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RESUMEN 

La inactivación por temperatura del canal iónico TRPV1 se había identificado y 

caracterizado en células HEK 293 (un sistema de expresión heterólogo), se trata de 

un fenómeno en el que al repetir el estímulo de temperatura la corriente iónica 

disminuye con cada estímulo y se encontró además que es irreversible, puesto que 

no hay recuperación de la corriente. En esta tesis se estudia la inactivación por 

temperatura de TRPV1 en neuronas del ganglio de la raíz dorsal (DRG), las células 

donde el canal se expresa de manera endógena, para conocer si este fenómeno 

también ocurre en las neuronas y si tiene un papel fisiológico en las mismas. Para 

ello, a través del registro electrofisiológico de corrientes mediante patch-clamp, se 

ha identificado a las neuronas DRG pequeñas que expresan TRPV1 al activarlas 

por capsaicina y con el uso de un dispositivo denominado microcalentador que eleva 

la temperatura del área cercana a la célula, se ha estimulado a las neuronas con 

rampas de temperatura consecutivas. Los resultados muestran que las neuronas 

DRG se inactivan por temperatura, la corriente disminuye con cada rampa, igual 

que en las células HEK 293. Esto se sustenta con la respuesta de las neuronas 

DRG del ratón TRPV1-/-, cuya corriente activada por temperatura es muy pequeña, 

muy parecida a la corriente de fuga de las neuronas, es decir, la corriente activada 

por temperatura de las neuronas es mayoritariamente debida a TRPV1 y ésta se 

inactiva. Los experimentos se llevaron a cabo sin calcio extracelular, puesto que se 

comprobó la desensibilización rápida que el calcio ejerce en las neuronas al activar 

con capsaicina y cuando se producen potenciales de acción. También, se ha 

registrado el disparo de potenciales de acción por rampas de temperatura en 

neuronas DRG pequeñas del ratón WT y el ratón TRPV1-/-, y se ha observado una 

disminución en el disparo de potenciales de acción en el segundo pulso de 

temperatura, lo cual puede estar relacionado con el freno que representa TRPV1 en 

la célula en el caso de las neuronas WT, y que podría estar relacionado con 

fenómenos de adaptación de la neurona sensorial.  
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INTRODUCCIÓN 

Los sentidos nos permiten percibir los estímulos ambientales, con el fin de 

responder a los mismos e interactuar adecuadamente con el medio. Éstos forman 

parte del sistema nervioso periférico, el cual está compuesto de neuronas aferentes, 

neuronas que llevan información del exterior y del medio interno hacia el sistema 

nervioso central, donde se procesan los estímulos ambientales; y de neuronas 

eferentes que llevan información del sistema nervioso central hacia los órganos 

efectores (músculos, glándulas) (Purves et al., 2012).   

Las neuronas aferentes, también conocidas como neuronas sensoriales, 

generalmente se encapsulan en receptores especializados en la piel (Purves et al., 

2012) cuya membrana permite la transducción del estímulo táctil, sonoro, olfatorio, 

gustativo y visual, en una señal eléctrica conocida como potencial de receptor, y 

posteriormente un potencial de acción, que se propaga hasta el sistema nervioso 

central para el procesamiento de dichos estímulos sensoriales (Randall et al., 2001).  

I. Termosensación 

De manera específica, los estímulos de temperatura son percibidos mediante el 

sistema somatosensorial, un sistema complejo, puesto que a través de él se pueden 

percibir estímulos mecánicos (de vibración, presión y tacto fino), de propiocepción 

(de la posición y los movimientos corporales), estímulos térmicos, algunos estímulos 

químicos, estímulos de dolor y de tacto grueso (Purves et al., 2012). A diferencia de 

la mayoría de los receptores táctiles, los termorreceptores son terminaciones 

nerviosas libres que alcanzan la epidermis de la piel (Fig. 1). 
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Fig. 1. Los receptores sensoriales de temperatura son terminaciones nerviosas 

libres. Se muestran los distintos receptores táctiles, así como las terminaciones nerviosas 

libres que detectan estímulos térmicos, los cuales se proyectan en las diversas capas de la 

piel. Tomado de Purves et al., 2012.  

II. Neuronas DRG 

Las terminaciones nerviosas libres de los termorreceptores son proyecciones de las 

neuronas aferentes primarias, cuyos cuerpos neuronales residen en los ganglios de 

la raíz dorsal (DRG) cuando se detectan estímulos térmicos corporales, y en el 

ganglio trigeminal cuando se detectan en la cabeza.  

Los ganglios de la raíz dorsal son cúmulos de cuerpos neuronales y células de 

soporte (Purves et al., 2012), que se encuentran en la columna vertebral, en la zona 

lateral de la médula espinal (Patapoutian et al., 2003). El ganglio trigeminal inerva 

la cabeza, por ende, la cara y la boca (Yarmolinsky et al., 2016).  

Las neuronas de los ganglios de la raíz dorsal (neuronas DRG) pueden ser 

neuronas que detectan estímulos mecánicos, estímulos de propiocepción, de dolor 

y/o de temperatura (Patapoutian et al., 2003) (Fig. 2), puesto que su actividad origina 

las sensaciones del sistema somatosensorial (Purves et al., 2012).  

Las neuronas DRG, según su tamaño y velocidad de conducción se dividen en fibras 

(como se denomina a las proyecciones de la neurona) de diámetro grande Aβ, de 

conducción rápida que responden a estímulos mecánicos inocuos, fibras de 

diámetro pequeño, no mielinizadas (conducción lenta) de tipo C, y fibras medianas, 
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ligeramente mielinizadas (conducción más rápida) de tipo Aδ, de las cuales éstas 

dos últimas detectan dolor y temperatura. 

Las neuronas aferentes primarias son neuronas pseudounipolares, es decir, tienen 

una proyección que va hacia la piel, las mucosas, los músculos o su órgano blanco 

(proyección periférica), y otra que se dirige al cuerno dorsal de la médula espinal 

(proyección central), a la que transmiten información sobre el estímulo detectado, 

pero ambas proyecciones producen proteínas similares, por lo que no se distingue 

dendrita y axón, de tal forma que se denominan pseudounipolares (Purves et al, 

2012; Basbaum et al., 2009; Patapoutian et al., 2003, Vriens et al., 2014).  

A su vez, en el cuerno dorsal de la médula espinal, se distinguen varios tipos de 

láminas con neuronas que se conectan a las distintas neuronas aferentes. Las 

neuronas Aδ proyectan hacia la lámina I y V, las de tipo C hacia las láminas I y II, y 

las fibras Aβ hacia las láminas III, IV y V (Basbaum et al., 2009) (Fig. 2).   

 

Fig. 2. Neuronas DRG. Se muestran los distintos tipos de neuronas DRG según los 

estímulos que detectan, y sus proyecciones. Tomado de Patapoutian et al., 2003.  

Posteriormente, las neuronas del cuerno dorsal de la médula espinal se proyectan 

por el eje espinotalámico hacia el tálamo (en el caso del cuerpo) o el eje trigémino 

espinal y trigémino talámico (en el caso de la cara), pasan por el tallo cerebral, hasta 
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que alcanzan la corteza somatosensorial primaria donde los estímulos son 

procesados (Purves et al., 2012).  

Las neuronas DRG que detectan temperatura llevan información de los estímulos 

térmicos en un rango nocivo, forman parte de los nociceptores (las neuronas que 

detectan dolor); o bien, detectan temperatura en un rango inocuo (Patapoutian et 

al., 2003). Ahora bien, algunos nociceptores son polimodales, responden a varios 

estímulos (por ejemplo, calor y estímulos mecánicos), y otros son unimodales, sólo 

detectan un estímulo (Patapoutian et al., 2003), además se han identificado 

poblaciones específicas de neuronas que detectan frío y otras que detectan calor y 

sólo algunas más que son bimodales (Yarmolinsky et al., 2016).   

Entre las neuronas de tipo C y Aδ (las neuronas que detectan dolor y temperatura), 

se han identificado dos grupos de acuerdo con su temperatura de activación: un 

grupo de neuronas C y Aδ tipo II, de diámetro pequeño y mediano responden 

aproximadamente a 43°C, la temperatura que está justo en el rango de nocividad; y 

otro grupo contiene neuronas Aδ tipo I, de diámetro mediano y más grande que 

responden a estímulos nocivos, de más de 52°C (Patapoutian et al., 2003; Dhaka et 

al., 2006).   

III. TermoTRPs 

Pero ¿cómo se transduce el estímulo térmico a una señal eléctrica en la membrana 

de las neuronas DRG? La respuesta aún es parte de una intensa investigación, pero 

con el estudio de los canales iónicos termoTRPs, se ha avanzado en su 

conocimiento.  

En el caso de la visión, el olfato y el gusto, la transducción del estímulo sensorial 

esta mediada principalmente por receptores acoplados a proteínas G, que modulan 

canales iónicos y entonces se pueden generar potenciales de acción, las señales 

eléctricas con las que se comunican las neuronas; los canales termoTRPs, a 

diferencia de los receptores acoplados a proteínas G, son canales iónicos activados 

directamente por un estímulo físico, la temperatura (Dhaka et al., 2006). 

El primer termoTRP identificado y caracterizado fue TRPV1 (Transient Receptor 

Potencial Vanilloid 1 o Potencial Transitorio del Receptor Vaniloide 1) (Caterina et 

al., 1997), luego se añadieron más canales a dicho subgrupo, hasta el momento se 

han identificado 11 miembros, los cuales se distribuyen en las subfamilias TRPV, 

TRPM, TRPA y TRPC, éstos abarcan casi todas las temperaturas relevantes en 

mamíferos (Fig. 3) y se expresan en neuronas del sistema nervioso periférico, por 

lo que son fundamentales en la termosensación de mamíferos (Patapoutian et al., 

2003; Baez et al., 2014).  
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Fig. 3. TermoTRPs. Se muestran los canales iónicos TRP activados por temperatura según 

sus rangos de activación en Mus musculus.  

Los canales termoTRPs detectan los cambios ambientales de temperatura en 

diferentes rangos y se activan, permitiendo el paso de cationes que despolarizan la 

célula, es decir, forman parte del proceso de transducción del estímulo térmico a la 

señal eléctrica, junto con otros canales sensibles a temperatura, los cuales no son 

de tipo termoTRP que también se han detectado; luego, la célula puede disparar 

potenciales de acción que alcanzan la médula espinal y finalmente el cerebro, donde 

se traducen en respuestas fisiológicas y de comportamiento al estímulo térmico (Fig. 

4) (Cohen y Moiseenkova-Bell, 2014). 
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Fig. 4. Canales iónicos sensibles a temperatura en neuronas DRG. (Tomado de Cohen 

& Moiseenkova-Bell, 2014). 

En ese sentido, presumiblemente mediante la transducción del estímulo térmico por 

los canales sensibles a temperatura como los canales termoTRPs, en la terminal de 

la neurona aferente ubicada en la piel se produce el potencial de receptor, el cual 

activa canales iónicos dependientes de voltaje, principalmente de sodio (Nav 1.1, 

1.6, 1.7, 1.8 y 1.9) y de potasio (Kv), a partir de los cuales se generan los potenciales 

de acción, que permiten la señalización con las neuronas del cuerno dorsal de la 

médula espinal.  

De esta forma, aquí es importante resaltar que una neurona DRG expresa varios 

canales iónicos en su membrana, algunos de los cuales le permiten diferenciarse 

de otras células, pues le confieren sensibilidad al frío (TRPM8), sensibilidad tanto al 

calor nocivo (TRPV1 y TRPV2) como inocuo (TRPV3 y TRPV4), sensibilidad a 

estímulos mecánicos (ASIC1, 2 y 3) (Fig. 5). Esto es, existe una separación 

funcional de nociceptores molecularmente distintos (Basbaum et al., 2009). 
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Fig. 5. Algunos de los canales iónicos que se expresan en las neuronas DRG. Tomado 

de Basbaum, 2009; Patapoutian, et al., 2003; Dhaka et al., 2006; Volkers et al., 2015; Vriens 

et al, 2011.     

IV. TRPV1 

Ahora bien, de los termoTRPs existentes, en esta tesis nos enfocaremos en TRPV1. 

TRPV1, así como los demás termoTRPs, es un canal iónico perteneciente a la 

superfamilia de canales TRP. Estructuralmente forma tetrámeros, cada una de las 

cuatro subunidades tiene seis dominios transmembranales que son α-hélices; los 

segmentos S5 y S6, así como el asa entre los mismos forman el poro, el cual es 

como un cono invertido, puesto que la parte externa es más amplia que la región 

del fondo (Fig. 6a) (Liao et al., 2013). 

Con respecto a la región amino terminal, presenta un dominio de repeticiones de 

anquirina, el cual está compuesto de 263 aminoácidos distribuidos en 6 motivos o 

repeticiones de anquirina (Lishko et al., 2007). Y la región carboxilo terminal tiene 

un dominio TRP de aproximadamente 23-25 aminoácidos en forma de α-hélice (Fig. 

6b) (Liao et al., 2013). 
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Fig. 6. Diagramas en forma de cinta de la estructura de TRPV1 obtenidos mediante 

criomicroscopía electrónica. En el panel A se observa al canal en forma de tetrámero, 

cada una de las 4 subunidades está representada con colores diferentes. En el panel B se 

observa una subunidad de TRPV1, se muestra el dominio de anquirinas en rojo, los seis 

pases transmembranales, con enfásis en los segmentos S5 y S6 que forman el poro y al 

final el dominio TRP en color rosa. Tomado de Liao et al., 2013. 

Funcionalmente, TRPV1 es un canal catiónico no selectivo, principalmente 

permeable a calcio (Calixto et al., 2005). Surge como el receptor de capsaicina, el 

compuesto activo de los chiles del género Capsicum que les brinda su carácter 

picante. La capsaicina es un compuesto lipofílico de tipo vaniloide puesto que 

comparte el anillo vaniloide con la vainilla, de ahí el nombre de la subfamilia TRPV 

o vaniloide (Calixto et al., 2005).  

No obstante, es un canal iónico polimodal, es decir, se activa por varios estímulos 

de naturaleza química y física, tales como pH ácido extracelular, voltajes 

despolarizantes positivos superiores a +60 mV (Winter et al., 2013), otros ligandos 

como la resiniferatoxina, ligandos endógenos como la anandamida, y por supuesto, 

se activa por temperatura (Calixto et al., 2005).    

TRPV1 está involucrado en la modulación de procesos nociceptivos que originan 

dolor (Calixto et al., 2005; Rosenbaum y Simon, 2007) pues se expresa en neuronas 

sensoriales de tipo C y Aδ, cuyas terminaciones son denominadas nociceptores, 

neuronas aferentes sensibles a estímulos nocivos de tipo mecánico, térmico o 

químico (Calixto et al., 2005).  

En ese sentido, se ha demostrado que TRPV1 es un componente clave del 

mecanismo a través del cual la inflamación modula la sensibilidad térmica, en la que 

el canal funciona como un integrador polimodal sobre el cual actúan varios 

elementos que participan en la inflamación, algunos son moduladores alostéricos 
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directos positivos del canal (protones extracelulares y lípidos) y otros se unen a 

varios receptores en la membrana de los nociceptores y modulan a TRPV1 a través 

de la activación de cadenas de señalización. Así, se puede desarrollar 

hipersensibilidad al calor después de la inflamación o después de inyectar 

componentes específicos de la inflamación como la bradicinina o el factor de 

crecimiento nervioso (NGF) (Basbaum et al., 2009). 

El resultado de la modulación de la sensibilidad térmica es el descenso del umbral 

de activación por temperatura (alodinia, cuando un estímulo inocuo es percibido 

como doloroso), o el aumento en la magnitud de la respuesta a temperaturas 

superiores al umbral de activación (hiperalgesia, cuando un estímulo doloroso se 

percibe con dolor de mayor intensidad). En biofísica, se traduce en un corrimiento 

de la curva de activación por temperatura hacia temperaturas menores (Basbaum 

et al., 2009).    

V. Activación de TRPV1 por temperatura  

De manera general, las proteínas tienen cierta dependencia de la temperatura, no 

obstante, el gating (la apertura y cierre del canal) de TRPV1 se modifica en función 

de la temperatura (Jara-Oseguera e Islas, 2013), esto es, detectan la temperatura y 

responden con la apertura del poro.  

Se sabe de esta alta sensibilidad a la temperatura que presentan TRPV1 y los 

demás termoTRPs, pero su mecanismo de activación por temperatura aún no ha 

sido dilucidado. Así que se ha buscado un posible dominio sensor de temperatura. 

Se han encontrado varias regiones que afectan la activación de TRPV1 por 

temperatura como son: varios aminoácidos del poro, en una región del poro 

denominada torreta, en la región C terminal y en el dominio próximo a la membrana, 

una región de 80 aminoácidos que abarca las dos últimas repeticiones de anquirina 

y la región que las conecta con el pase transmembranal 1 (Fig. 7) (Cohen y 

Moiseenkova-Bell, 2014). 
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Fig. 7. Dominios sensores de temperatura putativos de TRPV1. Se muestran los 

diferentes dominios donde se ha ubicado el sensor de temperatura putativo de TRPV1, 

dibujados sobre el diagrama de cinta de una subunidad del canal (Liao et al., 2013). 

Con respecto al dominio próximo a la membrana, cuando está región se cambia por 

la de otro canal disminuye la entalpía y entropía de activación de TRPV1, por lo que 

es de mayor relevancia, puesto que, según los análisis termodinámicos, el proceso 

cerrado a abierto de TRPV1, involucra valores altos en el cambio de entalpía y 

entropía, lo cual está relacionado con la alta sensibilidad a la temperatura que 

presenta, ambos parámetros se compensan y la energía libre de Gibbs se vuelve 

pequeña, entonces el proceso es espontáneo y reversible (Baez et al, 2014). 

Sin embargo, también se ha postulado que en realidad no existe un dominio sensor 

de temperatura, sino que existen microdominios en toda la estructura del canal que 

participan en el proceso de activación (Chowdhury, Jarecki & Chanda, 2014), por 

ello los dominios sensores de temperatura putativos se encuentran en varias 

regiones del canal. 

VI. Inactivación de TRPV1 por temperatura 

 Ahora bien, con respecto a la estimulación repetida de TRPV1 con pulsos de 

temperatura consecutivos, se había observado cierta inactivación en sistemas de 

expresión heterólogos (Tominaga et al., 1998; Caterina et al., 1999), así como en 

neuronas DRG pequeñas cuyo umbral de activación era de 42°C (Vyklický et al., 

1999; Schwarz et al., 2000). Destaca el estudio de Schwarz et al. en el 2000, el cual 

demuestra inactivación al mantener el pulso de temperatura por 4 s y al repetir el 

pulso de temperatura con intervalos de 30 s (Fig. 8).  

C terminal 

Dominio próximo 

a la membrana

Torreta628,652,653
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Fig. 8. Inactivación por temperatura en una célula DRG pequeña. Se registraron 

corrientes de una neurona DRG pequeña mediante patch-clamp en configuración whole-

cell, la cual fue estimulada con rampas de temperatura de 43-47°C con un intercambiador 

de solución caliente, y el intervalo entre estímulos fue de 30 s. Se observa inactivación de 

la corriente en un estímulo que dura 4 s, y al repetir dicho estímulo tres veces. Tomado de 

Schwarz et al., 2000. 

Sin embargo, aunque se había observado este fenómeno de inactivación por 

temperatura en TRPV1, no se había caracterizado como un fenómeno propio del 

canal. Mi tesis de licenciatura consistió en la caracterización de la inactivación de 

TRPV1 por temperatura, a través de la expresión heteróloga del canal en células 

HEK 293 (células embrionarias de riñón humano) (Fig. 9).  
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Fig. 9. Caracterización de la inactivación por temperatura de TRPV1 en células HEK 

293. A. Se muestra el pulso de temperatura en una pipeta abierta como calibración de la 

temperatura que alcanza la rampa. B. Se observa la corriente iónica en cada punto de 

tiempo al aplicar el pulso de temperatura del panel A, manteniendo el potencial a 60 mV, 

cada una de las rampas de temperatura fue aplicada con 30 s de diferencia. C. Se muestra 

el gráfico corriente vs. temperatura al relacionar los gráficos de los paneles A y B, la rampa 

completa es cortada hasta la corriente que corresponde a la temperatura máxima y se 

obtiene la subida y bajada, que corresponden a las fases de calentamiento y enfriamiento 

de la rampa de temperatura. D. Se muestran sólo las rampas de calentamiento de las curvas   

corriente vs. temperatura. Parche de célula HEK 293 en configuración inside-out a 60 mV.    

Se concluyó que se trata de un fenómeno que no depende del tiempo entre los 

estímulos térmicos, pero es muy sensible a la magnitud del pulso de temperatura 

(Fig. 10).  

A B

C D
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Fig. 10. La inactivación por temperatura de TRPV1 no depende del tiempo entre los 

estímulos, pero sí de la magnitud del pulso de temperatura. A. Se muestra un parche 

representativo de varias rampas de temperatura espaciadas a 5 minutos. B. Se muestran 

varias rampas de temperatura con un pulso de temperatura de 41-43°C. C. Promedio de 

los experimentos con rampas espaciadas a diferentes tiempos y con un pulso de 

temperatura menor. I/Imax representa el cociente de cada una de las rampas aplicadas al 

parche entre la corriente máxima de la primera rampa.   

La conclusión más interesante de este trabajo es que se trata de un fenómeno 

irreversible, puesto que, al esperar hasta 20 minutos, la corriente no se recupera, e 

incluso, al estimular con capsaicina después de inactivar por temperatura, no se 

observa corriente, y al enfriar el baño de registro hasta aproximadamente 10°C 

tampoco se recupera la corriente (Fig. 11). 

A 5 min, > 50 C 41- 43 CB

C
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Fig. 11. La inactivación por temperatura de TRPV1 es un fenómeno irreversible. A. 

Parche representativo al aplicar varias rampas de temperatura, inactivar y después enfriar 

el baño de registro para observar recuperación de la corriente, se muestran también las 

curvas corriente vs. temperatura de las rampas. B. Parche representativo de varias rampas, 

se observa inactivación, luego se espera por 20 minutos y se prueba recuperación de la 

corriente. C. Se estimula con capsaicina, luego se inactiva por temperatura con tres rampas, 

y se vuelve a activar con capsaicina después de inactivar. 

Entonces, la inactivación de TRPV1 por temperatura fue caracterizada en células 

HEK 293, ahora se pretende comprobar si dicho fenómeno también ocurre en las 
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neuronas DRG, donde TRPV1 se expresa de manera endógena, y si la inactivación 

tiene alguna relevancia fisiológica en éstas. 

 

JUSTIFICACIÓN 

Se pretende estudiar el fenómeno de inactivación por temperatura del canal iónico 

TRPV1 en neuronas del ganglio de la raíz dorsal para conocer si la inactivación 

dependiente de temperatura tiene un papel fisiológico en la neurona (en la 

modulación del disparo de potenciales de acción, por ejemplo). La caracterización 

de dicho fenómeno en las neuronas podría dar idea de cómo se regula el canal 

TRPV1 en la célula, probablemente con cambios en el tráfico de proteínas, puesto 

que, si el canal se inactiva y es un fenómeno irreversible, puede ser que el canal 

sea removido de la membrana y sea enviado a otra región de la célula.   
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HIPÓTESIS 

El canal iónico TRPV1 expresado de manera endógena en las neuronas del ganglio 

de la raíz dorsal de Mus musculus se inactiva por temperatura, esta inactivación 

podría modular el disparo de potenciales de acción y tener un papel fisiológico en la 

neurona.   

 

OBJETIVOS 

General  

Estudiar la inactivación por temperatura del canal iónico TRPV1 en neuronas del 

Ganglio de la Raíz Dorsal de Mus musculus.  

Particulares  

• Conocer si existe inactivación por temperatura de TRPV1 en neuronas DRG. 

• Verificar si la inactivación modula el disparo de potenciales de acción.  
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MÉTODOS 

Los ratones WT CD1 fueron obtenidos del bioterio de la Facultad de Medicina, de 

acuerdo con la aprobación del proyecto por la Comisión de Investigación y de Ética 

y fueron manejados según los lineamientos del Comité Institucional para el Cuidado 

y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL). 

Los ratones WT y TRPV1-/- C57 BL6-J fueron obtenidos del Instituto de Fisiología 

Celular y manejados según los lineamientos del Comité Institucional para el Cuidado 

y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL TRE17–14) de dicho Instituto.     

En la primera fase de la tesis o fase de estandarización se utilizaron ratones de la 

cepa CD1 (ratón de pelaje blanco) y posteriormente, en la fase de resultados 

propiamente dicha, se emplearon ratones de la cepa C57 BL6-J (ratón de pelaje 

negro), puesto que el ratón knock-out de TRPV1 (TRPV1-/-) se encuentra en esta 

cepa.   

I. Extracción de Ganglios de la Raíz Dorsal   

Ratón macho, cepa CD1 o C57 BL6-J (ambos se trataron de la misma forma), de 8 

semanas de edad. 

Decapitación del ratón. Con guantes, se toma al ratón por la parte dorsal hasta el 

cuello, se jala la piel, se corta la cabeza mediante tijeras de punta curva en un solo 

corte, y se drena la sangre en una bolsa de papel estraza con sanitas.  

Inmediatamente, se baña el cuerpo del ratón con alcohol etílico al 70%, se toma con 

una sanita y se lleva al área de extracción de ganglios. El área de extracción de 

ganglios es estéril (hay un mechero), las pinzas y tijeras de disección están en un 

vaso de precipitados con alcohol al 70%, hay alcohol al 70% extra, sanitas y se usa 

un microscopio estereoscópico.  

Se coloca el cuerpo del ratón en posición dorsal con la región caudal más distante 

sobre una base de unicel cubierta de aluminio, se dispone al ratón en posición de 

sacrificio usando agujas de jeringa para sujetar cada extremidad, cuidando que la 

columna vertebral quede muy recta y extendida con las 4 extremidades lo más 

alejadas posible.  

Se baña nuevamente el cuerpo del ratón con alcohol al 70%, se toma con unas 

pinzas su piel y pelo, y se comienza a cortar con unas tijeras, hasta exponer toda la 

columna vertebral.  
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Luego, se colocan sanitas cubiertas de alcohol al 70% a ambos lados de la columna 

vertebral para evitar contaminación por el pelo del ratón. Se corta el tejido que cubre 

la columna vertebral, dejando los desechos sobre una sanita. 

Después, se ubica el orificio de la columna vertebral, se introducen las tijeras y se 

corta la región superior de todas las vértebras hasta exponer la médula espinal, se 

extrae la médula espinal. A continuación, se corta el tejido lateral de la columna 

vertebral para visualizar adecuadamente los ganglios, de forma precisa pues se 

puede cortar a los ganglios (Fig. 12A). 

Con el microscopio estereoscópico se visualizan los ganglios (Fig. 12B) y se extraen 

con unas pinzas muy finas, para ello, se introducen las pinzas hasta el orificio donde 

se encuentran los ganglios y se jalan, cortando los axones que acompañan a las 

neuronas mediante unas tijeras (Fig. 12C). 

 

Fig. 12. Extracción de Ganglios de la Raíz dorsal (DRGs). A. Se muestra a simple vista 

el ratón previamente decapitado en posición de sacrificio con la columna vertebral expuesta. 

B. Es un acercamiento con el microscopio estereoscópico de una región de la columna 

vertebral donde se observan cada una de las vértebras. C. Es un acercamiento con el 

microscopio estereoscópico de la región donde se encuentran los ganglios, esto es, en las 

zonas laterales de la columna vertebral hacia el fondo en el orificio de cada vértebra.  

II. Cultivo de neuronas DRG 

Se colocan dos tubos Falcon de 15 mL, uno con 6-7 mL de medio DMEM (penicilina-

estreptomicina al 1% y pH de 7) sin suero fetal de bovino, y otro tubo con 10 mL de 

medio DMEM con suero fetal de bovino al 10% (completo) a temperatura ambiente. 
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Se colectan los ganglios de todas las vértebras (60 en total) en una caja Petri de 35 

mm x 10 mm con 2 mL de medio DMEM sin suero fetal de bovino a temperatura 

ambiente.  

Al terminar de colectar los ganglios, se pasan a un tubo Falcon de 15 mL con 2.5 

mg de tripsina (tipo IX-S), 8 mg de colagenasa (tipo II) y 2 mL de DMEM sin suero 

fetal de bovino y luego se introducen a la incubadora a 37°C por 20 minutos.  

Se centrifugan a 1200 rpm por 5 minutos a 22°C. Se observa la pastilla formada y 

se retira completamente el sobrenadante con micropipeta en una campana de flujo 

laminar. 

Se colocan 2 mL de DMEM con suero fetal de bovino, se dan pequeños golpecitos 

y se vuelven a centrifugar a 1200 rpm por 5 min. Se retira todo el sobrenadante, 

nuevamente se agregan 2 mL de medio DMEM completo y se vuelve a centrifugar 

con las mismas condiciones.  

Se retira todo el sobrenadante y se agregan aproximadamente 100 µL de medio 

DMEM con suero fetal de bovino a temperatura ambiente según la cantidad de 

ganglios. Con una pipeta Pasteur pulida, siliconizada con Sigmacote y esterilizada, 

se baja y sube todo el volumen de ganglios varias veces hasta disgregarlos. 

Se siembran las células disgregadas sobre vidrios tipo cubreobjetos de 

aproximadamente 5mmx5mm con poly D lisina (10 µg/ml) montados sobre cajas de 

35 mm x 10 mm, y se incuban a 37°C por 1 hora, máximo 2 hrs. Se revisan cada 

cierto tiempo por si se secan. Al final, se agregan 2 ml de medio DMEM con suero 

fetal de bovino adicionado con 10 µL de NGF (100 ng/mL concentración final) y se 

mantienen en dichas condiciones. Se usan para registro electrofisiológico máximo 

24 horas después.  

III. Soluciones 

Baño de registro o solución extracelular con calcio 

Contiene 140 mM de NaCl, 3 mM KCl, 2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2 y 10 mM de 

HEPES. Ajustada a pH 7.2 con NaOH. 

Baño de registro o solución extracelular sin calcio 

Contiene 140 mM de NaCl, 3 mM KCl y 10 mM de HEPES. Ajustada a pH 7.2 con 

NaOH. 

Solución de la pipeta o solución intracelular 
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Contiene 140 mM de KCl, 0.5 mM EGTA, 5 mM HEPES, 3 mM Mg-ATP y 3 mM de 

Glucosa. Ajustada a pH 7.2 con KOH. 

IV. Registro electrofisiológico mediante patch-clamp (fijación de voltaje en 

microáreas de membrana) 

Las pipetas de borosilicato fueron jaladas mediante un estirador (P-97 Sutter 

Instrument) con un filamento en forma de caja. Posteriormente, fueron pulidas con 

calor en una microforja (MF-830), y su resistencia final fue aproximadamente de 1-

3 MΩ al introducirlas al baño de registro.  

Las pipetas fueron llenadas con la solución intracelular, y se empleó un 

micromanipulador (Sutter Instrument) para controlar los movimientos de la pipeta. 

Luego, se usaron las configuraciones de cell-attached y whole-cell para el registro 

electrofisiológico, con ésta última se registra toda la célula (Fig. 13). Es importante 

mencionar, que al realizar el sello en configuración whole-cell la pipeta es levantada 

y se coloca frente al microcalentador, es decir, la célula no está adherida al vidrio. 

 

Fig. 13. Configuraciones de patch-clamp. A) Se observa la pipeta en contacto con la 

membrana de la célula, forma un gigasello al aplicar succión en la misma, el cual aún está 

unido a la célula (cell-attached). B) A partir de la configuración cell-attached, se aplica 

succión nuevamente, y al romper el pedazo de membrana que formaba el gigasello, ahora 

se tiene acceso al citoplasma de la célula completa (whole-cell). Modificado de Veitinger, 

2011. 

V. Microcalentador 

El principio de funcionamiento de este aparato es el calor producido al administrar 

una corriente eléctrica por un cable conductor (calentamiento resistivo) (Islas et al., 

2015). Consiste en un cable de cobre despojado del barniz que lo cubre haciendo 

pasar por él una corriente suministrada por una fuente de poder (Matrix model: MPS-
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3010L-1). Este alambre es colocado dentro de un capilar de borosilicato (el mismo 

que se usa para hacer pipetas de registro) y es jalado con el estirador (Sutter 

Instrument) hasta que el cable queda adherido al capilar. Después, es doblado en 

el centro con calor aplicado mediante un soplete, de tal manera que se le da forma 

de horquilla (Fig. 14). 

 

Fig. 14. Microcalentador en forma de horquilla. 

Posteriormente, se le agrega pegamento epóxico (Henkel) para que los dos brazos 

del calentador queden unidos; se soldan los extremos de alambre a dos 

terminaciones en forma de banana para que el calentador pueda ser conectado a 

una fuente de poder Agilent E3631A, sin olvidar colocar los tubos térmicos que 

cubren los alambres expuestos del calentador.  

Para emplear el microcalentador en el registro electrofisiológico fue montado sobre 

un micromanipulador, de tal forma que se pudiera mover de manera precisa.    

VI. Calibración de temperatura 

La temperatura que alcanza el microcalentador varía en función del voltaje y 

corriente con que se programa a la fuente de poder Agilent E3631A, el voltaje que 

se empleó fue siempre de 5 Volts (V) y con base en éste se regularon distintas 

corrientes. Para conocer dicha temperatura se efectuaron dos experimentos.  

Primero, debido a que la resistencia de una pipeta abierta llena con una solución 

electrolítica cambia según el cambio de temperatura (mientras la temperatura 

aumenta la resistencia disminuye), se trató de encontrar una función que relacionara 

ambos parámetros. Para ello, se colocó una cámara de registro unida a un peltier, 

el cual fue controlado por una fuente (PTC npi) que le indicaba la temperatura que 

debería alcanzar (en este caso 50°C). La temperatura fue medida mediante un 

termistor (Warner Instruments), y la corriente por el electrodo de registro cubierto 

con la pipeta abierta.  

Entonces, con el amplificador (Axopatch 200B, Axon Instruments) en el programa 

PatchMaster (HEKA Elektronik) el canal uno registró la corriente y el dos la 

temperatura, se empleó un protocolo con tres pulsos cuadrados de 10 mV 
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separados por uno de 0 mV y se obtuvieron las dos curvas: corriente y temperatura. 

Mediante la ley de Ohm se obtuvo el cambio en la resistencia a partir de la corriente 

y el voltaje (V=RI luego entonces R=V/I) y se relacionó con el cambio en la 

temperatura. Además, se realizó un ajuste a un polinomio de tres términos con 

ambos ejes, y se obtuvo una ecuación que relaciona la resistencia con la 

temperatura (Fig.15). 

 

Fig. 15. Relación entre la temperatura y la resistencia de una pipeta abierta (línea roja), así 

como el ajuste a un polinomio de tres términos que da lugar a una ecuación que relaciona 

ambos parámetros (línea negra).  

El segundo experimento consistió en colocar una pipeta abierta a cierta distancia 

del microcalentador, administrarle cierta corriente al microcalentador programada 

en la fuente de poder, entonces la corriente que detecta el electrodo en la pipeta 

abierta es registrada con PatchMaster, convertida a resistencia por la ley de Ohm y 

finalmente a temperatura con la ecuación obtenida en el ajuste (Fig. 15). Es 

importante tomar en cuenta la temperatura del baño de registro al realizar el ajuste. 

Así, se pueden programar diversas corrientes en la fuente de poder y se calcula la 

temperatura a la que equivalen.  

VII. Estimulación por temperatura  

Antes de iniciar el registro electrofisiológico se calibra la temperatura que alcanza el 

microcalentador, según la corriente que se programa en la fuente de poder. Una vez 
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que se tiene el parche en configuración whole-cell, éste se coloca a una distancia 

aproximada de 27 µm del microcalentador (Fig. 16) y se procede a aplicar los pulsos 

de temperatura.    

 

Fig. 16. Imagen obtenida con una cámara (Scion Corporation), controlada por 

Micromanager 1.3; muestra al microcalentador (debajo) y la pipeta con el sello (arriba) 

separados a una distancia aproximada de 27 µm, con el objetivo de 40X (recuadro amarillo 

o ROI, realizado con el programa Image J).   

Para aplicar los pulsos de temperatura se empleó un microcontrolador Arduino Uno, 

el cual controla la ejecución de la fuente de poder que administra corriente al 

microcalentador. Dicho microcontrolador tiene dos puntas, una que va a tierra y otra 

a la punta digital 7. A su vez es controlado por el software Spider (programado con 

Python 2.7), con el cual se programó una rampa simétrica, en ésta, la fuente de 

poder aplica 20 pulsos consecutivos progresivos desde 0 A hasta la corriente 

deseada espaciados por 0.09 s, esto es: 0, 0.5, 1 y así sucesivamente hasta la 

corriente que se requiera; la rampa simétrica dura 2 s de subida o calentamiento y 

2 s de bajada o enfriamiento (desde la corriente requerida hasta 0 A, mismo 

proceso).     

Al mismo tiempo, el Arduino está acoplado con PatchMaster. PatchMaster 

representa la corriente registrada por el amplificador mediante un osciloscopio. 

Durante los pulsos de temperatura se utilizó un protocolo que consiste en un pulso 

continuo de -60 mV (en la calibración es de 10 mV para evitar la saturación del 

amplificador) durante 11.3 s. Por el canal 1 se registra la corriente y por el dos se 

controla el acoplamiento entre PatchMaster y Arduino, de tal manera que en el 

segundo 2 del protocolo se enciende la fuente de poder, se ejecuta la rampa 

simétrica, y se apaga en el segundo 6. 

 

20 µm



32 
 

VIII. Activación por capsaicina 

Se empleó un sistema de perfusión en el que un tubo con capsaicina conectado a 

una manguera termina en un capilar tipo pipeta de registro de patch-clamp, luego 

se monta sobre un motor de pasos, junto al microcalentador y la solución se 

administra a la cámara de registro por gravedad. Se usa una manguera de succión 

para intercambiar el baño de registro, así como otro sistema de perfusión que 

administra baño de registro.  

IX. Análisis de datos 

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el programa Igor Pro 6.37, así 

como Microsoft Excel 2007. 
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RESULTADOS 

En la primera parte de la tesis en la que se estandarizó el método de cultivo y 

registro de neuronas DRG se empleó el ratón blanco de la cepa CD1, con el cual se 

realizaron el cultivo celular y los registros electrofisiológicos de fijación de voltaje, 

fijación de corriente, registros con capsaicina y los primeros registros con calor. 

I. Cultivo Celular  

Las neuronas de los ganglios de la raíz dorsal (DRG) son una población 

heterogénea de células en la que se pueden observar varios tipos (neuronas y 

células de soporte) y tamaños celulares (Fig. 17).  

 

Fig. 17. Cultivo de neuronas DRG y células de soporte. Imagen tomada en campo claro 

con el objetivo 10X de un microscopio invertido, mediante una cámara Scion Corporation 

donde se observan distintos tipos y tamaños de células en el cultivo. Cultivo celular de 

ganglios de la raíz dorsal disgregados del ratón cepa CD1.  

De éstas, son de particular interés las neuronas de tamaño pequeño y mediano, de 

tipo C y Aδ, respectivamente, las neuronas que expresan TRPV1. Principalmente, 

las neuronas cuyo diámetro es aproximadamente menor a 30 µm (neuronas 

medianas y pequeñas) y sobre todo de aproximadamente 20 µm (las neuronas 

pequeñas) que responden a capsaicina (Fig. 18). 

Neuronas

20 µm 
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Fig. 18. Neuronas DRG de distintos tamaños. Tres tamaños distintivos de neuronas DRG 

(lateral izquierdo). Neurona DRG pequeña que responde a capsaicina (lateral derecha). 

Imagen tomada en campo claro con el objetivo 40X de un microscopio invertido mediante 

una cámara Scion Corporation.  

II. Registro electrofisiológico de neuronas DRG 

En un inicio, el registro electrofisiológico se realizó en células de todos los tamaños. 

A continuación, se muestran registros de corriente bajo fijación de voltaje (voltage 

clamp) en la modalidad whole-cell o célula completa (Fig. 19). 

 

Fig. 19. Familias de corrientes de neuronas DRG de tamaños distintos en 

configuración whole-cell. Se muestran dos registros de dos neuronas de tamaño distinto. 

El protocolo de pulsos de voltaje tiene un potencial de mantenimiento de -80 mV, a partir 

del cual se aplican 10 pulsos de voltaje desde -80 mV, con incrementos de 20 en 20 hasta 

+100 mV. El pulso cuadrado dura 50 ms. Dos neuronas representativas de 6 células 

registradas. 

Neurona pequeña
19 x 21 µm

10 µm

Célula 1 Célula 2
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De las células registradas, particularmente en la célula 2 se puede observar muy 

bien una corriente entrante que correspondería a los canales de sodio que dejan 

entrar sodio a la neurona (fase de despolarización del potencial de acción), así como 

corriente saliente que correspondería a los canales de potasio que dejan salir 

potasio de la neurona (fase de repolarización del potencial de acción). Incluso, se 

observa cierta corriente saliente de sodio a potenciales muy despolarizantes (Fig. 

19); ahora, no todas las neuronas mostraron la misma corriente entrante de sodio, 

algunas mostraron menos, como en la célula 1 (Fig. 19).  

Estos resultados indican que las células obtenidas del cultivo son neuronas y no 

alguna célula de soporte. Por lo que posteriormente las neuronas DRG registradas 

debían mostrar corriente entrante en la familia de corrientes.    

III. Registro de potenciales de acción con fijación de corriente o current clamp  

Sin embargo, para asegurar que las células registradas son neuronas, se realizaron 

registros de potencial de membrana bajo fijación de corriente o current clamp en la 

modalidad whole-cell, y se verificó el disparo de potenciales de acción. 

Se utilizó un protocolo con una serie de escalones de corrientes progresiva desde 

corrientes negativas hasta aproximadamente 25 pA, para observar en cuál de ellas 

se logra el disparo de potenciales de acción. La siguiente neurona comienza a 

disparar potenciales de acción en 4 pA de corriente (Fig. 20B), pero la magnitud de 

dicha corriente puede variar en las distintas neuronas. También, como se puede 

apreciar, la forma y el tamaño del potencial de acción no cambia, aumenta la 

frecuencia de disparo de potenciales de acción conforme aumenta el pulso de 

corriente (Fig. 20C). 
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Fig. 20. Disparo de potenciales de acción en neuronas DRG por fijación de corriente 

o current clamp. Se muestran tres corrientes, -2, 4 y 16 pA, con las cuales se verifica el 

disparo de potenciales de acción en una neurona DRG, así como el acercamiento a uno de 

los potenciales de acción en cada corriente. La serie progresiva de fijación de corrientes 

tiene 10 pulsos que van desde -2 pA hasta 16 pA con incrementos de 2 pA, cada corriente 

dura 1000 ms. El potencial de reposo de la neurona es de -77 mV y su umbral de disparo 

está en -34 mV aproximadamente. Registro representativo de una neurona DRG.    

 En lo sucesivo, se utilizó una serie progresiva de corrientes para verificar el disparo 

de potenciales de acción en las células de registro y asegurar que son neuronas. 

 

A

B

C
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IV. Registro de potenciales de acción por capsaicina en presencia de calcio 

extracelular   

Ahora bien, se sabe que son neuronas DRG mediante el registro de potenciales de 

acción, pero es necesario registrar neuronas que expresen TRPV1, una forma de 

marcar dichas células es mediante el disparo de potenciales de acción al estimular 

con capsaicina, puesto que TRPV1 es el receptor de capsaicina.  

Entonces, se intentó registrar potenciales de acción al perfundir capsaicina en la 

solución extracelular en ausencia de algún pulso de corriente y en un inicio en 

presencia de calcio extracelular. Se observó una despolarización y luego el disparo 

de potenciales de acción algunos segundos después de perfundir capsaicina (Fig. 

21). 

 

Fig. 21. Registro de potenciales de acción en una neurona DRG al estimular con 

capsaicina 4 µM en presencia de calcio extracelular. Neurona con fijación de corriente 

a 0 pA, su potencial de reposo es de -70 mV (el potencial de reposo fue modificado según 

el potencial de reposo de la mayoría de las células) y el umbral de disparo está en -40 mV 

aproximadamente. Célula representativa de cuatro células registradas. 

No obstante, se obtenían muy pocos registros de neuronas que dispararan 

potenciales de acción con capsaicina 4 µM, así que se intentó disminuir la 

concentración de capsaicina, puesto que ésta puede resultar tóxica para la célula 

(Caterina et al., 1997); y la activación se realizó con fijación de voltaje. 
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V. Registro de corriente activada por capsaicina   

Entonces, con el fin de encontrar neuronas DRG pequeñas que expresaran TRPV1, 

se perfundió capsaicina 1 µM en el medio (Koplas et al., 1997), y en lugar de 

registrar el disparo de potenciales de acción mediante current clamp, se registraron 

corrientes mediante fijación de voltaje o voltage clamp en la modalidad whole-cell.  

En la mayoría de las neuronas se observaron corrientes entrantes activadas por 

capsaicina con un pulso continuo de -60 mV, de más de 1 nA como se ha reportado 

anteriormente (Koplas et al., 1997) (Fig. 22). Además, al perfundir capsaicina, se 

observó corriente entrante que se comienza a desensibilizar antes de detener la 

perfusión de capsaicina y comenzar a lavar con solución de registro, esto debido a 

la presencia de calcio extracelular (Fig. 22).   

 

Fig. 22. Corriente de TRPV1 activada por capsaicina en neuronas DRG en presencia 

de calcio extracelular. Pulso continuo a -60 mV. Dos neuronas representativas de tres 

neuronas registradas. 

Y es que TRPV1 tiene un fenómeno de desensibilización por calcio, en el que se 

reduce la actividad del canal durante el estímulo de capsaicina o al aplicar pulsos 

de capsaicina repetidos pero breves (Caterina et al., 1997; Koplas et al., 1997; 

Planelles-Cases et al., 2011), el cual puede interferir con el fenómeno de 

inactivación por temperatura que se pretende probar en esta tesis y también puede 

dar cuenta de la ausencia en el disparo de potenciales de acción por las neuronas 

DRG estimuladas con capsaicina 4 µM en presencia de calcio extracelular.  

Debido a ello, se realizó el experimento antes descrito en ausencia de calcio y 

magnesio extracelular (Fig. 23) y se observó corriente entrante de magnitud similar 

a la observada en presencia de calcio extracelular (Fig. 22), pero dicha corriente no 

se desensibiliza antes de detener la perfusión de capsaicina, su retorno a la 

corriente basal es más lento (Fig. 23). 

Célula 1 Célula 2
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Fig. 23. Corriente de TRPV1 activada por capsaicina en neuronas DRG en ausencia 

de calcio y magnesio extracelular. Pulso continuo a -60 mV. Dos neuronas distintas de 

tres neuronas registradas. 

Así, se puede concluir que hay más desensibilización de la corriente activada por 

capsaicina en el tiempo en los registros con calcio comparados con los registros en 

los que éste no se encuentra presente (Fig. 24). 

 

 

Célula 1 Célula 2
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Fig. 24. Desensibilización de la corriente activada por capsaicina en presencia de 

calcio extracelular. Se muestra la corriente activada por capsaicina normalizada con 

respecto al tiempo, en presencia y ausencia de calcio extracelular. El primer punto de cada 

experimento muestra la corriente máxima que se alcanza en el registro y el segundo punto 

muestra cuando la corriente ha decaído hasta alcanzar el punto basal. Tres experimentos 

en cada condición. 

Con base en todo esto, en adelante las neuronas DRG registradas fueron elegidas 

según el tamaño y la forma de las células que respondieron a capsaicina, y se tomó 

en cuenta la desensibilización por calcio observada en las neuronas DRG. 

VI. Registro de potenciales de acción por capsaicina en ausencia de calcio 

extracelular   

A continuación, con el fin de corroborar si la concentración de capsaicina era el 

motivo por el que no se podían registrar potenciales de acción en las neuronas DRG 

al estimular con capsaicina, y no algún problema con el cultivo celular que afectara 

la expresión de TRPV1, se registraron potenciales de acción con capsaicina 1 µM y 

30 nM (Koplas, et al.,1997) en ausencia de calcio extracelular (Fig. 25). 

Se observan potenciales de acción con capsaicina 1 µM (Fig. 25A) e inclusive con 

una concentración más baja de capsaicina: 30 nM (Fig. 25B), los cuales se 

obtuvieron rápidamente en dos neuronas registradas. Por lo que se concluye que la 

concentración de capsaicina es un factor importante al registrar potenciales de 

acción en neuronas DRG pequeñas, así como la presencia de calcio extracelular.   
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Fig. 25. Registro de potenciales de acción en neuronas DRG al estimular con 

capsaicina en ausencia de calcio extracelular. Fijación de corriente a 0 pA. A. Neurona 

con un potencial de reposo de -70 mV (el potencial de reposo fue modificado según el 

potencial de reposo de la mayoría de las células), umbral de disparo de -65 mV 

aproximadamente. B. Neurona con un potencial de reposo de -70 mV (el potencial de 

reposo fue modificado según el potencial de reposo de la mayoría de las células), umbral 

de disparo de -60 mV aproximadamente. Dos neuronas registradas. 

A

B
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VII. Activación por rampas de temperatura consecutivas en neuronas DRG 

pequeñas de ratón WT CD1 

Posteriormente, se comenzó a estimular por calor a neuronas DRG pequeñas del 

ratón CD1, con el que se había estado trabajando desde el inicio de la tesis.  

Para ello, se registraron corrientes con fijación de voltaje en configuración whole-

cell a un potencial de -60 mV, donde se estimula por calor a las neuronas DRG con 

una rampa simétrica de 2 s de calentamiento y 2 s de enfriamiento, la cual se aplica 

repetidamente cada 30 s, todo esto sin calcio extracelular (Fig. 26). Se observó una 

potenciación de la corriente, puesto que la corriente aumenta al aplicar cada rampa 

de temperatura (Fig. 26).  
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Fig. 26. Estimulación por rampas de temperatura consecutivas en neuronas DRG 

pequeñas de ratón WT CD1. Tres células distintas estimuladas por una rampa de 

temperatura cada 30 s. La rampa simétrica de temperatura tiene 2 s de calentamiento (línea 

roja tenue) y 2 s de enfriamiento (línea azul tenue); cuyo inicio y final están indicados por 

los puntos rojo y azul, respectivamente. En el lado izquierdo se muestra la respuesta en 

corriente de las células a las rampas de temperatura en cada punto de tiempo; y en el lado 

derecho las curvas corriente vs. temperatura de cada célula, según la relación con la rampa 

de calibración de temperatura, donde solo se toma en cuenta la fase de calentamiento de 

la rampa de temperatura. Las células fueron registradas en configuración whole-cell, con 

voltage clamp a -60 mV, sin calcio extracelular. 

Célula 2

Célula 3

Célula 1
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Cuando la corriente de cada una de las rampas aplicadas se normaliza, con 

respecto a la corriente máxima de la primera rampa (Imax), se observa que la 

corriente aumenta progresivamente hasta casi el doble de la corriente inicial (Fig. 

27).    

 

Fig. 27. Corriente normalizada de las neuronas activadas por temperatura del ratón 

WT CD1. Se muestra el cociente de la corriente de cada una de las rampas (la corriente 

neta se obtiene restando la corriente de fuga o leak de la corriente en el punto más alto), 

sobre la corriente máxima o la corriente de la primera rampa en cada punto de tiempo con 

su respectiva barra de error estándar. Es un promedio de tres experimentos con una rampa 

de temperatura que alcanza 54°C.  

Este resultado discrepa de los resultados previos obtenidos en células HEK 293 que 

expresan de manera heteróloga TRPV1, donde la corriente disminuye con cada 

rampa de calor. 

Ahora bien, la respuesta en corriente de las neuronas a las rampas de calor 

involucra varios canales activados por temperatura en la célula, una forma de tratar 

de identificar específicamente a TRPV1 consiste en calcular la entalpía (ΔH) de 

activación por temperatura, ya que el proceso cerrado a abierto de TRPV1 involucra 

una cantidad de entalpía grande (Baez et al., 2014), la cual también se ha calculado 

en el laboratorio al expresar a TRPV1 de manera heteróloga y al comparar dicho 
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valor con el que se halle en las neuronas DRG nos podría dar una idea de su 

presencia en éstas.  

En ese sentido, para el cálculo de la entalpía de activación por temperatura, la 

corriente de activación por temperatura (I) se relaciona con la probabilidad de 

apertura (P0) según la ecuación: 

I = P0 * i * N 

Donde la corriente unitaria (i) de los canales en principio no varía mucho, tiene cierta 

dependencia de la temperatura, pero al final no cambia demasiado el valor y el 

número total de canales (N) no cambia, por lo que la corriente de activación por 

temperatura (I) solo dependería de la probabilidad de apertura (P0). 

Si se asume el modelo más simple de dos estados, en la ecuación de Van´t Hoff 

(Baez et al., 2014): 

Ln (Keq) = -ΔH /R (1/T) + ΔS/R 

Se podría considerar: 

 Ln (I) = - ΔH/R (1/T) + ΔS/R  

Puesto que no se ha medido la constante de equilibrio (Keq), pero la probabilidad de 

apertura cambia porque la constante de equilibrio cambia, según la ecuación: 

P0 = 1/1+Keq 

Es decir, se considera la ecuación de Van´t Hoff en función de la probabilidad de 

apertura, en lugar de la constante de equilibrio, y las curvas corriente vs. 

temperatura serían en realidad curvas de probabilidad de apertura.  

Con base en esto, el cambio en la corriente (Ln(I)) con respecto a 1/T (Inverso de la 

temperatura absoluta) es una línea recta y la pendiente es ΔH/R (donde R es la 

constante de los gases). Por lo que, a partir de los datos de la gráfica corriente vs. 

temperatura se obtiene Ln (I) vs. 1/T (Fig. 28A). 

En esta gráfica, se calcula primero la entalpía del leak o corriente de fuga de la 

neurona, la cual corresponde a la entalpía de la membrana de la célula y los 

receptores o canales iónicos que con un potencial de -60 mV tienen fuga de 

corriente con una dependencia de temperatura muy baja, que corresponde a la 

primera parte de la gráfica con una pendiente más baja (Fig. 28A); luego, esta 

entalpía de la corriente de fuga se resta del resto de la gráfica, para obtener sólo la 

entalpía de los canales, e identificar qué tanta contribución hay en ésta de TRPV1 

(Fig. 28B). 
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Fig. 28. Cálculo de la entalpía de activación por temperatura en una neurona DRG. Se 

muestra un ejemplo del cálculo de la entalpía con base en lo mencionado en el texto. Se 

realiza un ajuste a una línea recta, de cuya ecuación se obtiene la pendiente, la cual será 

multiplicada por R o la constante de los gases para obtener el valor de entalpía. A. Cálculo 

de la entalpía de la corriente de fuga de la neurona. B. Cálculo de la entalpía de los canales 

al restar la entalpía de la corriente de fuga de la célula. 

Con base en ello, la entalpía de activación por temperatura de los experimentos 

realizados en el ratón CD1 fue calculada (Fig. 29) y los resultados muestran que la 

entalpía es menor con respecto a la entalpía obtenida para TRPV1 en sistemas de 

A

B
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expresión heteróloga (Baez et al., 2014), lo cual probablemente se debe a la 

contribución de los demás canales expresados en la neurona DRG que también se 

activan por temperatura a la entalpía de toda la célula. 

 

Fig. 29. Entalpía de activación por temperatura de los experimentos realizados en 

neuronas DRG del ratón CD1. Se muestran las entalpías correspondientes a la corriente 

de fuga y de los canales. La gráfica esta escalada en el eje de la entalpía al valor de entalpía 

que se ha obtenido para TRPV1 en células HEK293 que expresan de manera heteróloga el 

canal, según experimentos llevados a cabo en el laboratorio. Cada punto representa el 

promedio de las entalpías con su error estándar de cada una de las rampas en ese punto 

de tiempo. Es un promedio de tres experimentos. 

Por otra parte, una de las estrategias de esta tesis para aislar a TRPV1 de un 

sistema tan complejo como la neurona DRG, consiste en utilizar al ratón knock-out 

de TRPV1 (TRPV1-/-) y observar cómo responde a la estimulación por rampas de 

temperatura consecutivas. Este ratón se encuentra en la cepa C57 BL6-J, así que 

se comenzaron a emplear ratones de esta cepa para los registros electrofisiológicos 

de temperatura y se dejaron de utilizar ratones de la cepa CD1. 
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VIII. Activación por rampas de temperatura consecutivas en neuronas DRG 

pequeñas de ratón C57 BL6-J TRPV1-/- 

Los ratones knock-out de TRPV1 (TRPV1-/-) están genotipificados como hermanos 

homocigotos y al estimular sus neuronas DRG pequeñas con capsaicina no se 

observa corriente (Fig. 30).  

 

Fig. 30. Las neuronas DRG pequeñas del ratón TRPV1-/- no responden a capsaicina. 

Se muestra una neurona DRG pequeña que fue estimulada con capsaicina 1 µM. La gráfica 

está escalada a la corriente aproximada que se obtuvo en neuronas DRG WT con el canal 

TRPV1. La célula fue registrada en configuración whole-cell en modo voltage clamp a -60 

mV sin calcio extracelular. Es una célula representativa de dos células registradas.  

Entonces, se realizó el mismo experimento antes mencionado de estimulación por 

rampas de calor consecutivas en neuronas DRG pequeñas del ratón C57 BL6-J 

TRPV1-/-, y las rampas de calor muestran muy poca corriente, de tal forma que se 

confunde con el leak o corriente de fuga de la célula (Fig. 31), por ende, se vuelve 

difícil observar si hay un aumento o descenso en la corriente, pero ésta parece 

traslaparse, es decir, permanece igual.   
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Fig. 31. Estimulación por rampas de temperatura consecutivas en neuronas DRG 

pequeñas del ratón C57 BL6-J TRPV1-/-. Tres células distintas estimuladas por una 

rampa de temperatura cada 30 s. La rampa simétrica de temperatura tiene 2 s de 

calentamiento (línea roja tenue) y 2 s de enfriamiento (línea azul tenue); cuyo inicio y final 

están indicados por los puntos rojo y azul, respectivamente. En el lado izquierdo se muestra 

la respuesta en corriente de las células a las rampas de temperatura en cada punto de 

tiempo; y en el lado derecho las curvas corriente vs. temperatura de cada célula, según la 

relación con la rampa de calibración de temperatura, donde solo se toma en cuenta la fase 

de calentamiento de la rampa de temperatura. Las células fueron registradas en 

configuración whole-cell, con voltage clamp a -60 mV, sin calcio extracelular. 

Célula 1

Célula 2

Célula 3
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Al normalizar la corriente de cada una de las rampas aplicadas con respecto a la 

corriente máxima de la primera rampa (Imax), se observa que la corriente tiende a 

aumentar y después de algunas rampas a descender (Fig. 32). 

 

Fig. 32. Corriente normalizada de las neuronas activadas por temperatura del ratón 

TRPV1-/-. Se muestra el cociente de la corriente de cada una de las rampas sobre la 

corriente máxima o la corriente de la primera rampa en cada punto de tiempo con su 

respectiva barra de error estándar. La línea roja muestra los experimentos realizados con 

rampas de calor que alcanzan de 49 a 51°C, es un promedio de tres experimentos. La línea 

negra muestra los experimentos realizados con rampas de calor que alcanzan de 53 a 56°C, 

es un promedio de 4 experimentos.  

Entonces, la corriente activada por temperatura tan pequeña y el poco descenso de 

ésta con la estimulación por rampas de calor consecutivas es un buen indicador de 

la ausencia de TRPV1 en estas neuronas, por lo que se comporta como un control 

negativo.  

También, se calcularon las entalpías de activación por temperatura (Fig. 33) y se 

parecen mucho a las correspondientes con la corriente de fuga de las neuronas, 

muy pequeñas con respecto a los valores esperados de TRPV1.  
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Fig. 33. Entalpía de activación por temperatura de los experimentos realizados en 

neuronas DRG del ratón C57 BL6-J TRPV1-/-. Se muestran las entalpías 

correspondientes a la corriente de fuga y de los canales. Cada punto representa el promedio 

de las entalpías con su error estándar de cada una de las rampas en ese punto de tiempo. 

Es un promedio de siete experimentos. 
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IX. Potenciales de acción por temperatura en neuronas DRG pequeñas de 

ratón C57 BL6-J TRPV1-/- 

Con base en el resultado anterior, ahora se verificó si las neuronas DRG pequeñas 

del ratón C57 BL6-J TRPV1-/- son capaces de producir potenciales de acción 

cuando son estimuladas por calor, considerando que su corriente activada por 

temperatura es muy pequeña (Fig. 31).  

Para ello, se aplicó una rampa de temperatura un poco más larga, con 3 s de 

calentamiento y 3 s de enfriamiento y se registraron potenciales de acción en modo 

current clamp, sin calcio extracelular. Muy interesantemente, las neuronas DRG del 

ratón TRPV1-/- producen potenciales de acción cuando son estimuladas por calor, 

aunque tienen comportamientos distintos (Fig. 34). 
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Fig. 34. Potenciales de acción producidos por temperatura en neuronas DRG 

pequeñas de ratón C57 BL6-J TRPV1-/-. Cinco células distintas estimuladas por una 

rampa simétrica de temperatura con 3 s de calentamiento (línea roja) y 3 s de enfriamiento 

(línea azul), cuyo inicio y final están indicados por los puntos rojo y azul, respectivamente. 

Se muestran los potenciales de acción producidos en el tiempo. Las células fueron 

registradas en configuración whole-cell, mediante current clamp a 0 pA, sin calcio 

extracelular. 

Célula 1 Célula 2

Célula 3 Célula 4

Célula 5
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Al analizar la frecuencia de los potenciales de acción con respecto al tiempo (Fig. 

35A) y con base en la calibración de temperatura, la frecuencia de los potenciales 

de acción con respecto a la temperatura (Fig. 35B), se observan cuatro 

comportamientos distintivos: las células 1 y 5 tienen un aumento en la frecuencia de 

disparo de potenciales de acción aproximadamente entre 48 a 52°C, las células 2 y 

3 entre 42 y 45 °C (aunque éstas células disparaban potenciales de acción incluso 

antes de aplicar la rampa de calor) y finalmente la célula 4 no tiene un aumento en 

la frecuencia de disparo, pareciera que no se activa por calor (Fig. 35). 
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Fig. 35. Frecuencia de disparo de los potenciales de acción por temperatura en 

neuronas DRG del ratón C57 BL6-J TRPV1 -/- sin calcio extracelular. Se muestran las 

frecuencias de disparo de los potenciales de acción, donde la frecuencia se calcula como 

1 sobre el intervalo de tiempo en que se producen cada dos potenciales de acción 

contiguos. A. Frecuencia de disparo de los potenciales de acción con respecto al tiempo en 

que se producen los potenciales de acción, la gráfica comienza en el punto de tiempo en 

que se produce el primer potencial de acción y termina hasta donde la neurona deja de 

disparar potenciales de acción. B. Frecuencia de disparo de los potenciales de acción con 

respecto a la temperatura, según los puntos de tiempo correspondientes con la calibración 

de temperatura.     

Ahora bien, considerando la dependencia de uso o la repetición del estímulo de 

calor que se estudia en esta tesis, ¿qué pasa cuando las neuronas son estimuladas 

por segunda vez con la misma rampa de calor en el disparo de potenciales de 

acción? Se observó una disminución en el disparo de potenciales de acción en la 

mayoría de las células (3 de las 5 células registradas, las células 1, 2 y 3) (Fig. 36), 

lo cual parece provenir de una despolarización sostenida desde la primera rampa 

(parte final de la rampa) (Fig. 35), y esta respuesta disminuida se mantiene en las 

rampas sucesivas. 
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Fig. 36. Potenciales de acción producidos por una segunda rampa de temperatura en 

neuronas DRG pequeñas de ratón C57 BL6-J TRPV1-/-. Las cinco células mostradas en 

la figura anterior (fig. 35) son estimuladas por segunda vez, 30 segundos después, con la 

rampa simétrica de temperatura de 3 s de calentamiento (línea roja) y 3 s de enfriamiento 

(línea azul); cuyo inicio y final están indicados por los puntos rojo y azul, respectivamente. 

Se muestran los potenciales de acción producidos en el tiempo. Las células fueron 

registradas en configuración whole-cell, mediante current clamp a 0 pA, sin calcio 

extracelular. 

 

Célula 1 Célula 2

Célula 3 Célula 4

Célula 5



58 
 

X. Ausencia de potenciales de acción por temperatura en neuronas DRG 

pequeñas de ratón C57 BL6-J TRPV1-/- con calcio extracelular 

Por añadidura, se probó si la respuesta a las rampas de calor cambia en presencia 

de calcio extracelular que es el ambiente fisiológico de la célula, con respecto a los 

experimentos sin calcio extracelular, y los resultados muestran que así es, en 

presencia de calcio extracelular prácticamente no se producen potenciales de 

acción por calor, sólo una de las células registradas muestra potenciales de acción 

(célula 4) (Fig. 37). 
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Fig. 37. Ausencia de potenciales de acción por temperatura en neuronas DRG 

pequeñas de ratón C57 BL6-J TRPV1-/- en presencia de calcio extracelular. Cinco 

células distintas estimuladas por una rampa simétrica de temperatura con 3 s de 

calentamiento (línea roja) y 3 s de enfriamiento (línea azul); cuyo inicio y final están 

indicados por los punto rojo y azul, respectivamente. Se muestran los potenciales de acción 

producidos en el tiempo. Las células fueron registradas en configuración whole-cell, modo 

current clamp a 0 pA, con calcio extracelular. 

XI. Activación por rampas de temperatura consecutivas en neuronas DRG 

pequeñas del ratón WT C57 BL6-J  

A continuación, dado que los experimentos del ratón TRPV1-/- corresponden a la 

cepa C57 BL6-J, los experimentos del ratón WT también deben realizarse en dicha 

cepa.  

De esta manera, la respuesta de las neuronas DRG pequeñas del ratón WT C57 

BL6-J al ser estimuladas con rampas simétricas de temperatura de 2 s de 

calentamiento y 2 s de enfriamiento cada 30 s, muestra que la corriente disminuye 

con cada estímulo (Fig. 38), es decir, se inactivan por calor como las células HEK 

293 que expresan TRPV1 de forma heteróloga (Fig. 9).  
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Fig. 38. Estimulación por rampas de temperatura consecutivas en neuronas DRG 

pequeñas de ratón WT C57 BL6-J. Tres células distintas estimuladas por una rampa de 

temperatura cada 30 s. La rampa simétrica de temperatura tiene 2 s de calentamiento (línea 

roja tenue) y 2 s de enfriamiento (línea azul tenue); cuyo inicio y final están indicados por 

los puntos rojo y azul, respectivamente. En el lado izquierdo se muestra la respuesta en 

corriente de las células a las rampas de temperatura en cada punto de tiempo; y en el lado 

derecho las curvas corriente vs. temperatura de cada célula, según la relación con la rampa 

de calibración de temperatura, donde solo se toma en cuenta la fase de calentamiento de 

la rampa de temperatura. Las células fueron registradas en configuración whole-cell, con 

voltage clamp a -60 mV, sin calcio extracelular. 

La corriente obtenida de cada rampa normalizada con respecto a la corriente de la 

primera rampa o corriente máxima (Imax), muestra que se pierde alrededor de la 

mitad de la corriente al aplicar las rampas sucesivas (Fig. 39). 

 

Fig. 39. Corriente normalizada de las neuronas activadas por temperatura del ratón 

WT C57 BL6-J. Se muestra el cociente de la corriente de cada una de las rampas sobre la 

corriente máxima (Imax) o la corriente de la primera rampa, en cada punto de tiempo con 

su respectiva barra de error estándar. La línea roja muestra los experimentos realizados 

con rampas de calor que alcanzan de 48-49°C, es un promedio de 3 experimentos. La línea 

negra muestra los experimentos realizados con rampas de calor que alcanzan de 55-57°C, 

es un promedio de siete experimentos. 
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Y se calcularon las entalpías de activación por temperatura correspondientes, 

donde se observa que la entalpía disminuye en el tiempo con respecto a las rampas 

sucesivas de calor, hasta que se parece a la entalpía de la corriente de fuga (Fig. 

40), lo cual sucede también con las entalpías de activación por temperatura cuando 

se expresa TRPV1 de manera heteróloga, si bien la entalpía inicial no es tan alta 

como se ha observado en TRPV1. 

 

 

Fig. 40. Entalpía de activación por temperatura de los experimentos realizados en 

neuronas DRG del ratón WT C57 BL6-J. Se muestran las entalpías correspondientes a la 

corriente de fuga y de los canales. Cada punto representa el promedio de las entalpías con 

su error estándar de cada una de las rampas en ese punto de tiempo. Es un promedio de 

diez experimentos. 

XII. Potenciales de acción por temperatura de neuronas DRG pequeñas del 

ratón WT C57 BL6-J  

Posteriormente, se comprobó el disparo de potenciales de acción por calor en las 

neuronas DRG del ratón WT C57 BL6-J sin calcio extracelular, como un control 

positivo del disparo de potenciales de acción por calor de las neuronas del ratón 

TRPV1 -/-. Como se esperaría, las neuronas responden con potenciales de acción 

cuando son estimuladas por calor, si bien, como en las neuronas del ratón TRPV1-

/- tienen comportamientos distintos (Fig. 41). 
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Fig. 41. Potenciales de acción producidos por temperatura en neuronas DRG 

pequeñas de ratón WT C57 BL6-J. Seis células distintas estimuladas por una rampa 

simétrica de temperatura con 3 s de calentamiento (línea roja) y 3 s de enfriamiento (línea 

azul); cuyo inicio y final están indicados por los puntos rojo y azul, respectivamente. Se 

muestran los potenciales de acción producidos en el tiempo. Las células fueron registradas 

en configuración whole-cell, mediante current clamp a 0 pA, sin calcio extracelular. 

Al analizar la frecuencia de disparo de los potenciales de acción con respecto al 

tiempo (Fig. 42A) y con base en la calibración de temperatura, la frecuencia de 

Célula 1 Célula 2

Célula 3 Célula 4

Célula 5 Célula 6



64 
 

disparo de los potenciales de acción con respecto a la temperatura (Fig. 42B), se 

observaron tres tipos de respuestas distintas: algunas neuronas tienen un aumento 

en la frecuencia de disparo de potenciales de acción alrededor de 43°C (las células 

1, 2 y 6), otras células tienen un aumento en la frecuencia de disparo alrededor de 

37°C (células 3 y 5) y una más no parece responder a calor (célula 4) (Fig. 42).  
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Fig. 42. Frecuencia de disparo de los potenciales de acción por temperatura en 

neuronas DRG del ratón WT C57 BL6-J sin calcio extracelular. Se muestran las 

frecuencias de disparo de los potenciales de acción, donde la frecuencia se calcula como 

1 sobre el intervalo de tiempo en que se producen cada dos potenciales de acción 

contiguos. A. Frecuencia de disparo de los potenciales de acción con respecto al tiempo en 

que se producen los potenciales de acción, la gráfica comienza en el punto de tiempo en 

que se produce el primer potencial de acción y termina hasta donde la neurona deja de 

disparar potenciales de acción. B. Frecuencia de disparo de los potenciales de acción con 

respecto a la temperatura, según los puntos de tiempo correspondientes con la calibración 

de temperatura.     

Luego, con respecto a la dependencia de uso en los potenciales de acción 

producidos por calor, al aplicar una segunda rampa de calor 30 s después, 3 de las 

neuronas registradas no producen potenciales de acción (células 2, 3 y 5), 2 

producen potenciales de acción en menor cantidad (células 4 y 6) y una neurona 

parece responder igual que cuando se aplicó la primera rampa (célula 1); es decir, 

se puede concluir que las neuronas responden con una disminución en el disparo 

de potenciales de acción como en el ratón TRPV1-/- (Fig. 43). 
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Fig. 43. Potenciales de acción producidos por una segunda rampa de temperatura en 

neuronas DRG pequeñas de ratón WT C57 BL6-J sin calcio extracelular. Las seis 

células mostradas en la figura anterior (fig. 42) son estimuladas por segunda vez, 30 s 

después, con la rampa simétrica de temperatura de 3 s de calentamiento (línea roja) y 3 s 

de enfriamiento (línea azul); cuyo inicio y final están indicados por los puntos rojo y azul, 

respectivamente. Se muestran los potenciales de acción producidos en el tiempo. Las 

células fueron registradas en configuración whole-cell mediante current clamp a 0 pA sin 

calcio extracelular. 
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XIII. Ausencia de potenciales de acción por temperatura de neuronas DRG 

pequeñas del ratón WT C57 BL6-J con calcio extracelular 

Con respecto a los potenciales de acción por calor en presencia de calcio 

extracelular, las neuronas DRG del ratón WT muestran una respuesta 

prácticamente nula (Fig. 43), puesto que no producen potenciales de acción (células 

2, 3, 5 y 6), o bien producen potenciales de acción cuando la rampa de temperatura 

no está en la fase de calentamiento (células 1 y 4); lo cual es similar a lo observado 

en el ratón TRPV1-/-.  
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Fig. 43. Ausencia de potenciales de acción por temperatura en neuronas DRG 

pequeñas de ratón WT C57 BL6-J con calcio extracelular. Seis células distintas 

estimuladas por una rampa simétrica de temperatura con 3 s de calentamiento (línea roja) 

y 3 s de enfriamiento (línea azul); cuyo inicio y final están indicados por los puntos rojo y 

azul, respectivamente. Se muestran los potenciales de acción producidos en el tiempo. Las 

células fueron registradas en configuración whole-cell, en modo current clamp a 0 pA, con 

calcio extracelular. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN   

Las neuronas de los ganglios de la raíz dorsal (DRG) son una población 

heterogénea de células, en la que se pueden distinguir neuronas de tamaño grande, 

mediano y pequeño (Fig. 17, Fig. 18), de las cuales, las neuronas de 

aproximadamente 20 µm o las neuronas pequeñas que responden a capsaicina 

(Fig. 18), son las neuronas que fueron registradas en esta tesis, puesto que 

expresan el canal iónico de interés, TRPV1. 

Las neuronas DRG pequeñas presentan corriente entrante al aplicar una serie de 

pulsos de voltaje (Fig. 19) y producen potenciales de acción al aplicar una serie 

progresiva de pulsos de corriente (Fig. 20). También, producen potenciales de 

acción por capsaicina 4 µM (Fig. 21), pero más fácilmente con una concentración 

menor de capsaicina de 1 µM y en ausencia de calcio extracelular (Fig. 25).    

Sin embargo, las neuronas DRG pequeñas activadas por capsaicina se pueden 

identificar de mejor manera al registrar corrientes mediante fijación de voltaje o 

voltage clamp, donde la corriente activada por capsaicina registrada es mayor a 1 

nA (Fig. 22, Fig. 23) y se puede notar que se desensibiliza más rápido en presencia 

de calcio extracelular (Fig. 23, Fig. 24).  

Ahora bien, con respecto a la hipótesis de trabajo de esta tesis, que consiste en 

conocer si existe inactivación por temperatura de TRPV1 en las neuronas DRG,   

cuando se estimula a las neuronas DRG pequeñas del ratón WT C57 BL6-J con 

rampas de temperatura consecutivas, éstas se comportan igual a las células HEK 

293 que expresan TRPV1 de manera heteróloga, puesto que en ambas la corriente 

activada por calor disminuye en el tiempo (Sánchez-Moreno, et al., 2018) (Fig. 38, 

Fig. 39); es decir, las neuronas DRG pequeñas donde se expresa TRPV1 de manera 

endógena, puesto que corresponden al tamaño y la forma de las neuronas que 

responden a capsaicina (Fig. 22, Fig. 23), también se inactivan por calor. Este 

fenómeno ya se había observado antes (Fig. 8), pero no se había investigado como 

un fenómeno propio del canal iónico TRPV1.  

Lo anterior se sustenta, además, mediante la corriente activada por temperatura de 

las neuronas del ratón knock-out de TRPV1 (TRPV1-/-), cuya respuesta en corriente 

a las rampas de calor es muy pequeña (muy parecida a la corriente de fuga) (Fig. 

31) comparada con las neuronas del ratón WT, por lo que los resultados sugieren 

que TRPV1 contribuye mayoritariamente a la corriente activada por temperatura en 

las neuronas DRG pequeñas, y ésta se inactiva.  

No obstante, a diferencia de las neuronas del ratón de la cepa C57 BL6-J, en las 

neuronas DRG pequeñas del ratón CD1 la corriente activada por temperatura 

aumenta o se potencia al aplicar las rampas de calor consecutivas (Fig. 26, Fig. 27). 
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Lo cual puede estar relacionado con la heterogeneidad de las neuronas DRG 

pequeñas de tipo C que son las que se registran en esta tesis (Fig. 18), pues hay 

algunas neuronas polimodales, otras que sólo responden a calor, otras que 

responden a frío y otras más que no responden a calor (Basbaum, et al., 2009). 

Aunado a que se realizó un número de experimentos pequeño, puesto que los 

ratones CD1 se emplearon sólo en la fase de estandarización de esta tesis, y 

estrictamente no fueron tomados en cuenta para probar la hipótesis de trabajo.  

Con respecto al cálculo de entalpías de activación por temperatura, si bien en las 

neuronas del ratón CD1 la corriente aumenta al aplicar las rampas de calor 

sucesivas, su entalpía disminuye con cada rampa hasta que se parece a la entalpía 

de la corriente de fuga (Fig. 29), aunque se haya alcanzado la corriente máxima en 

las rampas de calor.  

En ese mismo punto, extrañamente las entalpías de activación por temperatura son 

bajas en ambas cepas del ratón WT (Fig. 29, Fig. 40), comparadas con las entalpías 

que corresponden a TRPV1 expresado de manera heteróloga (Baez et al., 2014). 

Esto se puede deber a la contribución de los demás canales activados por 

temperatura como TRPV2, TRPA1, TRPV3 (Baez et al., 2014), que se expresan en 

las neuronas DRG a la entalpía global de la célula completa, si bien TRPV1 es el 

canal que más contribuye a la corriente activada por temperatura.  

En cuanto al disparo de potenciales de acción por temperatura, con base en la 

corriente activada por temperatura de las neuronas del ratón TRPV1-/-, se esperaría 

que estas neuronas no produjeran muchos potenciales de acción al ser estimuladas 

por calor. Sin embargo, dichas neuronas producen potenciales de acción de manera 

robusta (Fig. 34), muy similar a las neuronas del ratón WT en ausencia de calcio 

extracelular (Fig. 41). Esto podría dar cuenta del hecho de que en el ratón TRPV1-

/- la respuesta a calor no se ve afectada en los ensayos de conducta (Vriens et al., 

2014). 

Muy interesantemente, en estos experimentos se pueden observar tres 

comportamientos distintivos que corresponderían a tres subpoblaciones de 

neuronas DRG pequeñas: algunas neuronas responden alrededor de 35°C, otras 

responden a más de 42°C y otras que no responden a calor (Fig. 42). Aunque es 

importante mencionar que fue una n pequeña, si se toma en cuenta que el número 

de células que se registran para observar patrones de disparo de potenciales de 

acción es mayor, pero fue consistente en las neuronas del ratón WT y TRPV1-/-.  

Al considerar la dependencia de uso o la repetición del estímulo de temperatura en 

el disparo de potenciales de acción, tanto en el ratón TRPV1-/- como el ratón WT la 

respuesta disminuye en la segunda rampa (Fig. 36, Fig. 43). Sin embargo, aquí es 



72 
 

muy importante considerar el período refractario de la neurona sensorial, así como 

los fenómenos de adaptación de éstas (Purves et al., 2012), comparado con los 30 

s de lapso entre rampas de temperatura que se emplearon en este trabajo. Aunque 

en el caso del ratón WT, la inactivación que se observa en la diminución de corriente 

en el tiempo presumiblemente debido a TRPV1, podría estar afectando el disparo 

de potenciales de acción al repetir el estímulo de temperatura. 

En presencia de calcio extracelular, las neuronas del ratón TRPV1-/- y las neuronas 

del ratón WT no producen potenciales de acción (Fig. 37, Fig. 44), lo cual sugiere 

un papel muy importante del calcio, que finalmente se encuentra de manera 

fisiológica en el ambiente de la neurona. Podría estar modulando a los canales de 

sodio, que son los que producen los potenciales de acción en las neuronas DRG 

(Basbaum et al., 2014). Aunque, son los experimentos sin calcio extracelular los que 

se toman en cuenta en esta tesis, debido al fenómeno de desensibilización por 

calcio de TRPV1 (Fig. 22, Fig. 24), que podría interferir con la inactivación por calor. 

Finalmente, en un panorama global, TRPV1 jugaría un papel de freno en la 

activación por temperatura cuando el estímulo de temperatura se prolongue en el 

tiempo, o bien cuando sea aplicado repetidamente con un período de entre pulsos, 

dando cuenta así de un fenómeno de adaptación de las neuronas sensibles a 

temperatura como el de otras neuronas sensoriales que responden a estímulos de 

olor, sonido, entre otros. 
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