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Resumen

El desarrollo de farmacos con blanco de accidén sobre canales idnicos es cada
vez mas recurrido; esto debido a que existen muchas enfermedades que se
encuentran relacionadas con un comportamiento anémalo de dichas proteinas.

En los ultimos afios, se ha demostrado que canales idnicos como el Kv10.1 y
Nav1.7 se encuentran sobreexpresados y juegan un papel primordial en la
malignidad de algunos tipos de cancer. En especifico el canal de potasio activado
por voltaje Kv10.1 juega un papel activo en la progresion maligna del cancer en
donde tiene un papel importante en el ciclo celular y la proliferacion. Por su parte
el canal de sodio activado por voltaje Nav1.7, ademas de verse involucrado en
los procesos de nocicepcion y estar fuertemente relacionado con las patologias
del dolor, est4 asociado con la motilidad celular y el comportamiento metastasico
de células cancerigenas.

En esta busqueda de nuevas vias de regulacion sobre canales i6nicos se ha
encontrado que el receptor Sigma-1 puede ser un buen blanco farmacolégico,
pues Sig1R es capaz de interaccionar con una gran variedad de canales idnicos
modulando asi su actividad. Es por ello por lo que el objetivo de esta tesis se
centré en estudiar si la modulacion farmacologica del receptor Sigma-1 era capaz
de modular canales como lo son Kv10.1 y Nav1.7 en células HEK-293
transfectadas con estos canales. A partir de registros electrofisioldgicos, ensayos
de viabilidad celular, morfologia celular e invasividad celular en modelos de
lineas celulares con expresion de estos canales se pudo observar que tanto el
agonista (SA4503) y antagonista (BD1047) de Sigma-1, produjeron efectos
sobre algunas de las caracteristicas de la biofisica del canal Kv10.1 como lo son
la densidad de corriente y la V12 de activacion, disminuyendo su actividad.
Ambos compuestos aumentaron la mortalidad en los ensayos de viabilidad
celular y produjeron cambios en la morfologia celular, pasando de morfologia
mesenquimal a células epiteliares, sin observar cambios en la invasividad
celular. Por el contrario, los moduladores de Sigma-1 no tuvieron efecto sobre la
densidad de corriente del Nav1.7, no se presentaron cambios en la viabilidad
celular, ninguna de las moléculas afecto6 la morfologia de las células HEK-Nav1.7
y no fueron capaces de provocar cambios en la invasividad celular.

Estos datos sugieren que la modulacién de Sigma-1 sobre el canal Kv10.1 resulta
en una herramienta farmacolégica interesante, tanto para los estudios biofisicos
del canal, como por su papel de éste en la biologia del cancer.



1. INTRODUCCION

1.1 Los canales i6nicos

Los canales i6nicos son proteinas integrales de membrana especializadas en
permitir el paso de iones de un lado de la membrana plasmatica de la célula al
otro. Pueden estar formados por una sola proteina (subunidad) o de varias de
ellas, constituyendo asi complejos macromoleculares. Estos controlan el flujo de
iones de manera rapida y selectiva a través de las membranas celulares,
mantienen el potencial de membrana de reposo y median los potenciales de
accion en células excitables (Catterall et al., 1992; Rosas, 2004; Barker et al.,
2017).

Los canales iGnicos actian como poros para la difusién pasiva de iones a través
de las membranas biologicas, ya sea hacia el interior o hacia el exterior de la
célula; cuando se expresan en organelos intracelulares el movimiento de iones
puede ser hacia el citosol o del citosol hacia el lumen de los organelos, en ambos
casos la direccion que sigue esta en funcion del gradiente electroquimico de
cada ion. Los canales adoptan diferentes estados conformacionales, los cuales
se pueden dividir en dos: un estado conductor (abierto) que permite el
movimiento de iones y un estado no conductor (cerrado e inactivo) que no
permite el flujo iénico (Figura 1). Las probabilidades de cierre y apertura de los
canales iénicos son controladas por estimulos eléctricos, quimicos y fisicos. Por
lo tanto, hay canales activados por voltaje, por ligandos quimicos, activados por
tension o estiramiento y canales activados por temperatura. Ademas, los canales
pueden estar regulados por calcio, cambios en el pH, fosforilacion y lipidos de
membrana, lo que incrementa sus vias de regulacién. A menudo, los canales
idnicos son altamente selectivos para una especie idnica en particular, lo que
lleva a clasificarlos como canales de sodio (Na‘), potasio (K*), calcio (Ca?"),
cloruro (CI") y canales catiénicos inespecificos. La direccion del transporte neto
de iones cuando el canal esta abierto depende del gradiente electroquimico de
las especies idnicas relevantes (Catterall et al., 1992; Hubner et al, 2022).

Figura 1. Apertura y cierre de los canales i6nicos. Cuando un canal esta abierto se considera que esté en
un estado “conductor’’ en el cual se permite el movimiento de iones, mientras que el cerrado se considera
que esta en un estado “no conductor’’.



1.2 Canales ionicos dependientes de voltaje

Los canales ionicos dependientes de voltaje como su nombre lo indica son
activados por cambios en el potencial de membrana de la célula. En mamiferos
los canales idnicos dependientes de voltaje determinan importantes procesos
como: la secrecidn de hormonas y neurotransmisores, la transduccion sensorial,
el control del equilibrio hidrico y electrolitico, la regulacion de la presion
sanguinea, la proliferacion celular, los procesos de aprendizaje y memoria, asi
como la generacion de potenciales de accién en células excitables (p.ej.
neuronas y musculo) (Bezanilla, 2000; Gandhi et al, 2002; Martinez, 2004).

En 1952, los fisidlogos Alan Hodgkin y Andrew Huxley realizaron varios
experimentos con el objetivo de describir como se propaga el potencial de accion
en las células nerviosas, dando como resultado el modelo de Hodgkin-Huxley el
cual es un sistema de cuatro ecuaciones diferenciales no lineales que describen
con gran exactitud la transmision del impulso nervioso, asi mismo, describieron
la base de inicio de los potenciales de accion. Este sistema logra describir no
solo cualitativamente, sino también cuantitativamente, la transmision del
potencial de accion en el axdn gigante del calamar, o que permitié incluso
predecir la existencia de los canales i6nicos (Hodgkin et al., 1952; Borgers, 2017;
Bezanilla, 2000).

Sensor , o
‘ ]
A de voltaje K .

Figura 2. Tipos de canales i6nicos activados por voltaje. Los ejemplos de canales dependientes de voltaje
incluyen aquellos selectivamente permeables a (A) Na*, (B) Ca?*, (C) K*y (D) CI-. Obtenido de Purves et
al, 2013.

Se conocen canales idnicos dependientes de voltaje permeables selectivamente
para cada uno de los principales iones fisiologicos; esta selectividad idnica es
determinada por secuencias Unicas y conservadas de aminoacidos que se
encuentran en una regién del canal conocido como filtro de selectividad y es
gracias a esto que encontramos las tres familias principales de estos canales
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gue son expresados en células de mamiferos: Nav, Kvy Cav en donde “v” denota
su actividad dependiente de voltaje (Figura2) (Doyle et al., 1998; Hille,2001).

En mamiferos existen alrededor de 350 canales idnicos diferentes, de los cuales
un poco mas de 140 son canales ionicos activados por voltaje (Ranjan et al.,
2019). En la presente tesis nos enfocaremos Unicamente en el canal de K*
Kv10.1y el de Na* Nav1.7 (Mortimer et al., 2009; Lipscombe et al., 2014; De Lera
Ruiz et al., 2015).

1.3 Canal dependiente de voltaje Kyv10.1

La superfamilia de canales de potasio activados por voltaje esta conformada por
al menos 40 miembros, los cuales de acuerdo con el su grado de homologia en
su secuencia de aminoacidos se dividen en 12 subfamilias (Kv1-Kv12). En el
caso del Kv10.1 este pertenece a la subfamilia de canales de eter-a-go-go (EAG)
la cual esta conformada por 8 miembros: Kv10.1, Kv10.2, Kv11.1, Kv11.2, Kv11.3,
Kv12.1, Kv12.2 y Kv12.3 (Bauer et al., 2018).

1.3.1 Expresion

La proteina humana éter-a-go-gol (Eagl o Kv10.1, codificada por el gen KCNH1)
es un canal que fue descrito por primera vez en un cribado de mutaciones en
Drosophila melanogaster con un fenotipo de hiperexcitabilidad, la cual sacudia
las patas cuando eran anestesiadas con éter (Pardo et al, 2005; Kaplan et al.,
1969).

La evidencia a traves de estudios moleculares y funcionales (ej.,
electrofisiologia) corroboran que el Kv10.1 es un canal expresado en la
membrana plasmatica, siendo en humanos detectable en cerebro, rifién, pulmoén,
testiculos y pancreas. En el cerebro, se expresan en la corteza, el hipocampo, el
caudado, el putamen y la amigdala (Martin et al., 2008). Sin embargo, la
expresion ectopica de Kv10.1 se ha relacionado cada vez mas con el proceso de
carcinogénesis y la progresion tumoral. La sobreexpresion de este induce un
fenotipo con caracteristicas de células tumorigénicas. Ademas, el mRNA y su
producto se han detectado en numerosas lineas celulares de cancer y en
muestras de tumores primarios, es por lo que muchos estudios sobre el canal
Kv10.1 y el cancer lo han propuesto como un marcador tumoral o bien como un
blanco molecular en varios tipos de cancer (Downie, et al., 2008; Ouadid et al.,
2016; Camacho, 2006; Barros et al., 2020; Bauer et al., 2001; Chen et al., 2011).

1.3.2 Estructura

Aligual que otros canales Ky, Kv10.1 tiene seis hélices transmembrana en donde
los primeros cuatro segmentos (de S1 a S4) constituyen el dominio sensor de
voltaje, y los ultimos dos segmentos (S5 y S6) forman el poro selectivo a potasio,
siendo una caracteristica comun de esta subfamilia y que los hace diferentes a



otros Kv, es que los extremos amino (N-) y carboxilo (C-) son muy grandes y
contienen muchos dominios o sitios de modulacion. En la regién N- terminal
posee una region conservada en todos los miembros de la subfamilia, por lo que
se denomina dominio eag, el cual se encuentra muy cerca de otra regién
denominada PAS (Per-ARNT-Sim), por lo que estas regiones son llamadas en
su conjunto dominio eag/PAS, en el extremo C- terminal se encuentran un
dominio C-enlazador y un dominio homélogo de union a nucleétidos ciclicos
(CNBHD, por sus siglas inglés) (Figura3). En la region extracelular del canal
existe una regién denominada “torreta” que tiene dos sitios de glicosilaciéon y que
también se ha observado en el canal Kv11.1 (hERG). Parte de la “torreta” forma
una hélice, que se posiciona paralela a la membrana e interactia con el S6. En
esta posicion, la cadena de azucares rodea la abertura extracelular del poro
formando un impedimento estérico que parece prevenir la union de toxinas
inhibidoras de tipo bloqueadoras de poro y que explicaria porque hay pocas
toxinas con efecto sobre el canal Kv10.1 (Barros et al., 2020; Whicher et al.,
2016; Wang et al., 2017). Un canal funcional se conforma por el ensamble de 4
subunidades idénticas.

A~ e~
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Figura 3. llustracién de los principales dominios estructurales en el canal Ky10.1. Los dominios
transmembrana estan en azul claro, los dominios PAS estan en verde, los enlazadores C estan en naranja y
los dominios CNBHD estan en cian. Los motivos de ligandos intrinsecos estan resaltados en amarillo.
Obtenido de Wang et al., 2017.

1.3.3 Biofisica

Los estudios electrofisiolégicos muestran que el canal Kv10.1 es activado por la
despolarizacion del potencial de membrana en reposo de las células, y que las
corrientes generadas por la apertura del canal son del tipo rectificantes de salida,
esto quiere decir que cuando se obtienen curvas del tipo corriente vs voltaje se
aprecia una mayor amplitud de corriente a voltajes positivos que a voltajes
negativos. La activacion del canal Kv10.1 genera corrientes iénicas con una
cinética de activacion relativamente lenta y que no muestran inactivacion. Una
caracteristica especial que presenta el Kv10.1 es que su tasa de activacion es
directamente proporcional al potencial de fijacién antes del pulso despolarizante,



es decir, entre mas despolarizado es el voltaje de fijacion la tasa de activacion
es mas rapida (Bauer et al., 2001; Wang et al, 2017; Whicher et al., 2016).

En Drosophila melanogaster la conductancia unitaria del canal se ha reportado
de 4.9 pS, mientras que en mioblastos humanos de 8.3 pS. Por otra parte, el
potencial medio de activacion (Vi2) del canal Eagl humano es de alrededor de
8.3 mV (Briggemann et al., 1993; Stansfeld et al., 1993; Kortim et al., 2015).

1.3.4 Farmacologia

Los miembros de la familia EAG presentan una alta homologia, por ello no ha
sido facil encontrar un bloqueador selectivo de Kv10.1 y si bien se han descrito
varios bloqueadores de Kv10.1 estos suelen ser poco especificos. Algunas
moléculas como la imipramina, mibefradil, terfenadina, loperamida, fluoxetina,
astemizol, entre otros, muestran un efecto inhibidor sobre la actividad de Kv10.1.
Este ultimo originalmente fue wusado como un anti-histaminérgico y
posteriormente como un bloqueador del canal Kv10.1, siendo capaz de atravesar
la membrana celular y bloguear al canal desde el lado intracelular (Briiggemann
et al., 1993; Loza-Huerta et al., 2021; Gavrilova et al., 2002; Garcia et al., 2011;
Gomez et al., 2017; Pardo et al., 2014).

Ademas de los antagonistas o inhibidores, el uso de agonistas o activadores de
canales Ky, son una herramienta indispensable para conocer mas sobre las
propiedades biofisicas y papel funcional de estos canales en donde estan siendo
expresados. Dentro de ellos, nuestro grupo de investigacion describié el primer
opener del canal Kv10.1, la molécula BL-1249, la cual modifica el V12 de
activacion, desplazandolo a la direccién hiperpolarizante (Gomez-Herrera et al.,
2023). Otra estrategia farmacoldgica ha sido el uso de anticuerpos monoclonales
contra canales ionicos, los cuales reconocen regiones extracelulares del mismo;
en este sentido, el anticuerpo monoclonal contra el canal Kv10.1, mAb56, mostro
inhibir al canal de forma bastante potente, el cual a diferencia de las moléculas
pequefas, este anticuerpo no tiene efecto sobre otros canales de K*, como
pueden ser el Kv10.2 y Kv11.1, los cuales tienen una estructura muy parecida al
canal Kv10.1 (Gémez-Varela et al., 2007).

Debido a las propiedades oncogénicas del canal Kv10.1, diversos inhibidores de
este han sido ensayados en modelos in vitro e in vivo investigando su papel en
las propiedades tumorales. Un ejemplo es el caso de la cloroquina, la cual
bloquea a los canales Kv10.1 y que en células de cancer de mama MDA-MB-
231 disminuye la migracion celular. También se ha encontrado que el &cido 2-
hidroxioleico (20HOA) actia sinérgicamente con astemizol para disminuir la
proliferacion celular de manera eficiente (Valdés-Abadia et al., 2019; Moran-
Zendejas et al., 2023).



1.3.5 Papel de Kv10.1 en la fisiologia y fisiopatologia

En mamiferos adultos, el canal Kv10.1 se expresa en ciertas areas del sistema
nervioso central tales como el bulbo olfatorio, corteza cerebral e hipocampo; de
la misma manera, en ratas adultas se ha encontrado en el cerebelo. El uso de
animales transgénicos con delecion del gen que codifica para el Kv10.1 ha
permitido demostrar que la falta de expresién de este gen no altera el desarrollo
y la conducta de dichos animales (Ufartes et al., 2013). No obstante, por medio
de registros electrofisiolégicos se ha demostrado que los canales Kv10.1 son
importantes para regular la descarga neuronal de alta frecuencia en
determinadas sinapsis (Cazares-Ordofiez et al., 2017). Aunado a esto, en
humanos se han descrito sindromes que se originan por mutaciones de ganancia
de funcion del canal Kv10.1 que impactan el desarrollo cognitivo de los sujetos
gue las padecen (Bo et al., 2017).

Actualmente se conoce que Kv10.1 juega un papel activo en la progresion
maligna y no es simplemente una consecuencia del desarrollo del tumor, de ahi
gue sea conocido como un canal oncogénico (Ouadid et al., 2016). Se ha
identificado que el nivel de metilacion del gen KCNH1 es mas de tres veces
mayor en las muestras de carcinoma gastrico en comparacion con tejido sano,
lo que sugiere que la hipermetilacion de KCNH1 puede desempefiar un papel en
el desarrollo del carcinoma gastrico (Liu et al., 2014). Por otro lado, la expresion
del canal Kv10.1 también esta regulada por otros factores asociados con el
cancer, incluidos los receptores de estrogeno y los oncogenes del virus del
papiloma humano (VPH). Ademas, las células de cancer de cuello uterino y los
gueratinocitos que expresan oncogenes de VPH mostraron expresion de Kv10.1
en contraste con los queratinocitos normales (Ouadid et al., 2016). Por otro lado,
Kv10.1 se expresa en la membrana interna de la envoltura nuclear donde
interactia con el material genético y contribuye a la regulaciéon de la
concentracion nuclear de los iones de potasio, procesos que podrian impactar
en los genes en cuanto a la expresion, la estabilidad del genoma o la
senescencia celular (Ouadid et al., 2016; Chen et al., 2011).

Los iones K* juegan un papel importante en muchos procesos celulares estando
involucrados en el ciclo celular y la proliferacion. La observacion inicial de que
los bloqueadores de los canales de potasio de amplio espectro inhiben la
proliferacion se ha confirmado repetidamente en muchos tejidos y tipos de célula
(Urrego et al., 2014). Diferentes tipos de canales de potasio muestran
variaciones de expresion o actividad dependientes del ciclo celular, la
despolarizacion del potencial de membrana parece esencial en la fase G1
temprana, y la hiperpolarizacion parece importante para la transicion de la fase
G1 a la fase S durante la mitosis (Luis et al., 2022) asi mismo se han descrito
observaciones similares, donde se propuso el potencial de membrana como
regulador del ciclo celular, y muestra que las células de rapida proliferacion (p.
ej., células cancerosas) estan mas despolarizadas, mientras que las células con



potencial de membrana hiperpolarizado (p. €j., neuronas) no muestran actividad
mitética (Cone, 1971). Por otro lado, se ha sugerido que el punto de control G1/S
esta regulado por canales de potasio, ya que la inhibicion o una disminucion en
los niveles de expresion de canales de potasio provocan la detencion celular en
G1. En el caso del canal Kv10.1, se ha planteado la hipétesis de que su activacion
provoca un aumento de la fuerza impulsora de la entrada de calcio, aumentando
la concentracion citoplasmatica de calcio y provocando el desmontaje del cilio
primario, que es un paso necesario para iniciar la mitosis (Urrego et al., 2014;
Rosendo et al, 2020).

1.3.6 Canalopatias de Kv10.1

La actividad disminuida o aumentada de los canales de potasio causada por la
expresion de variantes de pérdida de funcion o ganancia de funcion en los genes
correspondientes es causante de una amplia gama de trastornos humanos que
afectan la funcion del sistema nervioso central, el corazén, los rifiones y otros
organos. Se ha encontrado que mutaciones heterocigotas sin sentido en KCNH1
producen una ganancia de funcion del Kv10.1 y son relacionadas con el
sindrome de Zimmermann-Laband el cual es un trastorno del desarrollo
caracterizado por dimorfismo facial con agrandamiento gingival, discapacidad
intelectual, hipoplasia o aplasia de las ufias y falanges terminales e hipertricosis.
Otro ejemplo es que mutaciones dafinas de novo en KCNH1 causantes de la
reduccion del umbral de activacién y una inactivacion retardada del canal estan
presentes en el sindrome de Temple-Baraitser el cual es un trastorno del
desarrollo multisistémico caracterizado por discapacidad intelectual, epilepsia e
hipoplasia o aplasia de las ufias del pulgar y del primer dedo del pie. La ausencia
del canal en ratones no ocasiona problemas en memoria, aprendizaje,
comportamiento social y funcionamiento sensoriomotor normales, sin embargo,
es causante de hiperactividad leve (Gripp et al., 2001; Simons et al., 2015;
Kortim et al., 2015; Kessi et al., 2020)

Por otra parte, la expresiéon ectdpica de Kv10.1 se ha relacionado cada vez mas
con la oncogénesis y la progresién tumoral debido a que se ha reportado una
relacion causal entre la sobreexpresion ectopica del canal Kv10.1 con la
carcinogénesis que llega a sobre expresarse en alrededor del 70% de los
tumores solidos. La sobreexpresion de el mismo induce un fenotipo con
caracteristicas de células tumorigénicas. Ademas, el mMRNAY su producto se han
detectado en lineas celulares numerosas del cancer y tumores primarios, es por
ello que muchos estudios sobre el canal Kv10.1 y el cancer lo han propuesto
como un marcador tumoral o bien como un objetivo terapéutico en varios tipos
de cancer (Downie, et al., 2008; Ouadid et al., 2016; Camacho, 2006).



1.4 Canal dependiente de voltaje Nay1.7

El canal Nav1.7 pertenece a la familia de los canales de sodio dependientes de
voltaje, que permiten la entrada de sodio desde el espacio extracelular al citosol
después de la despolarizacion de la membrana (Hille, 2001).

1.4.1 Expresion

Nueve miembros de la familia de canales de sodio dependientes de voltaje se
encuentran expresados en mamiferos, los cuales van de Navl.1 a Nav1.9 y las
propiedades funcionales de estos canales son relativamente similares. Estas
isoformas tienen mas del 50% de identidad en la secuencia de aminoacidos en
los dominios transmembrana y extracelular. Esto en comparacién con los
canales de potasio y los canales de calcio en donde todos los miembros de
distintas subfamilias son menos del 50% idénticos a los de otras familias
(Catteral et al, 2005).

Los transcritos del gen SCN9A codifican para el canal Nav1.7, el cual se detectd
por primera vez en las neuronas ganglionares somatosensoriales y desde
entonces se ha reportado en células de Schwann, neuronas sensoriales
olfativas, neuronas sensoriales viscerales y miocitos lisos. Sin embargo, también
se ha detectado la expresion de Nav1.7 en células no excitables, incluidas las
células tumorales de prostata y mama en donde potencia directamente los
procesos integrales de la metastasis (Scholz, 2007; Scholz, 2007; Dib-Hajj et al.,
2012).

1.4.2 Estructura

La estructura se basa en un polipéptido largo (subunidad a altamente procesada)
gue se pliega en cuatro dominios homélogos los cuales van de DI a DIV los
cuales estan unidos por tres bucles (L1-L3), cada uno con seis segmentos
transmembrana (S1-S6). La region de la proteina del S1 al S4 comprende el
dominio de deteccion de voltaje (VSD). El segmento S4 se conoce como el
“sensor de voltaje” debido a que presenta residuos de arginina y lisina con carga
positiva. Los segmentos S5y S6 y el asa que los une constituye el dominio de
formacion de poro (PFD). En esta regién hay grandes bucles extracelulares
glicosilados los cuales conforman el médulo del poro. Ademas, la compuerta de
inactivacion se encuentra en el asa intracelular que une a los dominios DIl y DIV
(Scholz, 2007; Bennet et al., 2019; Dib-Hajj et al., 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquemaética de la subunidad « de los canales Nay1.7. La subunidad « de los
canales Nay1.7 esta estructurada en 4 dominios homologos cada uno constituido por 6 segmentos
transmembranales. El segmento S4 de cada dominio presenta aminoacidos cargados positivamente y
funciona como el sensor de voltaje del canal, es decir cuando existe un cambio en el potencial de
membrana de la célula, el segmento S4 se mueve y provoca un cambio conformacional en la proteina del
canal que permite la apertura del poro de conduccion (Catterall 2003). Obtenido de Bennett et al., 2019.

1.4.3 Biofisica

El canal Nav1.7 produce corrientes ionicas con una rapida activacion e
inactivacion. Se caracteriza por una lenta recuperacion desde de la inactivacion
y su corriente es blogqueada a concentraciones nanomolares de tetrodotoxina
(TTX) perteneciendo asi a los canales de sodio sensibles a esta toxina (TTX-S)
en comparacion con otros miembros de la familia de canales de sodio que
requieren de concentraciones micromolares de la toxina para su inhibicion como
lo son las subunidades Nav1.5, Nav1.8, Nav1.9 y se clasifican como resistentes
ala TTX (TTX-R) (Bennett et al., 2019; Dib-Hajj et al., 2012; Mattei, 2018).

1.4.4 Farmacologia

Hay dos categorias amplias de moduladores de canal Nav1.7: los bloqueadores
de poros que ocluyen fisicamente el poro del canal, y los que modulan la
dependencia del voltaje de canal. Los bloqueadores de poros tienen siempre
efectos inhibidores sobre la actividad del canal, mientras que los modificadores
pueden tener tanto efectos activadores como inhibidores. Para Nav1.7 los
principales blogueadores tetrodotoxina, saxitoxina, anestésicos locales,
antiepilépticos y antiarritmicos, mientras que los principales activadores son
Veratridina y batracotoxina (Eagles et al., 2020; Catterall et al., 2005).

Por otra parte, existen 79 anticuerpos monoclonales aprobados por la FDA como
inhibidores de Nav1.7 los cuales ofrecen varios beneficios que incluyen alta
selectividad y afinidad, baja toxicidad y larga vida media. Un ejemplo es SVmabl
el cual inhibe potentemente los canales Nav1.7 con una concentracién inhibitoria
50 (ICs0) de 31 nM y proporcionaba analgesia en modelos de ratén con dolor
inducido por formalina y dolor neuropético crénico, independientemente de la via
de administracion. (Eagles et al., 2020; Liu et al.,2016).



Se ha encontrado que el nivel de expresibn de Nav1.7 se asocia
significativamente con el tamafo del tumor y la supervivencia de las células
tumorales. Sin embargo, la inhibicién de Nav1.7 por algunos bloqueadores como
PF-05089771 inducen un aumento en el nimero de células apoptéticas y
disminuyen el potencial invasivo de células de cancer de endometrio (Liu et al.,
2019)

1.4.5 Papel de Nav1,7 en la Fisiologia y Fisiopatologia

La nocicepcion es un proceso fisiolégico que involucra la activacion de la
sefalizacion neuronal que es esencial para la percepcion del dolor. Si bien la
nocicepcion es importante para la supervivencia, ya que advierte sobre cualquier
estimulo dafiino o potencialmente dafino, el dolor patolégico no lo es y puede
ser extremadamente debilitante si persiste. Se ha demostrado que varios
canales ionicos expresados en las neuronas nociceptivas desempefian un papel
en la induccioén del dolor, en particular, el canal Nav1.7. Este canal se expresa,
preferentemente, en las neuronas nociceptivas de conduccién mas lentay en las
neuronas simpaticas, estando predominantemente asociado en trastornos de
dolor en humanos (Emery et al., 2016; Hameed, 2019).

El mecanismo propuesto del papel de Nav1.7 en la fisiopatologia del dolor
neuropatico (dolor que surge como consecuencia directa de una lesién o
enfermedad que afecta el sistema somatosensorial) es que la lesion nerviosa
conduce a un mayor numero de quinasas como p38 MAPK (proteinas quinasas
activadas por mitégenos) y ERK1/2 (quinasas reguladas por sefiales
extracelulares). Esto conduce a la modulacion de los canales Nav1.7 y Nav1.8 el
cual contribuye a una mayor descarga espontanea conducen a dolor espontaneo
e hipersensibilidad. Por su parte, en el dolor inflamatorio (se produce como
resultado de una lesion tisular relacionada con la inflamacion) las células
inflamatorias y los mediadores estan presentes en mayor nimero en el sitio de
lesion e inflamacion del tejido. Esto da como resultado un mayor namero de
guinasas como lo son PKA (proteina quinasa A), PKC (proteina quinasa C) y p38
MAPK las cuales fosforilan y modulan los canales Nav1.7 y Nav1.8, que estan
regulados al alza en los nociceptores que inervan el tejido dafiado lo cual
conduce a un aumento en los potenciales de accidén ectdpicos lo que da como
resultado dolor e hipersensibilidad espontaneos (Figura5) (Hameed, 2019).
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Figura 5. Participacion del canal Nav1.7 en el dolor. El canal Nay1.7 tiene la funcién de activar las
neuronas sensoriales que detectan el dolor para dar orientacion y provocar la propagacion del estimulo
doloroso.

En muchos tipos de cancer, las células malignas muestran una expresion de
complejos Nav. Tanto la expresion de novo como la regulada al alza de Nav se
correlacionan directamente con el grado de malignidad. De hecho, en las células
cancerosas, los Nav participan en la migracion celular, la invasividad y la
metastasis tumoral. (Banderali et al., 2023). Para el caso de Nav1.7 este tiene
una expresion muy alta en numerosos tipos diferentes de cancer y, como en el
caso de otros Nav, sus niveles de expresion se correlacionan directamente con
un comportamiento maligno, un mal prondstico y una baja supervivencia del
paciente. Por medio de experimentos de Western blot se ha encontrado en varias
lineas celulares de cancer humano altos niveles de expresion de Nav1.7 en
SKOV3 (cancer de ovario) y dos lineas celulares de glioblastoma, US7MG y
U87MGuvlll, asi como en lineas celulares de cancer de pancreas humano Capan-
1, Bxpc3, Mia-Paca2 y Panc1. Por su parte se ha reportado niveles moderados
de expresion de Nav1.7 en LN18 (glioblastoma), DU-145 (cancer de prostata) y
Jurkat (leucemia). (Banderali et al., 2023)

1.4.6 Canalopatias

Nav1.7 gand especial atenciébn como un objetivo putativo del dolor después del
descubrimiento de que las mutaciones en SCN9A, el gen que codifica para el
canal Navl.7, subyace a la condicion de Insensibilidad Congénita al Dolor, en
donde ademas de la falta de nocicepcion, estos pacientes presentan anosmia
parcial como unico deterioro sensorial adicional. EI examen detallado de
pacientes con esta condicion revel6 inteligencia normal, reflejos tendinosos,
funcion autonémica, reaccién intradérmica de histamina, asi como sentidos tactil,
térmico y vibratorio normales, sin embargo, la ausencia de un comportamiento
nocifensivo conduce a una acumulacion de lesiones indoloras, mordeduras,
contusiones, fracturas 6seas y una reduccién de la esperanza de vida (Vetter et
al., 2017).



Por otro lado, mutaciones de ganancia de funcion en las cuales se modifica la
activacion de Nav1.7 a potenciales mas negativos, que a su vez conduce a
hiperexcitabilidad causan enfermedades como la eritromelalgia primaria del
sindrome de dolor neuropético crénico. Esta se caracteriza por ataques
dolorosos insoportables en las extremidades que comienzan en la nifiez y
progresan a lo largo de la vida, lo que conlleva a que las actividades cotidianas
puedan ser factores desencadenantes de dolor, como estar de pie durante
mucho tiempo, un ligero aumento de la temperatura ambiente, hacer ejercicio o
usar ropa abrigada (Lampert et al., 2010).

Asi mismo, la expresion de canales de sodio dependientes de voltaje se ha
asociado con la motilidad celular y el comportamiento metastasico, es asi como
investigaciones previas han demostrado que las concentraciones de Na* son
notablemente mas altas en los tumores que en los tejidos normales, y que este
fendmeno esta intimamente relacionado con la tumorigénesis. (Xia et al., 2016)
En particular se ha observado que Nav1.7, se expresa ectopicamente en ciertos
tipos de cancer y juegan un papel en el desarrollo de cancer, un ejemplo es el
cancer gastrico, en el que juega un papel esencial en el mantenimiento del
microambiente tumoral intracelular alcalino y extracelular acido, promoviendo la
progresion del cancer a través de la regulacion positiva del intercambiador de
Na*/H"* tipo 1 (NHE-1). El intercambiador NHE-1 juega un papel esencial en la
regulacion del pH del microambiente tumoral, alcalinizando el citoplasma y
acidificando el espacio extracelular mediante la importaciéon de Na*™ y la
exportacion de H* en una proporcion de 1:1 (Xia et al., 2016; Litan et al., 2015).

Los canales de sodio Nav1.7 son de gran interés biomédico para el desarrollo de
nuevas terapias. No obstante, no es una tarea facil, ya que la clave para el
desarrollo de inhibidores seguros del canal Nav1.7 es la selectividad de los
compuestos propuestos a dicho canal. La expresion de los canales de Na*
dependientes de voltaje, se limita principalmente a las neuronas y a las células
musculares. Aqui controlan numerosas funciones corporales esenciales
incluyendo la cognicion, la entrada sensorial, la funcion autébnoma, el ritmo
cardiaco, y el control muscular, siendo asi, sumamente importante que los
métodos de analgesia realmente sean bloqueadores selectivos de Nav1.7, ya
gue de lo contrario se estarian perjudicando rutas importantes de la fisiologia
humana (Medina et al., 2022).

Debido a que las investigaciones demuestran que la actividad del canal Kv10.1
y Nav1.7 es participe de multiples procesos relevantes en la carcinogénesis,
afectando los hallmarks del cancer y dando lugar a la progresion de la
enfermedad. Es de vital importancia médica indagar en nuevas formas de
modular su actividad para asi encontrar nuevas dianas terapéuticas para
enfermedades como el cancer.



1.5 El receptor Sigma-1

Sigma-1 (SiglR) es una proteina de 25-kDa que funciona como “chaperona”
molecular la cual reside principalmente en la membrana del reticulo
endoplasmico con capacidad de translocacion a la membrana plasmatica,
aunque también es posible encontrarla en la mitocondria y nucleo (Hanner et al.,
1996). El andlisis de cristalografia de rayos X del receptor SiglR reveld una
estructura trimérica, en la que cada receptor del trimero tiene un solo dominio
transmembrana que lo ancla al lado citosélico del reticulo endoplasmico y esta
conformado de una cadena polipeptidica de 223 aminoacidos (Figura 6) (Liu et
al., 2017; Chu et al., 2015)

Cytosolic side

. S
Figura 6. Estructura tridimensional de SiglR. El receptor muestra una estructura triangular que
comprende tres protomeros estrechamente asociados, cada uno con un solo dominio transmembrana.
Obtenido de Schmidt et al., 2016.

Los receptores sigma-1 se encuentran particularmente concentrados en la
membrana del reticulo endoplasmico asociada a las mitocondrias. En
situaciones de estrés celular, es decir, cuando el Ca?" intracelular aumenta, los
receptores sigma-1 se activan y trasladan a otras areas de la célula. Esto permite
su interaccion con diversas proteinas de membrana. Una vez que los receptores
sigma-1 interaccionan con sus proteinas asociadas, actuan como una subunidad
reguladora y tienen un impacto en la regulacion de los procesos de
neurotransmision. Por lo anterior los ligandos sigma-1 han sido propuestos como
herramientas terapéuticas para tratar diversas patologias de origen nervioso,
incluyendo la depresion y la ansiedad, los trastornos en la memoria y el
aprendizaje, y el dolor (Hayashi & Su, 2007; Sanchez—Fernandez et al., 2017).

Si bien el receptor SiglR se ha estudiado principalmente por sus funciones
dentro del sistema nervioso, se ha relacionado también con muchos estados de
enfermedad y condiciones diversas. El receptor SiglR se ha identificado en una
amplia variedad de tumores humanos que se originan en tejidos neuronales pero
también en aquellos no neuronales, un ejemplo de ello es su expresion en células
de melanoma, cancer de colon y adenocarcinoma de mama humano (Brimson
etal., 2020). Evidencias sugieren que los agonistas del receptor Sig1lR presentan
efectos positivos en el tratamiento de afecciones mentales, como la depresion,
el Alzheimer y la adiccién a las drogas (Schmidt et al., 2016). Por el contrario, los
antagonistas del receptor SiglR pueden usarse en el diagndstico y tratamiento



de muchos canceres; ademas también tienen propiedades analgésicas (Brimson
et al., 2020; Schmidt et al., 2016; Maurice et al., 2009).

El receptor SiglR se ha convertido en uno de los nuevos y mas prometedores
objetivos farmacoldgicos en el dolor y otras patologias. Los transcritos y proteina
del receptor SiglR se expresan en altos niveles de control del dolor tanto en el
sistema nervioso central como en el periférico. El receptor SiglR interactia
fisicamente con los receptores de opioides restringiendo su funcionamiento, por
lo que la inhibicién de SiglR mejora la analgesia y puede aumentar los efectos
antihiperalgésicos de los péptidos opioides enddgenos, producidos naturalmente
por las células inmunitarias, que se acumulan en el sitio inflamado para aliviar el
dolor inflamatorio (Bravo, et al., 2019; Ruiz, et al., 2020).

Se ha demostrado que el receptor SiglR también se encuentra sobre expresado
y participa en la biologia de la carcinogénesis en una variedad de tumores,
aunque su gen SIGMAR1 no es considerado un oncogén. Las evidencias
sugieren que el gen SIGMAR1 esta regulado positivamente en varios tipos de
cancer, incluidos aquellos originados en pulmén, mama, esoéfago, pancreas,
préstata e higado, asi como en glioblastoma. En células homdélogas normales
provenientes de los mismos tejidos el gen SIGMAR1 se ha identificado
expresado en niveles bajos (Kim et al., 2017). Por otra parte, se ha encontrado
un aumento de Sig1R en células cancerosas de alto potencial metastasico, lo
gue puede sugerir un vinculo entre su expresion y la agresividad (Borde et al.,
2023). Esto ha dado como resultado que numerosos estudios preclinicos estén
evaluado la utilidad de los farmacos especificos para SiglR marcados
radiactivamente como agentes de formacion de imagenes tumorales junto con
técnicas como la tomografia por emision de positrones o la tomografia
computarizada por emision de foton unico (Kim et al., 2017; Borde et al., 2023;
Robinson et al., 2023).

Los receptores SiglR interactian con canales ionicos, receptores acoplados a
proteina G (GPCR) y moléculas de sefalizacion celular (Figura 7). Por tanto, no
sorprende que el receptor participe en diversos procesos fisiologicos y
farmacolégicos. Ademas, el receptor SiglR regula la compartimentacion de los
lipidos en el reticulo endoplasmico y su posterior transporte a la membrana
plasmatica y el citosol (Salaciak et al., 2022).
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Figura 7. Interaccidn de los receptores SiglR. El receptor Sig1R se transloca en varios compartimentos
celulares, interactuando con canales iénicos, receptores acoplados a proteina G, proteinas plasmaticas,
proteinas mitocondriales y proteinas nucleares. Obtenido de Salaciak et al., 2022.

1.5.1 Modulacién de canales ionicos por SiglR

SiglR es capaz de interaccionar con una gran variedad de canales iGnicos
modulando asi su actividad (Figura 8). Ademas, se ha demostrado que esta
modulacién en algunos casos resulta potenciada por agonistas de esta
chaperona e inhibida con la aplicacion de antagonistas de SiglR, aunque los
mecanismos de accion no se conocen completamente. Se ha demostrado que la
interaccion de SigR1 con canales Kv1.2, aumenta su expresion superficial.
También inhibe los canales Kv1.3, Kv1.4y Kv1.5, regula los canales Kv2.1, inhibe
el voltaje de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L y N, inhibe los
canales de iones de sodio dependientes de voltaje: Navl.2/Navl.4 y Navl.5y
regula los canales hERG (Salaciak et al., 2022; Morales-Lazaro et al., 2019).
Ademas, los receptores SiglR inhiben los canales idnicos sensibles al acido
(ASIC1a) activando una proteina G sensible a PTX y estimulando la calcineurina
unida a AKAP150. (Morales-Lazaro et al., 2019) También inhiben el Ca?" al
disminuir el acoplamiento de la molécula de interaccion estromal 1 con la
proteina 1 del canal de calcio activada por liberacién de calcio (Morales-Lazaro
etal., 2019; Abraham et al., 2019; Aydar et al., 2002; Kinoshita et al., 2021; Zhang
et al., 2005; Church et al., 1995; Gao et al.,, 2012; Johannessen et al., 2009;
Balasuriya et al., 2014; Carnally et al., 2010; Srivats et al., 2016).



Figura 8. Proteinas que interactdan con el receptor SiglR. Obtenido de Su et al., 2016.
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Tabla 1. Principales interacciones de SiglR con canales iénicos. Modificada de Ryskamp et al., 2019.
1.5.2 Farmacologia del SiglR

Se han clasificado los compuestos como agonistas del receptor SiglR si inducen
efectos mediados por el receptor SiglR en estudios con animales 0 se asemejan
a los fenotipos de sobreexpresion del receptor, como una mayor translocacion
de los receptores SiglR a la membrana plasmatica, interaccion con varias
proteinas, neuroproteccion, pero también aumento de la proliferacion de células
cancerosas. Por el contrario, los antagonistas de SiglR son compuestos que no
ejercen efectos farmacologicos por si mismos, sino que suprimen los efectos de
la activacion de los receptores o imitan el fenotipo de la su desactivaciéon. Este
efecto resulta de como los ligandos del receptor SiglR afectan el proceso de
oligomerizacion: los antagonistas promueven los oligdbmeros de alto orden,
mientras que los agonistas, los monémeros y los dimeros (Tabla 2) (Salaciak et
al., 2022).

Tabla 2. Agonistas y Antagonistas de SiglR. Obtenido de Ishikawa, et al., 2010

AGONISTA ANTAGONISTA
Fluvoxamine NE-100
Igmesine Haloperidol
Pregnenolone-S Sertraline
DHEA-S BD1047
Donepezil BD1063

PPBP

SA4503

PRE-048

(+)SKF10047




Otro mecanismo de regulacion del receptor Sig1R es por medio de la interaccion
con la chaperona BiP (proteina de unién a inmunoglobulina). El receptor SiglR
gue forma un complejo con BiP esta en un estado latente, mientras que el
receptor SiglR que se disocia de BiP ejerce una actividad de chaperona maxima.
La asociacion entre los receptores SiglR y BiP es dependiente de Ca?*y, por lo
tanto, el agotamiento de Ca?* en el reticulo endoplasmico activa la chaperona del
receptor SiglR. Es importante destacar que, incluso en presencia de Ca?*, los
agonistas del receptor SiglR provocan la disociacion de BiP de los receptores
SiglR, lo que lleva a la activacidn de las chaperonas del receptor Sig1lR. Algunos
de los antagonistas del receptor SiglR inhiben la accion de sus agonistas. Por
lo tanto, los farmacos sintéticos que pueden asociarse con los receptores SiglR
activan o inhiben la actividad chaperona del receptor SiglR (Ishikawa, et al.,
2010; Hayashi, T. 2015).

Ademas, no podemos asumir que todos los agonistas potenciales del receptor
SiglR estabilizan solo la estructura monomérica y los antagonistas a los
oligdbmeros de alto peso molecular. Por lo tanto, los datos estructurales actuales
son insuficientes para diferenciar la actividad intrinseca de los ligandos del
receptor SiglR. Lo que vale la pena mencionar es que los agonistas y
antagonistas afectan la estabilidad de los multimeros de los receptores SiglR,
disminuyendo o aumentando el numero de multimeros del receptor,
respectivamente (Salaciak et al., 2022).

1.6 Compuesto SA4503

La Cutamesina o} SA4503 (1-(3,4-Dimethoxyphenethyl)-4-(3-
phenylpropyl)piperazine dihydrochloride) (Figura 9) es un agonista del receptor
SiglR potente y selectivo, exhibiendo una afinidad 100 veces menor para el
subtipo de receptor sigma 2 y poca o ninguna afinidad hacia otros 36 receptores,
canales idnicos y sistemas de segundo mensajero (Senda et al., 1996).

Hasta la fecha, solo SA4503 (cutamesina) ha completado los ensayos clinicos
de fase Il para el trastorno depresivo mayor. Ademas, el compuesto también se
probo para la seguridad y la restauracion de la funcion motora en pacientes
después de un accidente cerebrovascular isquémico agudo (Ishikawa, et al.,
2010).



«2HCI

OCH3;

Figura 9. Estructura molecular de SA4503. Obtenido de Merck, 2022.
1.7 Compuesto BD1047

El BD1047 (Figura 10) es un antagonista selectivo del receptor SiglR que se
utiliza en la investigacion del receptor sigma para ayudar a diferenciar y
caracterizar la funcion y el papel del receptor SiglR versus otros subtipos del
receptor sigma. BD1047 también se ha utilizado para ayudar a definir el papel de
Sig1R en los procesos neurolégicos (Roh et al., 2014)
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Figura 10. Estructura molecular BD1047. Obtenido de Merk, 2022.



2. JUSTIFICACION

La expresion enriquecida del canal Kv10.1 en células cancerosas, su expresion
limitada en otros tejidos y su localizacibn en membrana hacen de Kv10.1 una
proteina prometedora en la investigacion del cancer, convirtiéendose en un
marcador tumoral potencial o en una diana de farmacos contra el cancer, con
especial interés en la investigacion sobre los mecanismos que regulan su
expresion. Asi mismo se ha descrito que el canal Nav1.7 desempefia un papel
crucial en el desarrollo y progresion del cancer, o que no ha convertido en el
foco de investigacion, ademas, Nav1.7 (Luis et al.,2022; Liu et al., 2019; Pérez
et al., 2017).

Por lo anterior, los canales i6nicos como blancos para el tratamiento de
enfermedades son cada vez mas recurridos y desde el descubrimiento del
receptor SiglR esta se ha convertido en una interesante diana farmacologica,
debido a que, entre sus diversas funciones destaca como una de sus
caracteristicas mas intrigantes la capacidad de regular la funcién y el trafico de
una gran variedad de proteinas membranales. Se ha descubierto que SiglR
regula canales ionicos, entre ellos los activados por voltaje como lo son canales
de K"y Na*. Esta funcién reguladora le da una poderosa capacidad de regular lo
gue parece favorecer la supervivencia celular en contextos patoldgicos. Es asi
como la utilizacion de moduladores de SiglR en donde se encuentran los
agonistas como el SA4503 (cuya interaccion ha sido investigada en amplios
estudios clinicos) y los antagonistas como el BD1047 (utilizado para la
eliminacion de la percepciéon anormal del dolor en modelos de cancer de hueso)
ha sido ampliamente recurrida para el estudio de diversas patologias (Soriani, et
al., 2019).

En esta tesis se explora la modulacion que tiene la chaperona SiglR en los
canales ionicos Nav1.7 y Kv10.1, buscando los efectos que tienen antagonistas
y agonistas sobre la electrofisiologia, invasion y viabilidad de células que
expresan estos canales.



3. HIPOTESIS

La modulacién farmacologica de la chaperona Sigma-1 es capaz de regular la
funcién de los canales i6nicos Kv10.1 y Nav1.7.



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de SA4503 y BD1047, moduladores de la chaperona Sigma-1
sobre las corrientes mediadas por los canales Nav1.7 y Kv10.1, la capacidad
invasiva y viabilidad de células HEK-293 con expresion de estos canales.

4.2 Objetivos particulares

e |dentificar la presencia de la chaperona Sigma-1 en la linea celular HEK-
293 a través de ensayos de inmunofluorescencia.

e Estudiar mediante ensayos electrofisioldgicos de patch-clamp el efecto
del agonista y antagonista de Sigma-1, SA4503 y BD1047, sobre la
biofisica de los canales Nav1.7 y Kv10.1 tales como: densidad de
corriente, conductancias y Viz de activacion; a las 24 y 48 horas de
tratamiento.

e Evaluar el efecto de SA4503 y BD1047 sobre la migracion, capacidad
invasiva y viabilidad en células HEK-293 con expresion del canal Nav1.7
y Kv10.1 después de 24 horas de tratamiento.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cultivos celulares:

Las lineas celulares utilizadas a lo largo de los experimentos fueron las lineas
celulares HEK-293 (Human Embrionary Kidney, por sus siglas en inglés)
silvestres o WildType (HEK-WT; CRL-1573, ATCC), HEK-293 las cuales
expresan de forma estable el canal humano de potasio Kv10.1 (HEK-Kv10.1;
donadas amablemente por los Drs. Walter Stihmer y Luis A. Pardo del Max-
Planck-Institute of Experimental Medicine, Géttingen) y células HEK-293 con
expresion transitoria del canal humano de sodio Nav1.7 (HEK- Nav1.7; 60507,
BPS Bioscience) las cuales fueron sembradas en placas de cultivo de 24 pozos
para su crecimiento. Las células HEK-WT y HEK-Kv10.1 se mantuvieron en
medio de cultivo DMEM (11965092, Gibco) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (261400087, Gibco), 1% de penicilina/estreptomicina (15140122, Gibco),
las células HEK-Kv10.1 adicionalmente tenian zeocina como antibidtico de
seleccion (30 pg/ml, R25001, Invitrogen). Las células HEK-Nav1.7 se
mantuvieron para su crecimiento en medio de cultivo DMEM suplementado con
10% de suero fetal bovino, 1% de penicilina/estreptomicina, 10 pg/ml de
blasticidina (R210-01, Gibco) y 200 pg/ml de zeocina; 24 horas antes de los
experimentos, el medio de crecimiento fue cambiado por un medio para la
expresion de los canales ionicos de sodio, el cual estd compuesto de DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 10 pg/ml de doxiciclina (sc-
337691, Santa Cruz Biotechnology) y 3 mM de butirato de sodio (sc-202341B,
Santa Cruz Biotechnology). Las células se incubaron a 37 °C y 5% de COa-.
Después de 18 a 24 horas de sembradas, las células se levantaron a través de
medios enzimaticos y mecanicos, para lo cual a los pozos de cultivo se les retird
el medio y se les afadio tripsina (sc-391060, Santa Cruz Biotechnology) durante
1 minuto, posteriormente se les agregdé medio de cultivo completo y se
disgregaron las células adheridas con una pipeta de cultivo (disociacion
mecanica), las células en suspension se centrifugaron durante 5 minutos a 300
rcf, después el sobrenadante es retirado, y fueron preparadas para los distintos
experimentos con tratamientos de SA4503 y BD1047 a distintas
concentraciones.

5.2 Electrofisiologia

Una vez despegadas las células fueron depositadas en cubreobjetos control,
SA4503 y BD1047 a 50 yM para HEK-Kv10.1 y a 25 yM para HEK-Nav1.7.
Posteriormente los cristales con las células se colocaron en una camara de
registros, manteniendo a las células siempre en solucion extracelular (Tabla 5y
6). Las corrientes idnicas generadas por las células HEK-Kv10.1 y HEK-Nav1.7
fueron estudiadas mediante la técnica de patch-clamp en el modo de fijacion de
voltaje en la configuracion de célula completa, dichos experimentos fueron
realizados a temperatura ambiente.



Reactivos Solucién intracelular [ MM]  Solucién extracelular [mM]

KCI 140 54
NaCl - 140
MgCl, 1 1.2
EGTA 10 -
HEPES 10 10
Glucosa - 10
CaCl; - 1.8

pH 7.2% 7.4%*
Osmolaridad 300 mOsm 300 mOsm

*ajustado con KOH; ** ajustado con NaOH

Tabla 3. Soluciones para registros electrofisiolégicos HEK-Kv10.1

Reactivos Solucion intracelular [mM]  Solucion extracelular [mM]
KCI 40 5
NacCl 10 140
MgCl, 3 1.2
EGTA 5 -
HEPES 10 10
Glucosa 10 10
Gluconato de K* 95 -
CaCl; - 1.8

pH 7.4* 7.4*
Osmolaridad 300 mOsm 300 mOsm

*ajustado con KOH; ** ajustado con NaOH



Tabla 4. Soluciones para registros electrofisiolégicos HEK-Nay1.7

Para construir las gréaficas de corriente contra voltaje de las células HEK- Kv10.1
(I-V), el potencial de membrana de las células se fij6 a -70 mV, desde este voltaje
las corrientes fueron activadas con pulsos de voltaje de -100 a +50 mV en pasos
de 10 mV, los cuales tenian 250 ms de duracién (Figura 11A izquierda), en este
protocolo se midi6 la amplitud de la corriente (Figura 11A derecha). Para el
proceso de inactivaciéon dependiente de voltaje se usé un protocolo de doble
pulso, en el cual se aplicaban pulsos de prueba de —110 a +50 mV en pasos de
20 mV durante 1.5 ms seguido de un pulso fijo a +30mV (Figura 11B). En el caso
de las células Navl1.7 para la construccion de las graficas I-V, el potencial de
membrana de las células se fij6 a —70mV, desde ese voltaje las corrientes se
activaron con pulsos que fueron desde —100 a +50 mV con una duracién de 100
ms seguidos de un pulso fijo a 0 mV durante 30 ms (Figura 11C).

+50mV
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110mV
+50mV
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- . AOmv omv L"
-100mV

Figura 11. Protocolos experimentos electrofisiologia. A) A la izquierda protocolo de pasos de voltaje
para construir curvas I-V de HEK-Ky10.1, iniciando en —110 mV y terminando en +50 mV con deltas de
10mV; a la derecha ejemplo de corrientes HEK-Ky10.1, en sombreado las regiones usadas para
cuantificar la amplitud de la corriente. B) Protocolo de doble pulso para células HEK-Kvy10.1 en donde se
inicia de —110mV a +50 mV en deltas de 10 mV seguido de un pulso que se mantiene fijo a +30 mV. C)
Protocolo de doble pulso para el estudio de HEK-Nay1.7, inicia de =100 mV a +50 mV en deltas de 10
mV seguido de un pulso fijo a 0 mV. Todos los protocolos fueron hechos con un voltaje de
mantenimiento de -70 mV.

Las corrientes se registraron con un amplificador Multiclamp 700B (Molecular
Devices), a una velocidad de muestreo de 10 kHz y un filtro pasabajas de 2 kHz.
La resistencia en serie fue compensada al 40%. Los datos se digitalizaron
usando el conversor analégico-digital Axon Digidata 1550 (Molecular Devices).
El control de los estimulos y la adquisicion de datos se realizé con el programa
pClamp 10 (Molecular Devices). En los experimentos se utilizaron pipetas con



una resistencia de 2-5 MQ fabricadas con capilares de vidrio de borosilicato
(Kwik-Fil, WPI, USA).

5.3 Ensayo de viabilidad.

La viabilidad celular se cuantifico a través de la medicion simultanea de la
fluorescencia, para el caso de HEK-Nav1.7 (Debido a que expresa la proteina
GFP), la fluorescencia fue emitida por las moléculas calceina-AM de color rojo-
anaranjado (577/590 nm) (C34851, Invitrogen) y DAPI (341/452 nm) (112002,
Cell Biolabs), por su parte para HEK-Kv10.1 y HEK-WT se utilizé calceina-AM
de color verde (517/494 nm) (ENZ-52002, Enzo Life Sciences) y yoduro de
propidio de color rojo (535/617 nm) (ENZ-52403, Enzo Life Sciences).

Las ceélulas se sembraron a una concentracion de 5,000 células por pozo en
placas de cultivo de 24 pozos (3524, Costar) y se incubaron a 37 °C y 5% de
CO2 durante 24 horas. Transcurrida las 24 horas, el medio de cada pozo fue
sustituido por medio completo fresco adicionado con cada una de las moléculas
a ensayar (SA4503 y BD1047) a 25 uyM y 10 uM para HEK-Nav1.7 y a 50 yM y
25 yM para el caso de HEK- Kv10.1 y HEK-WT, posteriormente se incubaron
durante 24 horas. Transcurrido dicho tiempo, el medio de cada pozo fue
sustituido PBS (solucion amortiguadora de fosfato con pH 7.4, por sus siglas en
inglés) que contenia las moléculas fluorescentes correspondientes para cada
linea celular a 1 yM; las células en estas condiciones fueron incubadas durante
15 min. Transcurrido este tiempo las placas de cultivo con las células fueron
colocadas en el equipo ImageXpress Micro XLS (Molecular Devices), el cual es
un microscopio de epifluorescencia invertido automatizado. Las células vivas
para el caso de HEK- Kv10.1 y HEK-WT fueron aquellas que mostraban sefial
fluorescente para calceina-Verde y las células muertas aquellas que mostraban
sefal para loduro de propidio (Rojo), mientras que para las células HEK- Nav1.7,
las células vivas mostraban sefal fluorescente para calceina-Roja y las células
muertas mostraban sefial para DAPI (Azul). Las imagenes fueron tomadas
usando un objetivo de 20x. Para la cuantificacién de células vivas y muertas se
tomaron 9 imagenes por pozo. Como control positivo de células muertas se usé
Triton al 0.1%. Las fotografias capturadas fueron analizadas por el procesador
de imagenes FIJI.

Asi mismo se realiz6 un analisis morfolégico a 24 horas. Para ello, se midi6 el
cociente indicativo de la morfologia celular (CMC) en donde se tomdé como eje
mayor a la longitud mayor de la célula y el eje menor. (Fig. 12)
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Figura 12. Célculo de la morfologia celular.
5.4 Ensayo de Invasividad

Todas las lineas celulares fueron evaluadas en un experimento de invasividad,
en el cual las células previamente suspendidas en medio completo con 0.5% de
suero fetal bovino y al cual se le anadié cada compuesto a 25 yM para HEK-
Nav1.7 y a 50 yM para HEK- Kv10.1 y HEK-WT para posteriormente ser
plantadas a una densidad de 15,000 células por pozo en insertos con
membranas de PET en formato para 24 pocillos las cuales son tratadas por la
parte inferior de su superficie con matrigel durante 40 minutos, como se muestra
en la figura 13, por la parte de abajo de la canastilla se utiliz6 medio completo
con 10% de suero fetal bovino como quimioatrayente. Transcurridas 24 horas de
cultivo se limpié la parte superior de la membrana y se afiadio al medio calceina-
AM de color verde (517/494 nm) para marcar membranas de las lineas HEK-WT
y HEK-Kv10.1 y Hoescht para marcar nacleos (392/440 nm), para el caso de
HEK-Nav1.7 no se afiadié Calceina-Verde y en su lugar se ocupé el gen
reportero GFP que fluorese en Verde. Se capturan las imagenes
correspondientes por la parte inferior de la membrana para contabilizar el nimero
de células que pudieron atravesarla. Todas las imagenes fueron adquiridas en el
equipo ImageXpress Micro XLS (Molecular Devices) usando un objetivo de 10x.
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Figura 13. Ensayo de Viabilidad. Representacion gréfica del ensayo de viabilidad en donde se explica la



disposicion de los elementos utilizados, en azul se muestra el medio con bajo porcentaje de suero fetal
bovino y en rojo el quimioatrayente con mayor cantidad de suero fetal bovino. Modificado de Pijuan et
al., 2019.

5.5 Inmunofluorescencia

Las células HEK-WT fueron sembradas en cubreobjetos tratados con laminina
(1 pg/mL) durante 30 min y con poli-I-lisina durante 15 min, esto para favorecer
su adhesion. Una vez sembradas las células se mantienen en cultivo durante
72hrs. Transcurrido este tiempo se comienza con el protocolo, como primer paso
se hace un doble lavado con PBS a 4 °C para continuar con la adicion de la
sonda lipofilica FMTM 4-64 FX, después de 5 min se hace un segundo doble
lavado con PBS para poder hacer la fijacion con paraformaldehido al 4% durante
30 minutos en los cuales las muestras se dejan en constante agitacion en hielo,
una vez pasados los 30 minutos se continua con un tercer doble lavado con PBS
para realizar después una permeabilizaciéon con Tritdn X-100 0.1% en hielo y
agitacion constante después de 10 min se prosigue a realizar el bloqueo con BSA
5% durante 3 H con agitacién constante a temperatura ambiente, se les adicion6
a las células después de las 3 H 700 pL de anticuerpo primario monoclonal de
ratén sigma receptor B-5 (SC-137075) (1:200) y se dejé incubar durante toda la
noche, posteriormente se remueve el anticuerpo primario y se hace un cuarto
doble lavado con PBS, para continuar con la adicion del anticuerpo secundario
Alexa488 alfa mouse (1:200) durante 30 minutos, se retira el anticuerpo
secundario y se realiza un ultimo doble lavado con PBS. Se realiza el montaje
de los cubreobjetos con Fluoroshield con DAPI y se deja secar durante 24 H
protegido de la luz. Las imagenes se adquirieron gracias a un microscopio
confocal Zeiss LSM 800 y con una magnificacion de 60x. Las imagenes fueron
analizadas con el software Fiji.

5.6 Moléculas.

Todos los compuestos fueron almacenados a -20°C en stocks disueltos en agua
y a una concentracion de 50 o 100 mM. Para los experimentos electrofisioldgicos
los compuestos se disolvieron a la concentracion deseada en solucion
extracelular normal de registro.

BD1047 (B8562, Sigma Aldrich); SA4503 (SML2181, Sigma Aldrich); Tritén X-
100 (X100-100ML, Sigma-Aldrich)

5.7 Andlisis

Los resultados fueron graficados y analizados usando el paquete de software
Origin 2016. Los andlisis estadisticos se analizaron usando Graph Prisma 9.0,
para la comparacion de estudios no pareados se utilizaron pruebas de t de
Student; para el analisis de los ensayos funcionales se utilizaron pruebas
ANOVA de una via con post hoc de Dunnet. El efecto fue estadisticamente
significativo cuando se obtuvo un valor de P<0.05. En lo que respecta a las
imagenes de Microscopia, se analizaron, procesaron y extrajeron los datos con



Fiji: ImageJ versién 1.53. Los datos se presentan en promedios con error
estandar.



6.RESULTADOS
6.1 La chaperona SiglR se expresa en células HEK WT

Ortiz-Renteria y colaboradores en 2018 determinaron a partir de microscopia
confocal si SiglR se encontraba presente en células HEK293. Exploramos la
expresion del receptor Sig1R mediante experimentos de inmunodeteccion y
microscopia de epifluorescencia usando el anticuerpo primario sigma receptor B-
5 el cual se une a la fraccion F5 del receptor Sig1R y anticuerpo secundario
Alexa488 alfa mouse en células HEK293 (WT). Los resultados indican la
presencia de Sig1R en células HEK293 (Fig. 14).

Campo claro FM 4-64FX

HEK-WT union inespecifica

Figura 14. Imagenes de inmunofluorescencia de células HEK-WT en las cuales se observa la fotografia
en microscopia de campo claro, SiglR fraccion F5 acoplado a Alexa488 (verde), nucleos tefiidos con
DAPI (azul), membrana celular tefiida con FMTM 4-64 X (rojo), y la fusién de estas. La barra blanca

representa 20 micrometros.

6.2 Modulacion farmacologica del receptor SiglR y su efecto sobre el canal
Kv10.1

Los experimentos se encaminaron a caracterizar el efecto de la modulaciéon de
la chaperona SiglR por las moléculas SA4503 (agonista) y BD1047
(antagonista) sobre las corrientes generadas por el canal Kv10.1. Las células
HEK con expresion estable del canal humano Kv10.1 (HEK- Kv10.1) generan
corrientes idnicas con caracteristicas electrofisiolégicas similares a las descritas
en la literatura en preparaciones nativas (asi como en trabajos previos en el
laboratorio) para este canal, con corrientes que incrementaban su amplitud
conforme el potencial de membrana se despolarizaba y no muestran inactivacion
durante la aplicacion de los pulsos de voltaje (Fig. 15A).



6.2.1 Efecto de SA4503 y BD1047 tras 24 H de incubacion sobre las corrientes
generadas por el canal Kv10.1

Después de 24 H incubadas con las diferentes moléculas de estudio
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Figura 15. Efecto de SA4503 Y BD1047 sobre las corrientes Kyv10.1 a las 24 H postratamiento. A)
Registro representativo de las corrientes idnicas registradas en células HEK- Ky10.1 en la situacion
control. B) Registro representativo del efecto del compuesto SA4503 sobre las corrientes i6nicas
generadas por el canal Kv10.1. C) Registro representativo del efecto del compuesto BD1047 sobre las
corrientes iénicas generadas por el canal Ky10.1.

Para poder comparar la amplitud de las corrientes en las tres situaciones
experimentales se procedio a obtener la densidad de corriente (pA/pF), lo cual
consiste en normalizar la corriente de cada célula entre su tamafo celular,
estimado a través del valor de la capacitancia de la célula (Cm). Al comparar
estas tres condiciones (Fig. 16A) podemos observar que las densidades de
corriente medidas a +50 mV de las células con tratamiento disminuyen con
respecto al control, siendo el compuesto BD1047 el que provoca disminucion de
aproximadamente el 63.2% y el SA4503 provoca una disminucién de
aproximadamente 45.1%. Al realizar el andlisis estadistico (Fig. 16B) se observa
gue SA4503 y el BD1047 produjeron una disminucién significativa de la corriente
con respecto al control.



Con los datos obtenidos de la familia de corrientes, se realizo el andlisis de
conductancia. En presencia de SA4503 Y BD1047 se observo que el V12 de
activacion se desplazé ligeramente hacia valores mas negativos de 12.5 + 0.8
mV en control (n = 15) a 3.7 £ 0.8 mV en presencia de SA4503 (n=13)y a 6.2
+ 0.7 mV en presencia de BD1047 (n = 11) (Fig. 16, C).
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Figura 16. Efecto de SA4503 Y BD1047 sobre el canal Ky10.1 a las 24 H postratamiento. A) Gréficas
de la densidad de corriente contra voltaje del Ky10.1 con el efecto de SA4503 y BD1047. Las corrientes
se encuentran normalizadas con respecto a la capacitancia de cada célula. B) Efecto de SA4503 y
BD1047 sobre las corrientes de Ky 10.1. * para una P<0.05 y **para una P<0.01. C) Graficas de
conductancia normalizada (G/Gmax), en la condicién control y en presencia de SA4503 y BD1047. Los
datos experimentales fueron ajustados con la ecuacion de Boltzmann (linea solida).

El canal Kv10.1 es un canal que practicamente no presenta inactivacion
dependiente de voltaje, no obstante, el SA4503 parece modificar este parametro
(Fig. 17A-C). Para estudiar esto se us6 un protocolo de doble pulso el cual
consistié en una serie de prepulsos despolarizantes, desde -110 mV a +50 mV
(1 s de duracion) en incrementos de 20 mV, seguidos cada uno de ellos por un
pulso de prueba a +30 mV (0.5 s duracién). Al realizar el analisis de la corriente
en el pulso de prueba se encontr6 que la normalizaciéon de la corriente I/Imax
(Fig. 17D) no presentaba cambios en presencia de algin compuesto con
respecto al control. Adicionalmente, se realiz6 un analisis para saber si existian
cambios en la activacién del canal, ajustando una exponencial sencilla en la parte
inicial de las corrientes, y se obtuvieron las constantes de tiempo de activacion
(Tau) de las 3 condiciones (Fig. 17E) y en donde tampoco se encontraron
diferencias en ninguna de las condiciones con respecto al control.
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Figura 17. Efecto de SA4503 Y BD1047 sobre las corrientes Ky10.1 a las 24 H postratamiento. A)
Registro representativo de las corrientes ionicas registradas en células control en un protocolo de doble
pulso. B) Registro representativo del efecto del compuesto SA4503 sobre las corrientes idnicas generadas
por el canal Kyv10.1 en un protocolo de doble pulso. C) Registro representativo del efecto del compuesto
BD1047 sobre las corrientes ionicas generadas por el canal Ky10.1 en un protocolo de doble pulso. D)
Gréfica de I/Imax de Kyv10.1 con el efecto de SA4503 y BD1047. E) Gréfica Tau de Kyv10.1 con el efecto
de SA4503 y BD1047.

6.2.2 Efecto de SA4503 Y BD1047 después de 48 H sobre las corrientes
generadas por el canal Kv10.1

Adicionalmente, se ensayo el efecto de ambos farmacos a las 48 H (Fig. 18A-C);
al igual que las 24h, se observo sobre la amplitud de las corrientes, sin embargo,
este efecto aparenta ser aun mayor ya que las corrientes idnicas generadas
fueron de menor amplitud que las registradas a las 24 h.
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Figura 18. Efecto de SA4503 Y BD1047 sobre las corrientes Kv10.1 a las 48 H postratamiento. A)
Registro representativo de las corrientes ionicas registradas en células control. B) Registro representativo
del efecto del compuesto SA4503 sobre las corrientes idnicas generadas por el canal Ky10.1. C) Registro

representativo del efecto del compuesto BD1047 sobre las corrientes idnicas generadas por el canal
Kv10.1.

Al obtener la densidad de corriente y comparar las tres condiciones (a un voltaje
de +50 mV) (Fig. 19) podemos observar que el compuesto BD1047 provoca una
disminucion de aproximadamente el 82.4% y el compuesto SA4503 provoca
aproximadamente una disminucion del 50.6%. Haciendo la comparacion de las
densidades de corriente (Fig. 19B) unicamente, el compuesto BD1047 produjo
una disminucioén significativa de la corriente con respecto al control (P = 0.008;
prueba t-Student no pareada).

Con los datos obtenidos de la familia de corrientes, se realiz6 el andlisis de
conductancia. En presencia de SA4503 Y BD1047 se observo que el V12 de
activacion se desplazé de mayor manera hacia valores mas negativos de 17.0 +
0.8 mV (n =16) en control a —2.6 + 0.3 mV (n =7) en presencia de SA4503 y de
-0.5+£ 0.7 mV (n=10) en presencia de BD1047 (Fig. 19C).
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Figura 19. Efecto de SA4503 Y BD1047 sobre el canal Kv10.1 a las 48 H postratamiento. En A)
graficas de la densidad de corriente de Kv10.1 con el efecto de SA4503 y BD1047. Las corrientes se
encuentran normalizadas con respecto a la capacitancia de cada célula. En B) efecto de SA4503 y
BD1047 sobre las corrientes de Kv10.1. ** para una P<0.01. En C) gréficas de conductancia normalizada
(G/Gwmax), en la situacién control y en presencia de SA4503 y BD1047. Los datos en control y con
SA4503 y BD1047 fueron ajustados con la ecuacién de Boltzmann (lineas solidas).

Como se menciona anteriormente para estudiar la inactivacion dependiente de
voltaje se uso un protocolo de doble pulso. Al realizar el analisis de la corriente
en el pulso de prueba se encontré que la normalizacién de la corriente I/lmax (Fig.
20D) no se observaron cambios en presencia de algin compuesto con respecto
al control. Igualmente, se realizé un andlisis para saber si existian cambios en la
activacion del canal, ajustando una exponencial sencilla en la parte inicial de las
corrientes, y se obtuvo la Tau de activacion de las 3 condiciones (Fig. 20E) en
donde tampoco se encontraron diferencias en ninguna de las condiciones con
respecto al control.
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Figura 20. Efecto de SA4503 Y BD1047 sobre las corrientes Ky10.1 a las 48 H postratamiento.
A)Reqgistro representativo de las corrientes ionicas registradas en células control en un protocolo de doble
pulso. B) Registro representativo del efecto compuesto SA4503 sobre las corrientes idnicas generadas por

el canal Ky10.1 en un protocolo de doble pulso. C) Registro representativo del efecto del compuesto

BD1047 sobre las corrientes idnicas generadas por el canal Ky10.1 en un protocolo de doble pulso. D)
Gréfica de I/Imax de Kv10.1 con el efecto de SA4503 y BD1047. E) Gréfica Tau de Ky10.1 con el efecto
de SA4503 y BD1047.

6.3 Modulacién farmacoldgica del receptor SiglR y su efecto sobre el
canal Nay1.7

Al igual que con el canal de potasio Kv10.1 estos experimentos se enfocaron en
el estudio del efecto de la modulacién de la chaperona SiglR por las moléculas
SA4503 sobre las corrientes generadas por el canal Nav1.7. Los registros
electrofisiologicos muestran que las células HEK-Nav1.7 generan corrientes
idnicas con caracteristicas similares a las descritas en la literatura para el canal
Nav1.7, siendo corrientes entrantes con una activacion e inactivacion rapiday un
voltaje de reversion cercano a +50 mV (Fig. 21A).

6.3.1 Efecto de SA4503 después de 24 H sobre las corrientes generadas por el
canal Nav1.7

Ya que el compuesto BD1047 parece comprometer la membrana celular en las
células HEK con expresion transitoria del canal humano Nav1.7 (HEK-Nav1.7)
no se pudo hacer un estudio sobre esta molécula. En presencia de SA4503 (Fig.
21B) la corriente no parece tener cambios respecto a la condicion control.
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Figura 21. Efecto de SA4503 sobre las corrientes Nay1.7 a las 24 H postratamiento. A) Registro
representativo de las corrientes idnicas registradas en células control. B) Registro representativo del
efecto del compuesto SA4503 sobre las corrientes idnicas generadas por el canal Nay1.7.

Al igual que con el canal Kv10.1 para poder comparar la amplitud de las
corrientes en las situaciones experimentales se procedié a obtener la densidad
de corriente (pA/pF). Al comparar las condiciones (Fig. 22A) no encontramos
cambios estadisticamente significativos para la condicion experimental con
respecto a la situacion control. (P>0.05; prueba t-Student no pareada). Con los
datos obtenidos de la familia de corrientes, se realiz6 el andlisis de conductancia.
En presencia de SA4503 se observd que el Viz de activacion se desplazé
ligeramente hacia valores mas positivos de —11.1 + 0.76 mV (n = 11) en control
a-10.5+2.2mV (n =11) en presencia de SA4503 (Fig. 22B).

Al realizar el andlisis de la corriente en el pulso fijo del protocolo se encontré que
la normalizacion de la corriente I/lvax (Fig. 22C) no presentaba cambios
significativos en presencia de algun compuesto con respecto al control. Para
conocer la probabilidad de la apertura de los canales de sodio después de una
inactivacién, esto mejor conocido como “Corriente de ventana”, se hizo un
sobrelapamiento de las curvas de I/lwax vs G/Gwuax (Fig. 22C) que gobiernan el
canal de sodio y se encontré que estas corrientes de ventana no diferian entre
Si.
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Figura 22. Efecto de SA4503 sobre el canal Nay1.7 a las 24 H postratamiento. En A) gréaficas de la
densidad de corriente de Nayv1.7 con el efecto de SA4503. Las corrientes se encuentran normalizadas con
respecto a la capacitancia de cada célula. En B) efecto de SA4503 sobre las corrientes de Nay1.7 medido
a0 mV. En C) gréficas de conductancia normalizada (G/Gmax) € inactivacién de corriente (I/Imax) en la
situacion control y en presencia de SA4503. Los datos en control y con SA4503 fueron ajustados con la

ecuacion de Boltzmann.

6.3.2 Efecto de SA4503 después de 48 H sobre las corrientes generadas por el
canal Nav1.7

Al igual que para 24 H las corrientes control (Fig. 23A) y las corrientes con el
compuesto SA4503 (Fig. 23B) no presentaron diferencias significativas después
de estar con el compuesto en incubacién durante 48 h.
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Figura 23. Efecto de SA4503 sobre las corrientes Nay1.7 a las 48 H postratamiento. A) Registro
representativo de las corrientes ionicas registradas en células control. B) Registro representativo del
efecto del compuesto SA4503 sobre las corrientes ionicas generadas por el canal Nay1.7.

Por su parte, al realizar la normalizacion de la corriente con la capacitancia
celular para control y para la molécula SA4503 (Fig. 24A) y realizar una
comparacion de ambas densidades de corriente (Fig. 24B) no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (P>0.05; prueba t-Student no
pareada) al igual que en 24h. Asi mismo, en cuanto a la V12 de activaciéon se
desplazo ligeramente hacia valores mas positivos de -16.5+ 0.3 mV (n=11) en
control a -15.7 £ 0.6 (n = 11) en presencia de SA4503 (Fig. 24C).

En cuanto a la “corriente de ventana” de igual manera que a 24 H no se encontro
diferencia alguna entre la condicién control y la condicién con SA4503.
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24. Efecto de SA4503 sobre el canal Nay1.7 tratamiento de 48 h. En A) gréficas de la densidad de
corriente de Nay1.7 con el efecto de SA4503. Las corrientes se encuentran normalizadas con respecto a la
capacitancia de cada célula. En B) efecto de SA4503 sobre las corrientes de Nay1.7. En C) gréficas de
conductancia normalizada (G/Gwmax) e inactivacién de corriente normalizada (I/1max) en la situacion
control y en presencia de SA4503. Los datos en control y con SA4503 fueron ajustados con la ecuacion
de Boltzmann.

6.4 Efecto de las moléculas SA4503 y BD1047 sobre la viabilidad y
morfologia celular

Se estudié la emisidon simultanea de 2 fluoréforos, para células HEK-WT y HEK-
Kv10.1. La calceina-Verde emite fluorescencia Unicamente cuando la membrana
de las células se encuentra en buen estado y el yoduro de propidio que emite
fluorescencia en el rango del rojo cuando la membrana se encuentra
comprometida. En el caso de las células HEK-Nav1.7 se utilizo la calceina-Roja
marcando asi las células vivas y DAPI que emite fluorescencia azul cuando la
membrana se encuentra comprometida. En este ensayo se utilizaron seis
condiciones experimentales para cada una de las lineas celulares para las
células HEK-WT Y HEK- Kv10.1 se utilizd un control positivo, Triton-100X (0.1%)
como control negativo, SA4503 a 25 y 50 uM y BD1047 igualmente a 25 y 50
MM. En el caso de las células HEK-Nav1.7 se utilizé un control positivo, Triton-
100X (0.1%) como control negativo, SA4503 a 10y 25 uM y BD1047 igualmente
a 10 y 25 uyM. El conteo y el analisis de porcentaje de células vivas/muerta fue
obtenido de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. Como
control negativo (células muertas) se utilizé Triton X-100 (0.1%), un surfactante
el cual actia como detergente y por lo cual es capaz de romper la continuidad
de la membrana produciendo la muerte celular y con ello la entrada del marcador
de células muertas. Para poder saber si la viabilidad celular cambia con los



tratamientos, sus resultados se tienen que comparar con la viabilidad celular en
condiciones normales de crecimiento (Control Positivo).

6.4.1 Efecto de SA4503 Y BD1047 sobre la viabilidad de células HEK-WT
después de 24 H de tratamiento.

La condicién control present6é un porcentaje de células vivas de 97.1 + 0.6 % y
pasadas las 24 H ninguno de los compuestos SA4503 0 BD1047 mostré cambios
significativos sobre la viabilidad celular a ninguna concentracion ensayada.

Control Triton SA4503 50uM  SA4503 25uM  BD1047 50uM  BD1047 25uM
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Figura 25. Ensayo de viabilidad de células HEK-WT. Imégenes representativas de cada condicién. Se
muestra las imagenes con luz transmitida, células marcadas con calceina, células marcadas con Yoduro de
Propidio y la superposicion de Calceina y Yoduro de Propidio. La barra blanca representa 100
micrémetros.



| MUERTAS

e _ |VIVAs
100 3% — % &% | - ‘

80
—~~
o -
X 60
N
& 100%
‘_:‘: 97% 98% 97% 96% 04%
N
O 40

20 4

0 T ot T T T T
A
N S N N o N
S + F S ¢ S
“ 3 N N 2 2
S S S S
<& D D N N
X 2 X %

Figura 26. Ensayo de viabilidad en células HEK-WT. Distribucion en porcentaje de células muertas y
vivas en porcentaje (n=3) para ***P<0.001 con una prueba ANOVA de una via con post hoc de Dunnet
para comparar los tratamientos con la situacion control.

CONDICION CALCEINA+ DAPI+ N P
CONTROL 97.11 + 0.56 2.89 +0.56 3 >0.05
TRITON 0+0 10040 3 <0.001
SA4503 50uM 96.79 + 0.75 3.208 + 0.75 3 >0.05
SA4503 25uM 97.88 + 0.34 2.123 + 0.34 3 >0.05
BD1047 50uM 94.46 + 1.38 5.544 + 1.38 3 >0.05
BD1047 25uM 95.96 + 0.99 3.942 + 0.94 3 >0.05

Tabla 5. Porcentaje de células HEK-WT en cada condicidn. Valores de P obtenidos con una prueba
ANOVA de una via con post hoc de Dunnet, donde se compara cada tratamiento vs el control.

6.4.2 Efecto de SA4503 Y BD1047 después de 24 H sobre la viabilidad de
células HEK-Nav1.7

En condiciones normales se presenté un porcentaje de células vivas de 79.0 £
2.2 % y pasadas las 24 H ninguno de los compuestos SA4503 o BD1047 mostrd



cambios significativos sobre la viabilidad celular a ninguna concentracion
ensayada.
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Figura 27. Ensayo de viabilidad de células HEK-Nay1.7. Iméagenes representativas de cada condicion.
Se muestra las imagenes con luz transmitida, células marcadas con calceina detectadas en filtro Texas Red,
células marcadas con DAPI y la superposicion del canal Texas Red y DAPI. La barra blanca representa 100
micrémetros.
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Figura 28. Ensayo de viabilidad en células HEK-Nay1.7. Distribucion en porcentaje de células muertas
y vivas en porcentaje (n=3) para ***P<0.001 con una prueba ANOVA de una via con post hoc de Dunnet

para comparar los tratamientos con la situacion control.

CONDICION CALCEINA+ DAPI+ N P
CONTROL 79.03 +2.20 20.97 +2.20 3 >0.05
TRITON 0+0 100+ 0 3 <0.001
SA4503 25uM 61.60 = 7.08 38.40 + 7.08 3 >0.05
SA4503 10uM 79.92 +1.50 20.08 + 1.50 3 >0.05
BD1047 25uM 59.94 + 3.57 40.06 + 3.57 3 >0.05
BD1047 10pM 62.16 £ 4.32 37.84 +4.32 3 >0.05

Tabla 6. Porcentaje de células HEK-Nay1.7 en cada condicion. Valores de P obtenidos con una prueba
ANOVA de una via con post hoc de Dunnet, donde se compara cada tratamiento vs el control.

6.4.3 Efecto de SA4503 Y BD1047 después de 24 H sobre la viabilidad de

células HEK-Kv10.1

En condiciones normales el porcentaje de células vivas es de 98.0 £ 0.39 %.
Pasadas las 24 H se observo que el antagonista de SiglR BD1047 a una
concentracion de 50 UM provoco cambios significativos (P>0.05; prueba ANOVA)



al incrementar el nimero de células muertas en los tratamientos. Por su parte
SA4503 agonista de SiglR a ninguna de las concentraciones incremento la
muerte celular de una manera significativa con respecto a la condicién control.
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Figura 29. Ensayo de viabilidad de células HEK-Ky10.1. Imagenes representativas de cada condicion.
Se muestra las imagenes con luz transmitida, células marcadas con calceina, células marcadas con
Yoduro de Propidio y la superposicion de Calceina y Yoduro de Propidio. La barra blanca representa 100
micrémetros.
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Figura 30. Ensayo de viabilidad en células HEK- Ky10.1. Distribucion en porcentaje de células
muertas y vivas en porcentaje (n=3) para *** P<0.001 con una prueba ANOVA de una via con post hoc
de Dunnet para comparar los tratamientos con la situacion control.

CONDICION CALCEINA+ DAPI+ N P
CONTROL 98.00 + 0.39 2.00 +0.39 3 >0.05
TRITON 0+0 100 + 0 3 <0.001
SA4503 50uM 97.30 + 0.52 2.70 £ 0.52 3 >0.05
SA4503 25uM 97.92 + 0.38 2.08 +0.38 3 >0.05
BD1047 50uM 95.85 + 0.88 4.150 + 0.88 3 <0.001
BD1047 25uM 92.16 + 1.18 7.84 +1.18 3 >0.05

Tabla 7. Porcentaje de células HEK- Ky10.1 en cada condicidn. Valores de P obtenidos con una
prueba ANOVA de una via con post hoc de Dunnet, donde se compara cada tratamiento vs el control.



6.4.4 Efecto de SA4503 Y BD1047 sobre la morfologia celular de las lineas
celulares HEK-WT, HEK-Kv10.1 Y HEK-Nav1.7

Durante los experimentos de viabilidad celular parecia que las células expuestas
al agonista y antagonista de SiglR modificaban su morfologia, por lo que
decidimos evaluar este parametro.

La remodelacion estructural celular esta estrechamente relacionada en procesos
de adquisicion de fenotipos cancerosos en donde se puede observar tasas de
invasividad mayores que en células no cancerosas, el cociente indicativo de la
morfologia celular (CMC) nos ayuda a diferir la morfologia de las células,
aquellas que muestran un valor <0.9 son células redondas, las células con
valores <3 se consideran células con morfologia epitelial y aquellas con un CMC
>3 tienen una morfologia tipica de las células mesenquimales (Rojas-Sanchez
et al., 2021).

Después de un tratamiento de 24 horas las células HEK-WT mostré diferencias
morfolégicas Unicamente con el compuesto BD1047 a 50 yM(n= 120). Para la
situacion control y con el compuesto SA4503 a 50 yM (n= 120) los valores
oscilaban principalmente entre 4 y 1, mientras que para el compuesto BD1047
los valores tendian entre 2y 1.
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Figura 31. CMC de las células HEK-WT. Comparacion entre células Control, SA4503 y BD1047 en
células HEK-WT. Para comparar los tratamientos con la situacion control se utilizo ANOVA de una via
con post hoc de Dunnet, comparaciones multiples con respecto al control, ***P<0.001. Los datos se
presentan en grafica de caja y bigote



Para el caso de las células HEK-Kv10.1 las células tratadas con SA4503 a 50
MM (n=120) Y BD1047 a 50 yM (n= 120) presentaron cambios con respecto a la
condicién control, ambos compuestos llevaron el CMC a valores cercanos a 1.
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Figura 32. CMC de las células HEK-Ky10.1. Comparacion entre células Control, SA4503 y BD1047 en
células HEK-Kv10.1. Para comparar los tratamientos con la situacién control se utiliz6 ANOVA de una
via con post hoc de Dunnet, comparaciones multiples con respecto al control, ***P<0.001. Los datos se

presentan en gréafica de caja y bigote

Por su parte las células HEK-Nav1.7 ni SA4503 a 25 yM (n= 120) ni BD1047 a
25 uM (n= 120) presenté cambios con respecto al control.
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Figura 33. CMC de las células HEK-Nay1.7. Comparacion entre células Control, SA4503 y BD1047
en células HEK-Nay1.7. Para comparar los tratamientos con la situacion control se utilizo ANOVA de
una via con post hoc de Dunnet, comparaciones multiples con respecto al control. Los datos se presentan
en grafica de caja y bigote

6.5 Efecto de SA4503 y BD1047 sobre la Invasividad celular de las
células HEK-WT, HEK-Kv10.1 y HEK-Nay1.7

Por ultimo, para evaluar el efecto que los compuestos pueden estar presentando
en la invasividad celular, se realiz6 en las tres diferentes lineas celulares (HEK-
WT, HEK- HEK-Kv10.1 y HEK-Nav1.7) un ensayo de invasividad en el cual se
evaluaron los compuestos SA4503 Y BD1047 a 10 uM. Los nucleos fueron
marcados con Hoechst que se utiliza para la tincion de ADN pues es permeable
a la célula. Para el caso de las células HEK-Nav1.7 debido a que estas expresan
al gen reportero GFP no fue necesario afadirles calceina y para el caso de las
células HEK-Kv10.1 y HEK-WT las células fueron marcadas con calceina-AM
verde. Lo anterior surgié de la busqueda de células que lograran migrar a través
de la membrana y sobrevivir, es por ello que Unicamente contar las células vivas
gue fueron positivas a Hoechst y positivas a calceina-verde. Las imagenes fueron
obtenidas con la ayuda del microscopio invertido ImageXpress 24 horas para
todas las lineas celulares HEK-WT (Fig. 34), HEK-Nav1.7 (Fig. 36) y HEK-Kv10.1
(Fig. 38).



En ningun caso, al realizar un analisis estadistico como lo fue ANOVA de una
via, se observaron cambios estadisticamente significativos respecto al control,
pero en los casos de HEK-Nav1.7 (Fig. 37) y HEK-Kv10.1 (Fig. 39) los resultados
sugieren que el compuesto BD1047 disminuye la capacidad invasiva de estas
células, lo cual no fue observado en las células HEK-WT (Fig. 35).
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Figura 34. Ensayo de invasividad de células HEK-WT. Iméagenes representativas de cada condicion.
Se muestra las imagenes de las células marcadas por Hoechst, células marcadas con calceina y la
superposicion de Hoechst y Calceina. La barra blanca representa 100 micrémetros.
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Figura 35. Ensayo de invasividad de células HEK-WT. Comparacion de las condiciones control,
SA4503 y BD1047 en donde se muestran los promedios + el error estdndar, los resultados no fueron
estadisticamente significativos.
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Figura 36. Ensayo de invasividad de células HEK-Nay1.7. Iméagenes representativas de cada
condicién. Se muestra las imagenes de las células marcadas por Hoechst, células con GFP y la
superposicion de Hoechst y Calceina. La barra blanca representa 100 micrometros.
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Figura 37. Ensayo de invasividad de células HEK-Nay1.7. Comparacion de las condiciones control,
SA4503 y BD1047 en donde se muestran los promedios + el error estandar, los resultados no fueron
estadisticamente significativos.

Hoechst Calcein

-

=
3
o
=
™
o
%)
<
<<
%)

BD1047 10pM

Figura 38. Ensayo de invasividad de células HEK-Ky10.1. Imégenes representativas de cada
condicion. Se muestra las imagenes de las células marcadas por Hoechst, células marcadas con calceina y
la superposicion de Hoechst y Calceina. La barra blanca representa 100 micrometros.
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Figura 39. Ensayo de invasividad de células HEK-Ky10.1. Comparacion de las condiciones control,
SA4503 y BD1047 en donde se muestran los promedios + el error estandar, los resultados no fueron
estadisticamente significativos.



7. Discusion

7.1 El receptor Sigma-1vy el cancer

El receptor SiglR es una proteina intracelular, anclada principalmente en el
reticulo endoplasmico, que es regulada por multiples moléculas y que es capaz
a su vez de regular la expresiéon de multiples canales idnicos, los cuales estan
implicados en diversos fendmenos celulares, tanto en condiciones normales
como en fisiopatolégicos (Bravo, et al., 2019; Morales-L&zaro et al., 2019).

SiglR muestra una expresion andmala en numerosos tipos de cancer, donde
parece regular hallmarks de cancer (Robinson et al., 2023; Soriani et al., 2019),
no obstante, dichas asociaciones aun no se comprenden claramente. En
condiciones normales, esta bien descrito que SiglR modula la actividad de
diversas familias de canales idnicos, por lo que existe la interrogante de si SiglR
pudiera modular a diversos canales idnicos en células tumorales. Para intentar
direccionar esta pregunta, en la presente tesis se intento identificar si los canales
ionicos Kv10.1 y Navl1.7 pueden ser modulados por la actividad del receptor
SiglR, identificando que el canal Kv10.1 esta sujeto a dicha regulacién, pero no
el Navl1.7.

Los canales ionicos son complejos macromoleculares que cumplen diversas
funciones en todas las células de mamiferos. Su actividad puede modular
practicamente todos los fendbmenos que mantienen la homeostasis celular. Por
lo tanto, no es raro que el mal funcionamiento de estas proteinas (a través de
ganancias o pérdidas de funcion) tenga un impacto significativo en el correcto
funcionamiento de una célula, un érgano y el organismo completo. Es asi que en
los ultimos afios ha existido un crecimiento sustancial por parte de la industria
farmacéutica, asi como por parte de la academia, por encontrar nuevas formas
de modular la actividad de dichas proteinas, tratando de eliminar de esta forma
los efectos causados por su mal funcionamiento.

La gran mayoria de los canales idnicos son proteinas de membrana, lo que
vuelve accesible muchas regiones de estos, y por lo tanto el disefio de farmacos
puede ser relativamente méas sencillo. La mayoria de los farmacos con accién
sobre canales idnicos son moléculas pequefias, las cuales muchas veces tienen
efectos secundarios originado de la falta de selectividad, haciendo indispensable
nuevos mecanismos de modulacién de canales i6nicos alterados o expresados
de forma andémala.

En el caso de los canales activados por voltaje Kv10.1 y Nav1.7, estos canales
comparten un alto grado de homologia con el canal de Kv11.1 (expresado en
corazon) y otros canales Nav (ampliamente distribuidos en tejido excitable),
respectivamente, por los que las moléculas pequefias o toxinas con actividad
sobre estos, también pueden tener efectos secundarios debido a su poca
especificidad. No obstante, ambos canales tienen una expresion bastante



restringida en tejido sano, lo que los hace un blanco prometedor para el
desarrollo de nuevos compuestos 0 vias en la que puedan ser regulados para el
tratamiento de enfermedades.

Dentro de los nuevos mecanismos de modulacion, el SiglR ha emergido como
un blanco molecular para regular la actividad de diversos canales iénicos. No
obstante, se desconocia si SiglR puede regular al canal Kv10.1y Nav1.7.

7.2 El receptor SiglR regula la actividad del canal Kv10.1, pero no del
Nayvl1.7

Debido a lo reportado en la literatura, la cual describe la expresion enddégena de
SiglR en la linea celular HEK293 (Ortiz-Renteria, 2018), decidimos evaluar si
los agonistas y antagonistas selectivos del receptor SiglR eran capaces de
modular la actividad de los canales Kv10.1y Nav1.7. En el caso del canal Kv10.1,
la actividad funcional del canal fue modificada significativamente cuando la
actividad de SiglR era modulada farmacol6gicamente. Tanto los experimentos,
alas 24 y 48 H de incubacion con el agonista y antagonista de Sig1lR redujeron
la actividad del canal. Dichos efectos fueron muy parecidos a los reportados
sobre otros canales de K*, como el Kv11l.1 (hERG), Kv1.3, Kv1.4 (Kinoshita et
al., 2012; Aydar et al., 2002; Balasuriya et al., 2014). No obstante, también ha
sido descrito que SiglR es capaz de incrementar la densidad de corriente del
Kv11.1 cuando es expresado en oocitos de rana, efecto debido a un incremento
en la traslocacion de canales del reticulo endoplasmico, conduciendo a un mayor
namero de canales en la membrana celular (Crottes et al., 2011). Debido a que
multiples canales de K¥, entre ellos el Kv10.1, han sido descritos como
promotores de la carcinogénesis, resulta interesante averiguar si el receptor
Sig1R modula la expresion y actividad de este canal idnico, sugiriendo un nuevo
mecanismo de regulacion.

Ademas, a través de microscopia de fuerza atdbmica se ha demostrado que SiglR
y el canal Kv11.1 interaccionan de forma directa; y que la principal interaccion es
con los canales Kvl11l.1 (inmaduros) que no se encuentran glicosilados
(Balasuriya et al., 2014).

Por otra parte, existen reportes de la inhibicion de los canales de sodio Navl.2,
Navl.4, y Navl.5 en presencia de agonistas del SiglR. Asi como se menciono
arriba, se ha sugerido sobre el posible papel del Sig1lR en la carcinogénesis; en
particular, se ha demostrado que la modulacion del SiglR puede afectar la
metastasis a través de una interaccion directa de estos receptores con canales
de sodio dependientes de voltaje (Crottes et al., 2013). Al igual que con el Kv11.1,
se ha demostrado, a traveés de ensayos de co-inmunoprecipitacion que SiglR es
capaz de interaccionar de forma directa con el canal neonatal Nav1.5 (Balasuriya
et al., 2012).



Sin embargo, a pesar de que existe una homologia entre Nav1.7 y Nav1.5 de
mas del 50%, Nav1.7 no mostré cambios en la actividad funcional del canal al
modular a la Sig1R con el agonista y el antagonista.

7.3 Lamodulaciéon de Sig1R provoca cambios en la viabilidad de las células
HEK-Kv10.1 pero no en HEK-Nay1.7 y HEK-WT

Se ha estudiado y probado la eficacia potencial de los farmacos moduladores de
SiglR sobre la proliferacion y supervivencia de células tumorales in vitro (Aydar
et al., 2004), esto debido a que SiglR se ve involucrada en multiples procesos
necesarios para la supervivencia celular, al encontrarse en la membrana del
reticulo endoplasmico, la cual es importante en el transporte de lipidos y en la
sefializacion de Ca?*, la eliminacién de SiglR ha dado como resultado la
activacion de proteinas sensoras de estrés del reticulo endoplasmico y la
regulacion a la baja de proteinas antiapoptoticas y desencadena la muerte de las
células cancerosas a traves de la desestabilizacion de las mitocondrias (Tesei et
al., 2018; Hayashi, 2019).

Se considerd analizar la viabilidad celular de las lineas celulares cuando se
encuentran en presencia del agonista y antagonista de SiglR. Se encontrd que
BD1047 a 50 yM en HEK-Kv10.1 afecto en la viabilidad celular, en células las
lineas celulares HEK-Nav1.7 y HEK-WT no se mostré cambios significativos en
la viabilidad celular para ninguna de las condiciones. Esto quiere decir que la
reduccion de la magnitud de la corriente idnica de Kv10.11 probablemente afecta
la capacidad de las células para continuar con los procesos metabdlicos que
permiten a las células ser viables. Por otra parte, que la viabilidad de las células
HEK-WT no se vea afectada nos conduce a pensar que el compuesto no tendria
la capacidad de afectar la viabilidad de células sanas que como las como lo son
las HEK-WT las cuales no expresan el Kv10.1.

En cuanto a Nav1.7 se encontré que la modulacién de Sigma-1 por el agonista y
el antagonista no afectd la viabilidad celular, de manera que no tuvo efectos
citotoxicos.

7.4 La modulacion del receptor SiglR es capaz de cambiar la morfologia
celular en células con el canal Kv10.1 pero no en células con Nayl.7

Se conoce que las células tumorales aprovechan las multiples vias celulares con
el fin de sobrevivir e invadir el tejido. Es de esta forma que las células son
capaces de entrar en un proceso de transdiferenciacion al cual se le conoce
como transicion epitelio-mesénquima (Rojas-Sanchez et al., 2021). Es en este
proceso donde las células epiteliales pasan de un estado inmovil con uniones
estrechas entre si mismas y la matriz extracelular (lo cual hace que se preserve
la polaridad apical-basal) a un estado mesenquimal, el cual se caracteriza por la
adquisicion de un fenotipo parecido al de los fibroblastos, es decir, una
morfologia mas alargada (Yang et al., 2020). A su vez, se ha encontrado que los
receptores Sigma son capaces de provocar cambios estructurales en varios tipos



de células como los gliomas gracias a cambios en las proteinas citoesqueléticas
(Vilner et al., 1995).

De acuerdo con los resultados se encontroé que la modulacion de SiglR a partir
de SA4503 y BD1047 a 50 uM para HEK-Kv10.1 es capaz de contrarrestar el
establecimiento de la polaridad celular lo que lleva a una disminucion a su vez
de la capacidad de migracién celular, por su parte, BD1047 fue el Unico
compuesto que a 50 pM logré provocar el mismo efecto en las células HEK-WT.
Para el caso de las células HEK-Nav1.7 ninguna de las moléculas fue capaz de
provocar un cambio estadisticamente significativo sobre la morfologia celular.

Sin embargo, debido a que la transicidn epitelio-mesénquima se induce gracias
a la represion de genes que codifican componentes esenciales para las uniones
intracelulares y no sdlo por la actividad de los canales es necesario realizar mas
pruebas para confirmar que los cambios morfologicos se deben por la
remodelacion del citoesqueleto o la supresion de proteinas de adhesion celular
tales como la E-Cadherina (Rajasekaran et al., 2009; Ribatti et al., 2020).

7.5 La modulacion de SiglR no es capaz de afectar la migracion celular en
células HEK-WT, HEK-Kv10.1 y HEK-Nay1.7

SiglR puede desempefiar un papel en la organizacion del citoesqueleto de
actina controlando el funcionamiento de proteinas citoesqueléticas como las
anquirinas, las cuales funcionan como una proteina adaptadora de membrana,
conectando las proteinas de la membrana celular al citoesqueleto de espectrina-
actina, implicAndola asi en la migracion celular (Megalizzi et al., 2007; Hall et al.,
2016). Siendo de esta forma que anteriormente se demostré que mediante el uso
de un agonista selectivo del SiglR en células como U373-MG GBM, A549
NSCLC y PC3 se presentaban efectos antimigratorios de manera significativa
(Megalizzi et al., 2007). Sin embargo, en este estudio el antagonista y agonista
de SiglR no fueron capaces de provocar algun cambio significativo en la
invasividad celular en ninguna de las lineas celulares, no obstante, en células
HEK-Kv10.1 y HEK-Nav1.7 se nota una tendencia a la disminucién de la
migracion con ambos compuestos.

En resumen, este trabajo muestra que el canal Kv10.1 puede ser sujeto a
regulacion a través del receptor SiglR. Este nuevo mecanismo puede abrir las
posibilidades a nuevas formas de regulaciéon del canal en todos aquellos tejidos
en donde se encuentra sobreexpresado, principalmente tejido tumoral.
Adicionalmente, se muestra que no todos los canales idnicos estan sujetos a la
regulacion por SiglR, como lo muestran los resultados en la linea celular con
expresion del canal Nav1.7.

7.6 Perspectivas de trabajo

1. Estudiar la expresion del receptor sigma en lineas celulares de cancer de
prostata, en las cuales ha sido descrito la sobreexpresion del canal Kv10.1 y
Nav1.7.



2. Estudiar si la modulacién del receptor SiglR puede modificar diversos
hallmarks en lineas celulares cancer de préstata.

3. Estudiar si la modulacién farmacoldgica del receptor SiglR es capaz modificar
la expresion funcional de canales iGnicos expresados lineas celulares de cancer
de préstata.

4. Estudiar si SiglR promueve la expresiéon de canales Kv10.1 “maduros”.



. Conclusiones

El receptor Sigma-1 se expresa en las células HEK-293.

La modulacién farmacoldgica del receptor Sigma-1, a través del uso de
agonistas y antagonistas, disminuyen la densidad de corriente del canal
Kv10.1, tanto a las 24 como a las 48 H postratamiento. Ambos
tratamientos desplazan el V12 de activacion del canal hacia valores mas
negativos.

Por el contrario, ni el agonista ni el antagonista de Sigma-1 tuvieron
efectos sobre la expresion funcional de canal Nav1.7, en ninguna de las
condiciones experimentales.

El tratamiento con BD1047 a 50 yM aumenté la mortalidad de las células
HEK-Kv10.1 después de 24 H de incubacion.

Las lineas celulares HEK-WT y HEK-Nav1.7 no presentaron cambios en
la viabilidad celular después de 24 H de incubacion con las moléculas.
Ninguna de las lineas celulares presenté cambios significativos en la
invasividad celular después de 24 H de incubacion con las moléculas, sin
embargo, parece haber una tendencia a la disminucién de la capacidad
invasiva en las células HEK-Kv10.1 y HEK-Nav1.7.

El antagonista de Sigma-1, BD1047, produjo cambios en la morfologia de
las células HEK-WT y HEK-Kv10.1, hacia un fenotipo de célula epitelial.
Ninguna de las moléculas afect6 la morfologia de las células HEK-Nav1.7.
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