la abundancia de aminoacidos aromaticos en
el sitio de union.

La anandamida forma dos enlaces de hidrégeno, el primero entre el hidroxilo
de la anandamida y M103, el segundo se forma entre N112 y el oxigeno del
carbonilo de la anandamida. En el caso de la afinina, los enlaces de hidrégeno
también se observan a través de los mismos residuos, aunque en ausencia de
hidroxilo, el enlace de hidrégeno se forma entre el nitrogeno del grupo amida de la
afinina y M103. El resto de las interacciones son principalmente hidrofobicas con
abundantes residuos de fenilalanina (F174, F177, F189, F268, F379) y otros
residuos, incluidos L359 y S383, que se han descrito anteriormente, debido a su
relevancia en la union de anandamida con el receptor CB; (Hua et al., 2017).
Nuestros resultados demuestran que la afinina se une con alta afinidad a CB1 en el
mismo sitio que la anandamida a través de interacciones principalmente hidréfobas,
lo cual proporciona evidencia adicional de su participacion en el efecto vasodilatador

producido por esta alcamida.

84



8. DISCUSION

La afinina es una de las principales alcamidas producida por plantas como H.
longipes y Acmella olearacea (Ogura et al., 1982; Greger, 1984), la cual presenta
una gran variedad de actividades biol6gicas, incluyendo efectos antinociceptivos
asociados con la activacion de la via NO/GMPc (Déciga-Campos et al., 2010).y ala
participacion de canales TRPV: (de la Rosa-Lugo et al., 2017). Recientemente,
nuestro grupo de investigacion demostr6 que esta alcamida produce una
vasodilatacion dependiente de la presencia de endotelio en aorta aislada de rata, la
cual, de acuerdo a nuestros resultados, esta relacionada con la activacion de las
vias de sefalizacion del NO/GMPc, del CO/GMPc, del H2S/Katpy de la PGIl2/AMPC
(Castro-Ruiz et al., 2017). Sin embargo, hasta el momento no se conocen los
receptores y/o canales ionicos que activa la afinina para incrementar el calcio

intracelular en el endotelio y producir su efecto vasodilatador.

En este trabajo evaluamos los cambios en la produccién de nitritos y sulfuros
que se utilizan como indicadores de NO'y H.S (Gilboa Garber, 1971; Bryan y
Grisham, 2007). A partir de estas evaluaciones, encontramos que la afinina produce
un aumento significativo en la produccion de NO y H>S en homogenados de aorta;
este aumento fue aun mayor que el producido por la ACh, utilizada como control
positivo. Estos resultados confirman resultados previos obtenidos por nuestro grupo
de trabajo que indican que el efecto vasodilatador de la afinina involucra la
activacion de las vias del NO/GMPc y del H2S/Katp (Castro-Ruiz et al., 2017). EI NO
y el HsS trabajan de manera conjunta para producir vasodilatacion y se ha
observado que cuando se elevan los niveles de uno de ellos se incrementan también
los niveles del otro (Predmore et al.,, 2011; Coletta et al., 2012; Olas, 2015a).
Actualmente, no existen reportes que indiquen que las alcamidas incrementan la
produccion de H>S, aunque algunos estudios han mostrado que estos metabolitos
activan la via PI3K/Akt y aumentan la produccién de NO (Choi et al.,, 2017;

Signorello y Leoncini, 2018). De esta manera, nuestros resultados muestran por
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primera vez que una alcamida, la afinina, es capaz de incrementar la produccion de
H2S.

En la arteria, se requiere de un aumento en los niveles de Ca?* en las células
endoteliales para estimular la produccion de gasotransmisores (Yang et al., 2008) y
las vias de sefializacion de PGI> (Vanhoutte et al.,, 2017). Aunque nuestros
resultados indican que el efecto vasodilatador de la afinina involucra un aumento
del calcio endotelial y la consiguiente activacion de las vias de los gasotransmisores,
no se conoce cuéles son los blancos moleculares de esta alcamida, cuya activacion
resulte en el aumento de los niveles de Ca?*. Varios estudios han demostrado que
algunas alcamidas tienen la capacidad de activar los canales TRPA1y TRPVy, ya
sea en cultivo celular o en modelos animales de inflamacion y dolor (de la Rosa-
Lugo et al., 2017; Lieder et al., 2017; Walker et al., 2017). Estos hallazgos sugieren
la posibilidad de que la afinina, al igual que otras alcamidas, podria activar a este
tipo de canales en el endotelio vascular. Por otro lado, la anandamida, un
endocannabinoide, que quimicamente ‘se ha incluido en la categoria de las
alcamidas al igual que la afinina (Boonen et al., 2012), induce un efecto
vasodilatador significativo a través de mecanismos que incluyen la activacion de los
canales TRPV:y de los receptores de cannabinoides (Zygmunt et al., 1999). De
manera adicional, se ha reportado que el hidroxil-a-sanshool, una alcamida
encontrada en plantas del genero Zanthoxylum, es capaz de unirse a los canales
TRPA;:y TRPV,, asi como a los receptores CB (Koo et al., 2007; Dossou et al.,
2013). Con base en estas evidencias y considerando que el efecto antinociceptivo
de la afinina se ha relacionado con la activacién de los canales TRPV: (de la Rosa-
Lugo et al., 2017), es posible que los canales TRP y los receptores cannabinoides
sean los blancos moleculares de la afinina en el endotelio vascular, los cuales al ser

activados induzcan la relajacion de la arteria.

Los canales TRP son canales cationicos no selectivos con multiples
funciones, que comprenden mecanorrecepcion, sensacion térmica, inflamacion y
nocicepcion, entre otros (Earley y Brayden, 2015). Ademas, los canales TRP

ubicados en el endotelio vascular y el misculo liso son reguladores importantes de

86



la funcién vascular (Fernandes et al., 2012; Aubdool et al., 2016). Previamente,
nuestro grupo de trabajo demostro que el efecto vasodilatador de la afinina puede
ser reducido significativamente en presencia de rojo de rutenio, un inhibidor
inespecifico de canales TRP, demostrando la participacién de los canales TRP en
la vasodilatacion inducida por afinina (Castro-Ruiz, 2019). En este trabajo, la
inhibicion de los canales TRPA; con HC-030031 y de los canales TRPV:1 con
capsaicina redujo significativamente la vasodilatacion inducida por" afinina,
indicando que ambos canales estan involucrados en el efecto vasodilatador
producido por esta alcamida. De manera adicional, la inhibicion de estos canales en
aortas sin endotelio no disminuy6 la vasodilatacion producida por afinina, lo cual
indic6 que este metabolito activa a los canales TRPA: y-TRPV;: ubicados
principalmente en las células endoteliales. Aunque algunos estudios han
demostrado que los canales TRPA1y TRPV: se encuentran tanto en el endotelio
como en el musculo liso (Yang et al., 2006; Fernandes et al., 2012; Aubdool et al.,
2016), existe evidencia de que estos canales estan localizados principalmente en el
endotelio de la aorta, de arterias cerebrales y de arterias mesentéricas (Earley et al.,
2008; Pozsgai et al., 2010; Toth et al., 2014; Earley y Brayden, 2015; Sullivan et al.,
2016). La activacion de los canales TRPA:y TRPV: en endotelio de aorta podria
explicar, al menos en parte, la activacion de las vias de sefializacion del NO/GMPc,
del CO/GMPc, del H2S/Katpy de la PGl2/AMPC reportadas previamente por nuestro
grupo de trabajo (Castro-Ruiz et al., 2017). Asimismo, en estudios previos
realizados en anillos aorticos de rata, células endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVEC) y células endoteliales microvasculares renales (MVEC) se
demostré también que la activacion de los canales TRPA: y TRPV: desencadena la
activacion de la via de la eNOS/NO (Zou et al., 2015; Wang et al., 2017).

Previamente nuestro grupo de trabajo demostr6 que el bloqueo de los
receptores del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) disminuyen
el efecto vasodilatador de la afinina (Castro-Ruiz, 2019). Tomando esto en
consideracion y, adicionalmente, tomando en cuenta que los resultados mostrados
en este trabajo, revelan que la afinina incrementa los niveles de NO y H>S y activa

canales TRPA1, exploramos la posibilidad de que la afinina sea capaz de activar la
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via del nitroxilo (HNO)-TRPA:-CGRP, induciendo vasodilatacion. En estudios
previos, se ha demostrado que el NO y el H>S, generados en el endotelio,
reaccionan entre si para producir HNO, el cual puede difundir y activar los canales
TRPA localizados en las fibras nerviosas perivasculares (Nagpure y Bian, 2016).
El HNO activa los canales TRPA; a través de la formacion de enlaces disulfuro en
el extremo amino del canal TRPA4, lo que induce la liberacion del CGRP que relaja
el musculo liso vascular (Doi et al., 2001; Aubdool et al., 2014; Eberhardt et al.,
2014; Earley y Brayden, 2015; Peixoto-Neves et al., 2019). Con el fin de confirmar
la participacion de la via de sefializacion HNO-TRPA1-CGRP en el efecto
vasodilatador producido por la afinina, incubamos segmentos de aorta con cisteina,
un capturador especifico de HNO (Pino y Feelisch, 1994; Andrews et al., 2015) y
determinamos que la captura de HNO disminuy®¢ significativamente la vasodilatacion
provocada por afinina, confirmando la participacion de la via de sefializacion HNO-
TRPA:-CGRP en la disminucion del tono de la musculatura lisa arterial producida

por esta alcamida.

La vasodilatacion producida por CGRP involucra la participacion de vias
dependientes e independientes de la presencia de endotelio (Brain y Grant, 2004).
La viaindependiente del endotelio comprende la activacion directa de los receptores
CGRP presentes en la membrana plasmatica de las células musculares lisas, lo
cual permite, a través de la Gas de una proteina G, estimular la AC para
desencadenar la produccion de AMPc y una mayor activacion de la proteina quinasa
A (PKA). Esta enzima fosforila los canales de K* sensibles al ATP que conducen a
su apertura, lo gque provoca la relajacion del musculo liso vascular (Nelson et al.,
1990; Russell et al., 2014). Alternativamente, CGRP puede operar a través de un
receptor endotelial, cuya activacion resulta en un aumento en la produccion de
AMPc y NO, a causa de la fosforilacion y la activacion de la eNOS por PKA. EI NO
producido difunde hacia las células del musculo liso y activa la guanilato ciclasa
soluble, lo que conduce a la sintesis de GMPc vy, por lo tanto, a la vasodilatacion
(Gray y Marshall, 1992; Russell et al., 2014). En el presente estudio, observamos
gue el efecto vasodilatador de la afinina se redujo significativamente al inhibir a la

AC con MDL-12,133A, lo que respalda aiin mas que la vasodilatacion inducida por
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afinina involucra la activacion de la via de sefalizacion del HNO-TRPA:-CGRP. De
hecho, es probable que la estimulacion de los receptores de CGRP endoteliales
contribuya a la activacion de la via del NO/GMPc inducida por la afinina.

Debido a que algunas alcamidas, como la anandamida, son capaces de
activar receptores a cannabinoides (Boonen et al., 2012), realizamos experimentos
para evaluar la participacion del sistema cannabinoide en el efecto vasodilatador
producido por afinina. Nuestros resultados mostraron que la inhibicion especifica de
los receptores CB: disminuye el efecto vasodilatador producido por afinina. Sin
embargo, la inhibicién de los receptores CB> no disminuyd la vasodilatacién de esta
alcamida. Estos resultados indicaron que el efecto vasodilatador de la afinina
involucra la activacion de los receptores a cannabinoides CB1;-sin embargo, los
receptores CB2 no juegan un papel importante en la vasodilatacion provocada por
esta molécula. Aunque los receptores CB1 se han identificado tanto en el misculo
liso como en el endotelio de diferentes lechos vasculares, incluida la aorta (Lopez-
Miranda et al., 2008; Stanley y O’Sullivan, 2014; O’Sullivan, 2015), nuestros
resultados mostraron que la afinina activa principalmente a los receptores CB:
presentes en el endotelio vascular, debido a que su efecto relajante de la
musculatura lisa arterial no fue afectado por el antagonista CB; en aorta sin
endotelio. Nuestros resultados estan de acuerdo con reportes previos, que indican
que la activacion de los. receptores CB: produce vasodilatacion a través de la
activacion de la via NO/GMPc y la apertura de los canales de K* (Stanley y
O’Sullivan, 2014; Kaur et al., 2016; Karpinska et al., 2018). Este estudio muestra por
primera vez gue el efecto vasodilatador de la afinina involucra la activacion de los

receptores cannabinoides CB;: localizados en el endotelio.

Estudios previos han demostrado que algunas alcamidas pueden modificar
la biodisponibilidad de los endocannabinoides, como el 2-araquidonoilglicerol (2-
AG) y la anandamida, ya sea a través de cambios en la recaptura de
endocannabinoides o disminuyendo su degradacion (Lopez-Miranda et al., 2008).
La hidrdlisis de endocannabinoides producida por la enzima hidrolasa de amidas de
acidos grasos (FAAH) es uno de los principales mecanismos de degradacién de los

endocannabinoides (Herradon et al., 2007; Lopez-Miranda et al., 2008). Se han
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realizado experimentos para evaluar la capacidad de diferentes alcamidas sintéticas
y naturales para inhibir esta enzima o su susceptibilidad de ser hidrolizadas por
FAAH (Herradon et al., 2007; Hajdu et al., 2014; Nicolussi et al., 2014). En este
trabajo, no observamos cambios en la vasodilatacion inducida por afinina en
presencia de URB937, un inhibidor de FAAH, lo que sugiere que la afinina no
modifica la actividad enzimética de FAAH. Sin embargo, nuestros experimentos no
descartan la posibilidad de que la afinina pueda estar modificando la disponibilidad

de endocannabinoides a través de otras vias metabdlicas.

Los receptores CB1 son receptores GPCR que estan acoplados a la familia
Gip de proteinas G, las cuales clasicamente son conocidas por inhibir la AC (Howlett
et al., 2002). Sin embargo, existe evidencia que sugiere que la estimulacion de los
receptores a cannabinoides puede también inducir la activacion de AC o PLC
(Sugiura et al., 1997; Rhee et al., 1998; Webb etal., 2001). En el presente trabajo,
demostramos que la inhibicion inespecifica de las proteinas G por la suramina
disminuye significativamente el efecto vasodilatador inducido por afinina,
confirmando la participacion de GPCR, como los receptores a cannabinoides CB;j,
en su mecanismo de accion. Sorprendentemente, encontramos que la galleina, un
inhibidor de la sefializacion de la subunidad Gg, (Bonacci et al., 2006;
Karuppagounder et al., 2018), disminuy6é también la vasodilatacion inducida por
afinina, lo que sugiere que la activacion de los receptores CB1 podria involucrar la
sefalizacion del dimero By. De hecho, algunos estudios han demostrado que la
subunidad By activa algunas isoformas de AC y PLC (Camps et al., 1992; Rhee
et al., 1998), independientemente de las subunidades alfa Gaio asociadas a los
receptores a cannabinoides (Boyer et al., 1992; Camps et al., 1992; Rhee et al.,
1998; Badal et al., 2017). En este trabajo evaluamos si la activacion de los
receptores CB: por afinina inducia la activacion de la PLC por accion del dimero Py.
Nuestros resultados indicaron que la inhibicion de esta enzima por U73122
disminuyo el efecto vasorrelajante de la afinina, lo que sugiere que la subunidad Gg,,

liberada después de la activacion de los receptores CB1 por la afinina, activa a la
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PLC, contribuyendo al incremento de calcio intracelular, de NO vy, por tanto, de la
relajacion de la aorta.

Todos los mecanismos descritos anteriormente dependen de la presencia de
endotelio. Sin embargo, aun se desconocen los blancos moleculares asociados en
la vasodilataciéon independiente del endotelio producida por afinina. Una de las
posibilidades que podria explicar la vasodilatacion independiente de endotelio es el
bloqueo de canales de calcio dependientes de voltaje (VDCC). Se ha descrito
previamente que algunas alcamidas provocan un efecto vasodilatador a través del
bloqueo de este tipo de canales (Garcia et al., 2016). Para evaluar esta hipotesis,
determinamos la participacion de los VDCC en la vasodilatacion producida por
afinina. Nuestros resultados indicaron que la afinina indujo un bloqueo leve aunque
significativo de los VDCC. Por lo tanto, se necesitan mas experimentos para
determinar los otros blancos moleculares implicados en la vasodilatacion,

independiente del endotelio, inducida por afinina.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los canales TRPA1y
TRPV1y los receptores a cannabinoides CB3, localizados en el endotelio vascular,
participan en el efecto vasodilatador producido por la afinina. Para determinar la
interaccion entre la afinina y estos blancos moleculares, se realizdé un estudio in
silico de acoplamiento molecular. En primer termino, se construyeron modelos
moleculares de los canales TRPA1y TRPV1y del receptor CB;. La calidad de estos
modelos fue evaluada mediante diferentes metodologias computacionales.
Posteriormente, se realizaron simulaciones en ausencia de afinina para permitir la
relajacién-del receptor a su conformacion mas estable. Para obtener resultados
similares alo que se esperaria in vivo, se genero el modelo de la estructura completa
de los canales TRPA: y TRPV:1 y el receptor CB: que incluye algunas de las
modificaciones postraduccionales que han sido reportadas como importantes para
el proceso de activacion de estos blancos moleculares. Cuando fue posible, los
modelos obtenidos se compararon con algunos de los modelos generados por

criomicroscopia electrénica o cristalografia de rayos x en ausencia de ligando o en
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presencia de un agonista para determinar el estado de activacion de nuestro
modelo.

Hasta donde sabemos, a la fecha no existen modelos computacionales que
muestren el sitio de unién de la anandamida en el canal TRPA1, a pesar de que se
ha propuesto que este endocannabinoide activa a este canal (De Petrocellis et al.,
2012; Redmond et al., 2014). El andlisis de los resultados obtenidos para el canal
TRPA: permitié identificar un sitio de unién al que potencialmente se unen, con
elevada afinidad, la anandamida y la afinina. Este sitio presenta caracteristicas
principalmente hidrofobas, en donde la anandamida forma interacciones con una
gran cantidad de aminoacidos entre los que se incluye K710 y puentes de hidrégeno
con D653, 1656 y E657. Por otro lado, la afinina se une al mismo sitio que la
anandamida, formando interacciones comunes, incluyendo K710 y los enlaces de
hidrégeno con 1656 y E657. El sitio de union de ambos compuestos, identificado en
este trabajo corresponde a la region pre-S1 que se ha descrito como el sitio de unién
para los agonistas electrofilicos (Giorgi et al.,2019). Los agonistas electrofilicos son
compuestos con la capacidad de formar aductos covalentes con residuos de lisina
y cisteina en el dominio N-terminal de los canales TRPA; (Chen y Hackos, 2015).
Entre los agonistas electrofilicos encontramos sustancias como el alilisotiocianato
(AITC), cinamaldehido, alicina, acroleina e incluso tetrahidrocannabinol (THC)
(Chen y Hackos, 2015; Giorgi et al., 2019). Algunos de ellos, como el AITC o el
cinamaldehido, se caracterizan por ser compuestos de carbonilo alfa-beta
insaturado. Este doble enlace puede ser atacado por cisteinas electrofilicas de los
canales TRPA; a través de la reaccion de adicion de Michael (Macpherson et al.,
2007). Las cisteinas mas importantes descritas en estos ataques son C619, C639y
C663, que se encuentran en el extremo amino de estos canales. También se ha
sugerido que las lisinas (incluyendo K710) pueden reaccionar con isotiocianatos, lo
gue permite la activacion del canal (Hinman et al., 2006). En este trabajo,
observamos que el residuo K710 se encuentra aproximadamente a 3.4 A del enlace
de 6Z de la afinina y a 5 A del enlace de 8Z de la anandamida, lo que sugiere la
formacion de un enlace covalente con la afinina a través de una reaccion de adicion

de Michael. No obstante, las caracteristicas de la afinina y de la anandamida no
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parecen ser adecuadas para una reaccion de este tipo, por lo que es poco probable
gue ocurra. Aunque, no se descarta la posibilidad de una reaccién covalente con
K710 distinta a la descrita aqui, o en algdn momento posterior en la simulacion,
resulta mas probable alguna interaccién no covalente, Hasta la fecha, no se han
descrito alcamidas ni endocannabinoides que se unan al mismo sitio que
describimos en este trabajo. Sin embargo, se ha observado que el a-
hidroxisanshool y otras alcamidas derivadas de él pueden activar los canales
TRPA:. Estas alcamidas requieren de la presencia del doble enlace 6Z y la ausencia
de a-B insaturaciones para activar este tipo de canales (Menozzi-Smarrito et al.,
2009; Riera et al., 2009). Este ultimo es uno de los rasgos distintivos de muchos
agonistas eletrofilicos (Macpherson et al., 2007). Por otro lado, en experimentos in
vitro se ha observado que el a-hidroxisanshool y sus derivados forman aductos con
glutation, lo que sugiere la posibilidad de formar enlaces covalentes con cisteinas
del canal TRPA:. En el mismo trabajo, se describe que la sustitucion de serina de
los aminoacidos C621, C641 y C665, disminuye la sensibilidad de los canales a ser
activados por a-hidroxisanshool, lo cual, de acuerdo a los investigadores, apoya la
idea de interacciones covalentes con el canal TRPA: (Riera et al., 2009). Nuestros
resultados muestran que la distancia entre la afinina o la anandamida y los residuos
C621, C641 o C665 es muy grande como para considerar una interaccion, por lo
gue resulta muy poco probable la interaccion con estos aminoacidos. Si bien los
resultados de nuestros experimentos in silico no muestran claramente la activacion
del canal, constituyen un punto de partida para su futura evaluaciéon, por lo que
resulta muy importante realizar experimentos adicionales y simulaciones por
periodos mas largos para determinar la evolucién del sistema, lo cual permitira

elucidar el mecanismo de activacion del canal TRPA; por afinina.

Debido a que nuestros resultados, realizados en tejidos aislados, indicaron
gue los canales TRPV; estan involucrados en el efecto vasodilatador de la afinina,
llevamos a cabo también un estudio in silico de acoplamiento molecular de esta
alcamida con el canal TRPV1. De manera similar que en el caso de TRPAz, primero,

generamos el modelo de estructura completa del canal TRPV4, incluidas algunas de
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las modificaciones postraduccionales importantes para la activacion del canal. Los
resultados del andlisis computacional muestran que nuestro modelo comparte
mayor similitud con el canal TRPV: cerrado en ausencia de ligando (pdb 3J5P), que
con el complejo TRPV:-capsaicina (pdb 3J5R) que esta en un estado parcialmente
abierto y presenta aun menos similitud con el modelo RTX/DkTx que representa el
canal completamente abierto (pdb: 3J5Q). Considerando estos grados de similitud
entre diferentes modelos, nuestros resultados sugieren que nuestro modelo
representa las primeras etapas del proceso de activaciéon del canal TRPV:1 (Yang
et al., 2015). Al analizar los resultados del acoplamiento con los ligandos en estudio,
aunque encontramos que la capsaicina se une al mismo sitio como se describid
anteriormente (Cao et al., 2013b), no observamos enlaces de hidrégeno con los
aminoacidos T550 y E570. La configuracion de T550 y E570 en nuestro modelo esta
orientada, de manera similar a la observada en canales cerrados; sin embargo, la
orientacion de Y511 es perpendicular al anillo aromatico de capsaicina, similar a la
observada en canales parcialmente activados o activados (Gavva et al., 2004; Cao
et al., 2013b; Yang et al., 2015; Elokely et al., 2016). Las diferencias en la posicion
de Y511 en nuestro modelo, con respecto a lo reportado en trabajos previos, se
pueden atribuir al uso del entorno de membrana implicita, utilizado en
investigaciones anteriores para atrapar la capsaicina, con el fin de simular la
presencia de lipidos enddgenos en la bolsa de unién del canal, que se ha
especulado estan presentes en el canal cerrado (Yang et al., 2015). Este modelo
contrasta con la conformacion observada en nuestro modelo como resultado de las
simulaciones _de dinamica molecular con membrana explicita sin capsaicina. Por
otra parte, se ha descrito que los residuos Y511, T550 y E570 son criticos para el
proceso de activacion del canal TRPVy, por lo que las diferencias observadas son
consistentes con las primeras etapas del proceso de activacién y son interesantes
para un profundo analisis posterior (Gavva et al., 2004; Yang et al., 2015). En las
condiciones utilizadas en este trabajo, observamos que la afinina se une al mismo
sitio y con un patron de interacciones similar al observado para la capsaicina,
aunque en el caso de la afinina se observa el puente de hidrégeno con T550, pero

no con E570. Nuestros resultados estan de acuerdo con resultados previamente
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reportados, los cuales mostraron que la afinina se une en el mismo sitio que la
capsaicina y que esta alcamida y otras alcamidas naturales interactian con T550,
pero no con E570; la ausencia de interaccién con este ultimo residuo se relacion6
con la ausencia de pungencia de las alcamidas estudiadas (de la Rosa-Lugo et al.,
2017). Sin embargo, considerando que se ha propuesto que E570 esta asociado
con la "activacion" del canal, resulta mas probable que la ausencia de interacciones
con este aminod&cido represente etapas iniciales de activacion (Yang et al., 2015).
Teniendo en cuenta todo lo anterior, nuestros resultados proporcionan-evidencia
adicional de que la afinina activa directamente a los canales TRPV, induciendo un
incremento en el calcio intracelular en el endotelio y, por lo tanto, la vasodilatacion.
De acuerdo con nuestros resultados in silico, nuestro modelo representa etapas
anteriores en el proceso de activacion del canal, lo cual contrasta y complementa el
trabajo realizado por otros grupos de investigacion. Finalmente, tomando en
consideracion las condiciones empleadas en este trabajo, es posible que tiempos
mas largos de simulacion de dinamica molecular del complejo permitan observar la
interaccidn entre la afinina con E570, porlo que la perspectiva de este experimento

resulta prometedora y debe ser estudiada con mayor profundidad.

Nuestros resultados en el ensayo de aorta aislada de rata indicaron que el
efecto vasodilatador de la afinina involucra la activacion de los receptores CB1, por
esta razon, realizamos el andlisis in silico de la interaccion molecular entre la afinina
y el receptor CB:1, empleando anandamida como control positivo. Al comparar
nuestro modelo con modelos anteriores, observamos una mayor similitud con el
receptor en un estado inactivo (pdb: 5TGZ) que con el receptor activado por ligando
(pdb: 6KPG). Por otro lado, las conformaciones observadas de aminoéacidos criticos
en el proceso de activacion del receptor (Y294, N393, P394 e Y397) resultaron ser
similares alas observadas en el receptor en estado activo (6KPG) (Hua et al., 2020).
Nuestros resultados sugieren que nuestro modelo corresponde a las etapas iniciales
del proceso de activacion del receptor CB1. En nuestro modelo, la anandamida se
une en una conformacién similar a la sugerida previamente (Jakowiecki y Filipek,
2016; Hua et al., 2017). Sin embargo, observamos que la posicion en que se

encuentra este endocannabinoide es diferente. El sitio de unién de la anandamida
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observado en este trabajo muestra las mismas interacciones descritas en otros
trabajos, sin importar el cambio de ubicacidén con respecto a reportes previos. Esto
podria ser consistente con las primeras etapas del proceso de activacion del
receptor CB:1 (Jakowiecki y Filipek, 2016). Es interesante notar que los residuos
involucrados en la unién de la anandamida a nuestro modelo, coincide con modelos
anteriores (Hua et al., 2016; Jakowiecki y Filipek, 2016; Hua et al., 2017; Hua et al.,
2020). Por ejemplo, tanto F174 como F177 se han relacionado con el proceso de
estabilizacién de anandamida durante su entrada al receptor, y se ha sugerido que
F177 es relevante en la activacién del receptor CB1 (Jakowiecki y Filipek, 2016).
Ademas, se ha observado que F268 y F379 interactian con los agonistas del
receptor CB1 en ensayos in vitro e in silico (Ahn et al., 2009; Hua et al., 2016). Por
otro lado, la afinina se une al mismo sitio de la anandamida en nuestro modelo,
aunque en este caso, la unidn se produce con un score de union aproximadamente
2 kcal/mol menor que la observada con anandamida, esto indica que la afinidad de

afinina por los receptores CB:1 es mucho mayor que el de la anandamida.

Nuestros resultados farmacolégicos in silico proporcionan evidencia adicional
gue sugiere que la afinina se une directamente a los canales TRPA1y TRPV:Yy los
receptores CB;, dando como resultado su activacion e induciendo, por consiguiente,
la vasodilatacion. Ademas, considerando la energia de union de esta alcamida con
cada uno estos blancos moleculares, nuestros resultados sugieren que la afinina se
une con mayor afinidad al receptor CB1. Sin embargo, de acuerdo con nuestros
resultados, resulta razonable suponer que este metabolito induce una activacion

paralela e incluso convergente de estos blancos moleculares en la arteria intacta.

Considerando los resultados obtenidos en este trabajo es posible proponer
el mecanismo de accion, por medio del cual la afinina produce su efecto
vasodilatador. Nuestros resultados proporcionan evidencia de que este compuesto
es capaz de activar los canales TRPA:1y TRPV1, ubicados en el endotelio vascular
de la aorta de rata, promoviendo un aumento en los niveles de Ca?* en las células
endoteliales, lo que a su vez activa la sintesis de NO y H2S. Ambas moléculas de

sefalizacion gaseosa inducen vasorrelajacion. De hecho, demostramos
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previamente que el efecto vasodilatador de la afinina comprende la estimulacion de
las vias de sefializacion del NO/GMPc y del H2S/Kate (Castro-Ruiz et al., 2017).

De forma paralela, el aumento de la produccion de NO y H>S, inducida por
afinina, conduce a un incremento en la formacion de HNO en las células
endoteliales. EI HNO se difunde para alcanzar los nervios sensoriales
perivasculares que expresan TRPA1, provocando la entrada de calcio y la liberacion
del CGRP. El CGRP liberado activa directamente a sus receptores, los cuales son
receptores acoplados a proteinas Ggus, que se encuentran en la membrana
citoplasmatica de los musculos lisos vasculares, activando a la AC e induciendo
vasodilatacién. De esta manera, la relajacién arterial inducida por afinina y/o por
HNO puede ser causada por la activacion de los canales TRPA: localizados en el

endotelio vascular o en neuronas perivasculares.

Nuestros resultados también mostraron que la afinina puede activar los
receptores CBy, lo que induce la activacion de la PLC, posiblemente a través de la
accion del dimero By. La PLC induce la liberacion de DAG e IP3 a partir del
fosfolipido PIP2, el cual puede inhibir a los canales TRPA1y TRPV4, por lo que su
hidrélisis sensibiliza a estos canales. Ademas, el IPs incrementa el calcio
intracelular, contribuyendo a larelajacion de la aorta (Trevisani et al., 2007; Rohacs
et al., 2008; Cao et al., 2013a) (Figura 43).
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Figura 43. Mecanismo propuesto@ vasodilatacién inducida por afinina. EC=
célula endotelial; VSMC= célul ular lisa; NP= Neurona perivascular
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9. CONCLUSIONES

1. El efecto vasodilatador de la afinina o espilantol involucra la activacion de los
canales TRPA:y TRPV1y de los receptores cannabinoides CBj, localizados en el

endotelio vascular.

2. La afinina eleva los niveles de NO y H»S, dando como resultado la produccion de
HNO, el cual produce la activacion de los canales TRPA: Y la liberacion del CGRP,
induciendo la activacion de la AC y la vasodilatacion, lo cual confirma la participacién

de la via del HNO-TRPA;:1-CGRP en la vasodilatacion producida por esta alcamida.

3. El dimero By, liberado por la activacion de los receptores a cannabinoides CB1
por afinina, activa la PLC, incrementando la produccion de transmisores gaseosos

y, por tanto, la vasodilatacion.

4. El bloqueo de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L son
responsables, al menos en parte, de la vasodilatacion, independiente de endotelio,

producida por la afinina.

5. La afinina se une con elevada afinidad a los canales TRPA:1y TRPV:1y a los

receptores cannabinoides CBi.

6. La afinina representa un candidato prometedor para el desarrollo de farmacos
Utiles para tratar la hipertension y otras enfermedades cardiovasculares, debido a
gue relaja la aorta mediante la activacién de nuevos blancos moleculares, los cuales

involucran sistemas de transducciéon novedosos.
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