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Abreviaturas.

ADN: Acido desoxirribonucleico.
ADNCc: ADN complementario.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero.

BiP: Proteina de union a inmunoglobulinas
(Binding immunoglobulin protein).

BD: BD 1063 o 1-[2-etil]-4-metilpiperazina.
BSA: Albumina de suero bovino.

D10: Medio de cultivo DMEM
complementado con suero fetal bovino al
10%.

DMSO: Dimetil sulfoxido.

DRG: Ganglios de la raiz dorsal (Dorsal root
ganglion).

FBS: Suero fetal bovino (Fetal B ovine
Serum).

F11: Linea celular de un hibridoma por fusion
de DRG de rata con neuroblastoma de ratén.

GAPDH:  Gliceraldehido  3-  fosfato
deshidrogenasa.

HEK?293: Linea celular de células de rifion de
embrion humano (Human embryonic kidney).

IgG: Inmunoglubulinas.

IP: Inmunoprecipitado.

KO-cIR: Ratones transgénicos que no
expresan a 1R.

ON: Durante toda la noche (Over night).
PBS: Buffer de fosfatos.

PBST: PBS adicionado con tween 20.
PKA: Proteina cinasa A.

PKC: Proteina cinasa C.

PT: Proteinas totales solubilizadas.

PM: Proteinas de membrana.

PVDF: Polivinilideno fluorido.

Raton KO: Ratones transgénicos que no
expresan una proteina.

RE: Reticulo endoplasmico.
c1R: Receptor no opioide sigma 1.
TG: Ganglio trigémino (trigemin ganglion).

TRP: Receptor de potencial transitorio
(Transcient Receptor Potential).

TRPV1: Receptor de potencial transitorio
vaniloide subtipo 1 (transcient recep tor
potential vaniloid 1).

rTRPV1: Canal TRPV1 de rata.
hTRPV1: Canal TRPV1 de humano.

Vh: vehiculos.



Resumen.

El canal TRPV1 es importante para la comunicacion entre la célula y el ambiente al servir como
un receptor polimodal capaz de responder a condiciones nocivas; dada su participacion en
enfermedades con dolor crénico se han identificado numerosos agonistas al canal, sin embargo, se
conocen pocos antagonistas, asi mismo los estudios que buscan entender la regulacion de la
expresion del TRPV1 y su interaccion con otras proteinas son escasos a pesar del potencial de este
campo de investigacion; en este sentido recientemente se ha propuesto que existe relacion entre el
dolor mediado por el canal TRPV1 y la chaperona llamada receptor sigma 1 (c1R). El 1R es la
Unica chaperona capaz de interactuar y regular a numerosas proteinas ya que participa en diversos
procesos celulares, entre los que destaca la nocicepcion. Se ha reportado que ratones KO-c1R
sensibilizados con capsaicina muestran menor dolor que los animales silvestres y de forma
semejante en un modelo de induccion de migrafia en ratas se encontrd que la administracion de un
antagonista especifico para el 1R disminuye el dolor inducido por la capsaicina, esto forma la
base para considerar que existe una estrecha relacion entre el canal TRPV1 y el 61R, sin embargo,
hasta la fecha no se han realizado estudios para explicar los mecanismos moleculares implicados.

En el presente trabajo se propuso demostrar si el 1R actiia como un regulador importante del canal
TRPV1 capaz de influir en la deteccidn de estimulos nocivos y la generacion de la respuesta de
dolor, para lo cual se exploro el mecanismo implicado en la relacion c1R-TRPV1. Inicialmente se
demostro la expresion del 1R a nivel de ARNm y de proteina en ganglios de la raiz dorsal y
ganglios del trigémino (sistemas de expresion enddgena del canal TRPV1) y en las lineas celulares
HEK?293 y F11. Posteriormente se evalud el efecto de la inhibicion del 1R sobre los niveles
proteicos totales del canal TRPV1 y de superficie celular, observandose disminucion de los niveles
proteicos del canal por la incubacion por 24 h con el antagonista del 61R, independientemente de
la especie de origen del canal (rata, raton y humano). Al indagar sobre la relacion de ambas
proteinas no se encontrd una clara evidencia de interaccion o de colocalizacion entre TRPV1 y el
o1R en condiciones basales. Se determind que la disminucion de los niveles de proteina del canal
por la incubacion con el antagonista del 1R es consecuencia de la degradacion por la via del
proteosoma. Finalmente y de forma importante se encontro que el antagonista del 1R tiene efecto
en los niveles de proteina de TRPV1 en el sistema de expresion endogeno del canal (DRG de raton)
e incluso afecta la nocicepcion de los animales 24 h después de la inyeccidén subcutanea,
disminuyendo el dolor por la inyeccion intradérmica de capsaicina.

La modulacién del dolor a través del canal TRPV1 y su asociacion con proteinas como la chaperona

o1R, con lo cual se abre un campo de investigacion que apenas comienza a dilucidarse.
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1. Introduccion.

El estudio de los mecanismos que permiten la interaccién entre los organismos y el medio requiere
del acercamiento a la célula, por ser la unidad morfol6gica y funcional de los organismos vivos.
Toda célula requiere del intercambio constante de materia y energia, dependiendo de factores como
las sefiales que se reciben (aferencias), los centros de proceso de la informacion y las respuestas
generadas (eferencias) por efecto del estimulo; la dinamica celular depende de la membrana
plasmatica, una bicapa de fosfolipidos cuyas cabezas hidrofilicas se posicionan hacia el medio
externo o hacia el citosol mientras que las colas hidrofdbicas se disponen en una regidn lipofilica
(Cooper, 2000). Las interacciones, composicion y abundancia de los componentes de la membrana,
por ejemplo los fosfolipidos presentes participan en procesos que impactan en la supervivencia
(Saucedo-Garcia era [, 2011) y en conjunto con las proteinas proporcionan identidad y
funcionalidad celular (Voet et al., 2009).

La membrana plasmatica actia como la barrera que mantiene la diferencia de cargas entre el
espacio intracelular y extracelular, gracias a su permeabilidad selectiva que permite el paso s6lo a
moléculas hidr6fobas pequefias y a moléculas polares pequefias no cargadas, resulta levemente
permeable al agua asi como a la urea, pero es impermeable a los iones y moléculas polares por lo
cual su incorporacion requiere de otros elementos como proteinas de transporte o bien de canales

ionicos a través de los cuales pasar (Cooper, 2000; Lodish et al., 2005).

1.1. Canales ionicos.

Los canales ionicos son poros macromoleculares selectivos que regulan el gradiente electroquimico
al actuar como compuertas de flujo principalmente para los iones Na*, K*, Mg?*, Ca?* y CI- (Mufiiz
et al., 1996). Tipicamente se describe que dichos canales presentan un estado cerrado en el que no
hay paso de iones y uno abierto donde si existe el flujo (Cooper, 2000), aunque existen otros estados
intermedios entre la apertura y el cierre (Hille, 2001).

El gradiente electroquimico es diferente en ambos lados de la membrana lo que establece el
potencial de membrana, por la mayor concentracion de iones positivos en uno de los lados. Este
voltaje se mantiene gracias a la difusion pasiva de iones a través de canales idnicos que pueden ser
regulados por ligandos, voltaje, temperatura o estrés mecanico (por ejemplo la presion sobre la
piel), entre otros; estos estimulos abren el poro durante milisegundos en los que se genera un flujo

rapido de iones que cambia el potencial de membrana y genera la sefial eléctrica que se transmite



a otras células, ya que se dispara el transporte activo para recuperar el gradiente de concentracion,
este mecanismo es crucial en sistemas excitables como el nervioso y el muscular (Wilson et al.,
2007). Los cambios en el potencial de accion pueden también inducir cambios en la zona
presinaptica donde, en el caso de las sinapsis quimicas, se liberan neurotransmisores, moléculas
capaces de transmitir informacién de una neurona a otra (Purves et al., 2001).

En el sistema nervioso, en particular en las neuronas, la apertura de canales i6nicos que comunican
al sistema nervioso periférico con el sistema nervioso central influye en la sobrevivencia del
organismo pues este mecanismo controla procesos como la contraccion de fibras musculares, la
secrecion de neurotransmisores, neurohormonas, enzimas digestivas asi como otras funciones
(Hille, 2001).

1.1. Canales TRP.

Entre los canales idnicos implicados en la percepcién del medio se ha destacado el estudio de la
familia de los canales TRP (Transient R eceptor P otential); estos sensores se consideran
polimodales ya que pueden responder a estimulos de tipo térmico, quimico, mecanico y osmético,
(Moran et al., 2004) y estan conservados desde los nematodos hasta los vertebrados (Christensen
y Corey, 2007; Nilius y Flockerzi, 2014).

Los canales TRP median el flujo de cationes por lo que regulan los niveles de Na*, Ca?*y Mg?*,
distribuyéndose en diferentes células excitables y no excitables (Ramsey et al., 2006). Esta familia
de canales fue descrita a partir de una mutante de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster,
en la que se observé la presencia de canales i6nicos que estimulados por la luz respondian de
manera transitoria (Minke, 1977). Actualmente se reconoce como parte de este grupo a 28
miembros (27 presentes en mamiferos) que se dividen de acuerdo a la homologia entre sus
secuencias en siete subfamilias, los TRPC (candnico), TRPV (vaniloide), TRPM (melastatina),
TRPA (anquirina), TRPML (mucolipina), TRPP (policistina) y TRPN (no m ecanoreceptor
potencial C, NOMP) este tltimo tipo no se encuentra en mamiferos (Clapham, 2003). Todos los
canales TRP son complejos proteinicos constituidos por cuatro subunidades (homotetrameros);
cada subunidad se constituye por seis dominios transmembranales (S1-S6) y presentan una region
permeable a cationes (poro) entre la region S5y S6 (Morales-Lazaro et al., 2013; Nilius y
Flockerzi, 2014).

Entre los ligandos que pueden activar a los canales TRP (agonistas) se encuentran sustancias de
origen exodgeno como lo son la alicina, mentol, carbamol, cinamida y el borato de 2-

aminoetoxidifenilo (2-APB) o bien de fuente endogena, como el fosfatidil inositol bifosfato y sus
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derivados metabolicos como el DAG, los eicosanoides, la anandamida, nucledtidos purinicos y sus
metabolitos (adenosin difosfato ribosa, B-NAD*) asi como iones inorganicos divalentes como el
Ca?* y el Mg?* (Ramsey et al ., 2006; Llorente, 2007). Adicionalmente algunos TRP pueden
activarse por cambios en la temperatura y el pH (Nilius y Flockerzi, 2014). Estos canales permiten
obtener informacion para detectar la luz, la presencia de 4&cidos grasos poliinsaturados,
osmolaridad, sabor, ferohormonas, acidez, oxidacién, inflamacion, temperatura y dolor (Tominaga
et al., 1998; Zheng, 2013). Se ha demostrado que los canales TRP participan de multiples procesos
a nivel neuronal como la sefializacién de la glia, el monitoreo sistémico de la osmoregulacion, la
termorregulacion, el acoplamiento neuro-glial-vascular, la iniciacion de la respuesta al estrés
neuronal, la neuroproteccién y la neurodegeneracion en el cerebro (Ramsey et al., 2006; Nilius y
Flockerzi, 2014).

Una de las funciones en las que participan de forma importante los TRP es en la nocicepcion, es
decir, la deteccién de estimulos que causan dafio o pueden causarlo. Esta es precisamente una de

las areas de mayor inversion por la industria, dadas las implicaciones para la salud humana.

1.3. TRPV1.

La familia de los canales TRPV se compone de seis miembros, los cuales tienen la funcién de
actuar como detectores para estimulos de tipo térmico, mecanico, osmotico asi como la regulacién
del Ca?* con lo que participan también de la propiocepcion y del tacto (Liedtke y Kim, 2005;
Offermanns, 2008).

En los Gltimos diez afios se han generado numerosos trabajos sobre un miembro de la subfamilia
vaniloide, el canal TRPV1 (figura 1) que puede activarse por diferentes estimulos y que ha
despertado interés por participar en la percepcién del dolor (Caterina et al., 1997; Szallasi et al.,
2007; Morales-Lazaro y Rosenbaum, 2015), sensacion fundamental para la sobrevivencia
(Kavaliers, 1989).



Figura 1. Estructura del canal TRPV1. En el diagrama se muestran los seis dominios
transmembranales (S1-S6) y la region del poro formada por el asa entre la S5 y S6. Se
presentan los distintos sitios de unién de ligandos al canal y su estructura en la membrana
plasmatica. Intracelularmente se encuentran los seis repetidos de anquirina (A1-A6). Se
muestran ademas dos sitios de union a la calmodulina (CaM) en las regiones del -NHz y -
COOH terminales. Se sefialan los diversos sitios en los que se pueden unir compuestos con
la capacidad de modificar la actividad del canal (activadores, potenciadores e inhibidores).
(Tomado de Morales-Lézaro et al., 2013).

El canal TRPV1 se expresa principalmente en neuronas periféricas sensoriales, como lo son las
neuronas de los ganglios de la raiz dorsal (Dorsal Root Ganglion, DRG) y en neuronas del ganglio
trigémino (TG), estas permiten la deteccion de estimulos potencialmente dafiinos. Especificamente
se encuentra en neuronas de tamafio pequefio 0 mediano no mielinizadas o poco mielinizadas,
clasificadas como fibras C o Ad respectivamente, a las que se restringe la capacidad nociceptiva
(Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998; Willis y Coggeshall, 2004). También se ha reportado
su expresién en hipocampo, hipotalamo, tdlamo, corteza, cerebelo, bulbo olfatorio, mesencéfalo,
sistema limbico, asi como en tejido no nervioso por ejemplo musculo liso, rifién, intestino, entre
otros (Hwanga et al., 2005; Téth et al., 2005; Nilius y Flockerzi, 2014). Por el caracter polimodal
del canal TRPV1 se le considera punto de partida para nuevas investigaciones, particularmente en
el campo de la analgesia por su contribucion a la transduccién de dolor mediante la integracién de
estimulos como la temperatura elevada (>42°C), cambios en el pH (Caterina et al., 1997; Dhaka et
al., 2009), permite detectar sustancias quimicas como la capsaicina, la cual es abundante en las

plantas del género Capsicum (sustancia que genera el picor en los chiles), el olvanil (analogo de la
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capsaicina) y la resiniferatoxina (compuesto que se extrae del latex de la planta Euphorbia
resinifera) (Caterina et al., 1997; Szallasi y Blumberg, 1989; Szallasi et al., 2007). De forma
semejante algunos compuestos endogenos liberados durante la inflamacion o el dafio tisular pueden
activar directamente al canal TRPV1 como el acido lisofosfatidico, o LPA (Nieto-Posadas et al.,
2011) y la anandamida, asi como algunos productos derivados de la lipooxigenasa. Por su parte
otros de estos compuestos como bradicininas, leucotrienos, histamina y prostaglandinas
disminuyen su umbral de activacion, es decir sensibilizan al canal (Rosenbaum y Simon, 2007).
Este comportamiento se observa generalmente en neuropatias en las que se incrementa el dolor por
la activacion del canal TRPV1 (Nilius y Flockerzi, 2014) lo que se relaciona principalmente con
modificaciones de los dominios intracelulares del canal, mediante cinasas, fosfatasas y/o por
hidrolisis de fosfoinositidos que incrementan la actividad del canal, o bien por el aumento de la
expresion del receptor en terminales periféricas lo que acentla la respuesta nociceptiva (Planells-
Cases, et al., 2005; Qiao et al., 2015).

Una vez que se activa el canal TRPV1 se genera el paso de cationes de forma no selectiva y de
acuerdo a la siguiente afinidad: Ca*?> Na*> K*> Cs*, estas corrientes de entrada provocan cambios
en el potencial de membrana de la célula, sefial que se transmite desde la periferia hasta la médula
espinal, se envia al cerebro donde es interpretada y se genera la sensacion de dolor (Nilius y
Flockerzi, 2014; Vriens et al., 2014). Luego de la excitacion de los nervios se presenta un estado
refractario, el cual es reversible y se conoce como desensibilizacion, ya que no hay respuesta del
canal incluso en presencia de agonistas (Szallasi y Blumberg, 2007). Esta desensibilizacién
permite a la célula amortiguar el impacto de estimulos quimicos o fisicos (Szallasi y Blumberg,
2007) y depende de mecanismos e interacciones con moléculas como la calmodulina, o la cinasa
de anclaje A 79/150 (AKP79 en humano y AKP150 en ratdn) esta proteina funciona como
plataforma para la union del canal TRPV1 con la proteina cinasa A (PKA), la proteina cinasa Ce
(PKCe) y la calcineurina por lo que suprimir la actividad de esta enzima puede atenuar la respuesta
de dolor (Szallasi et al., 2007; Btesh et al., 2015; Samelson et al., 2015).

De acuerdo al estimulo, el canal TRPV1 genera la respuesta adecuada, si se provoca dolor agudo
se requiere de respuestas en segundos, por lo que se activa la desfosforilacion del canal por Ca?*
ya que se activan proteinas dependientes de este cation divalente como la calmodulina y la
calcineurina (Koplas et al., 1997; Rosenbaum et al., 2004). En el caso de los estimulos que no
requieren de respuestas inmediatas, como la aplicacion constante de un agonista se produce la
internalizacion del canal para su degradacion posterior, lo que requiere al menos de varios minutos
(Koplas et al., 1997; Szallasi y Blumberg, 2007).



Los procesos de sensibilizacion y desensibilizacién dependen, en general, de modificaciones del
canal como la fosforilacion que se da en residuos especificos de Serina (Ser) y Treonina (Thr) lo
que incrementa la sensibilidad, por lo que el canal se abre con estimulos de baja intensidad, por
ejemplo en neuropatias se activa con la temperatura corporal (\Vriens et al., 2014; Liu et al., 2015).
De forma semejante la PKA es capaz de fosforilar a la Ser 116 y Thr 370 del amino terminal del
canal, mientras que la PKCeg acttia sobre Ser 502 y Ser 800 del canal (Winter et al., 2013; Nilius y
Flockerzi, 2014) lo que favorece la probabilidad de apertura del canal (Studer y McNaughton,
2010). Por otra parte la calcio calmodulina cinasa Il (CaMKII) fosforila en Thr 704, con lo que
beneficia la union a la capsaicina (Rosenbaum y Simon, 2007; Srinivasan et al., 2008) y de forma
semejante la cinasa dependiente de ciclina 5 (CdK5) participa de la fosforilacion de Thr 406 del
canal lo que contribuye a la hiperalgesia durante la inflamacion (Liu et al., 2015). Por el contrario
la desfosforilacion de TRPV1 genera desensibilizacion, por lo que la actividad de fosfatasas
dependientes de calcio como la calcineurina (PPP3C o serina-treonina proteina fosfatasa 2B) puede
atenuar la respuesta ante estimulos dolorosos (Jung et al., 2004; Szallasi y Blumberg, 2007).
Otras modificaciones como la glicosilacion del canal TRPV1 se han estudiado con menos detalle,
sin embargo, se sabe que es importante para la selectividad, formacion, estabilidad y actividad de
los canales (Hoefherr et al., 2014), en ausencia de las glicosilaciones se ha reportado que la
respuesta a la capsaicina disminuye (Veldhuis et al., 2012).

La regulacion del trafico del canal TRPV1 hacia la membrana plasmatica y su correcta
conformacidn estructural representan objetivos terapéuticos (Green and Millar, 1995; Ferrandiz-
Huertas, et al., 2014), ademas de su complejidad al estar formado por homotetrameros (por lo que
presenta interacciones entre la subunidades) su mantenimiento en la membrana requiere de por lo
menos tres procesos que idealmente estan en equilibrio: i) la sintesis de nuevos canales (Ferrandiz-
Huertas, et al., 2014; Planells-Cases y Ferrer-Montiel, 2007) que son liberados de forma normal o
bien son reclutados a la membrana a causa de un estimulo desde sus reservorios (por ejemplo
presencia de Ca®* o de mediadores inflamatorios); ii) la degradacion, que puede llevarse a cabo
por la via del proteosoma (mediante marcaje con ubiquitinas) o bien por via del lisosoma (en
cuerpos multivesiculares) de acuerdo a las necesidades de la célula (Glickman y Ciechanover,
2002; Sanz-Salvador, et al., 2012) y iii) el reciclaje, proceso en el que los canales internalizados
en vesiculas pueden volver a ser utilizados (Goswami et al., 2010). Para mediar estos procesos se
requiere de la participacion de enzimas como la PKC que induce el trafico del canal desde sus
reservas hasta la membrana plasmatica (Morenilla-Palao et al., 2004) donde interactda con otros
elementos, por ejemplo el complejo que se forma con la proteina asociada al receptor del acido y-

amino butirico tipo A (GABARAP), que en células HEK293 y en DRGs de raton, propicia la
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interaccion del dominio C terminal del canal TRPV1 con la tubulina, lo que contribuye a la
formacidn de sitios de union que comunican al canal con el citoesqueleto, con lo que incrementa
la expresion, trafico y mantenimiento del canal TRPV1 en la membrana plasmatica (Goswami,
2012).

Otra asociacion importante del canal TRPV1 es la que se da con KvR2, una subunidad de los
canales de K* dependientes de voltaje, que estimula mayor expresion del canal en la membrana
plasmatica, lo que como consecuencia genera mayor sensibilidad a la capsaicina (Bavassano et al.,
2013). Este tipo de interacciones que pueden regular la cantidad de canal TRPV1 en la membrana
plasmatica, resultan atractivas por su impacto fisiolégico.

Por la importancia del canal TRPV1 se ha generado una amplia lista de agonistas (sustancias con
la capacidad de potenciar) sin embargo, el conocimiento que se tiene de los antagonistas (sustancias
con la capacidad de inhibir) ain es pobre. Actualmente sabemos que existen antagonistas de origen
natural como la adenosina, el colesterol, las resolvinas y el &cido oleico (Puntambekar et al., 2004;
Picazo-Juérez, et al., 2011; Jansson et al., 2013; Morales-Lazaro et al., 2016). A la par también
han sido descritos antagonistas sintéticos de buena efectividad sin embargo, generan efectos
adversos como la hipertermia (Jancs6-Gabor et al., 1970), lo que representa una desventaja para el
tratamiento del dolor o inflamacion asociados a la sobreactivacion o sobreexpresiéon del canal
TRPV1 en padecimientos con dolor crénico. Por todas estas implicaciones para la salud TRPV1 es
un blanco importante de estudio no solamente para entender su funcionamiento, también para
comprender los mecanismos moleculares y celulares que regulan su abundancia en la membrana
plasmatica (por ser la localizacion desde donde ejerce su funcion nociceptiva), con el fin de
proponer nuevas estrategias para atenuar los efectos producidos a través de este portal del dolor
(Caterina et al., 1997; Morales-Lazaro et al., 2013).

1.4. Receptor Sigma 1.

En los Gltimos afios se ha descrito la importancia de algunas proteinas intracelulares para la
activacion o la adecuada localizacion del canal TRPV1; en este sentido recientemente se ha
propuesto la modulacion de la activad del canal TRPV1 a través de la chaperona llamada receptor
sigma 1 (c1R), sin embargo, no se ha dilucidado el mecanismo molecular implicado (Bae et al.,
2009; Entrena et al., 2009).

El descubrimiento de los receptores sigma fue resultado de la busqueda de compuestos antagonistas
a los receptores opioides, proponiéndose una clasificacion de estos en los grupos p, k' y ¢ (Martin

et al.,, 1976); sin embargo, el grupo sigma presenta alta afinidad a familias de compuestos de
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naturaleza distinta a la opioide, lo que llevé a que actualmente se les considere como un tipo
diferente de receptores (Su, 1982; Matsumoto, 2007; Maurice y Su, 2009). Existen dos subtipos de
receptor sigma designados como 1 y 2 que difieren en peso molecular (26 kDa y 18 kDa),
distribucion en tejidos y patrones de seleccion por drogas (Matsumoto, 2007). La expresion del
olR asi como su estudio son predominantes a los del 62R, en parte por la falta de compuestos
altamente selectivos y por la dificultad para clonarlo, a diferencia del c1R del que ya se cuenta con
estas herramientas (Hanner et al., 1996; Maurice y Su, 2009).

Determinar la funcion del 1R ha resultado controversial ya que no presenta homologia con otras
proteinas de mamiferos y a pesar de tener 30% de identidad con la C7-C8 esterol isomerasa, una
enzima del metabolismo en levaduras sin embargo, no hay evidencia de que tenga actividad de este
tipo (Moebius et al., 1996; Matsumoto, 2007; Su et al., 2016).

Recientemente se identifico a el 61R como una proteina importante por tratarse de una chaperona
de caracteristicas peculiares, al ser regulada por diversos ligandos y tener la capacidad de modular
la activacion de numerosas proteinas (receptores, enzimas y canales idnicos) con las que interactla
(Su et al., 2010; Hayashi et al., 2011; Zamanillo et al., 2013; Su et al., 2016).

Por afios la estructura del 61R se baso Unicamente en la prediccion mediante las caracteristicas de
su secuencia, constituida por 223 aminoacidos (Matsumoto, 2007; Crottes et al., 2013), sin
embargo, recientemente se obtuvo la cristalografia de esta proteina con lo que se describe una
arquitectura trimérica con la presencia de un solo dominio transmembranal en cada protdmero
(Schmidt, et al., 2016). Esta arquitectura se debe al dominio carboxilo terminal que se encuentra
adyacente a la membrana, este mantiene una distancia pequefia de alrededor de 9,300 A entre los
protémeros citosolicos, por el contrario, las hélices transmembranales se mantienen separadas por
lo que se forma una estructura triangular (figura 2). EI dominio proximal a la membrana es
extremadamente hidrofdébico lo que ofrece la posible explicacion de su inclusion en la membrana,
por su parte las estructuras de barril § conforman el sitio de union a ligandos (Schmidt, ez al., 2016).
A pesar de la diversa naturaleza de los ligandos, en general todos presentan en su estructura aminas
terciarias (alquiladas), como en los esfingolipidos enddgenos (Ruoho et al., 2012; Schmidt, et al.,
2016). También se ha determinado, con base en la secuencia del 1R, que esta proteina cuenta con
dos sitios de union para colesterol o esteroides, ademas de que puede interactuar con una amplia
gama de compuestos como esfingolipidos (ceramidas, esfingosina y monogliceramidas), sustancias
sintéticas y naturales que presentan de moderada a alta afinidad, entre estas sustancias se han
identificado drogas de tipo psicoactivo como el haloperidol, antidepresivos como la fluvoxamina

y la sertralina, psicoestimulantes como la cocaina y las metanfetaminas, anticonvulsivos, como la



fenitoina, asi como ciertos neuroesteroides por ejemplo la dehidroepiandrosterona y la
progesterona (Fujimoto y Hayashi, 2011; Moriguchi et al., 2011; Hayashi et al., 2011).

Se ha reportado que el c1R es altamente conservado entre especies, por lo que se ha sugerido es
capaz de cumplir con la misma funcion en todas las células (Mei y Pasternak, 2001; Matsumoto,
2007; Maurice y Su, 2009) ya que se encuentra expresado de forma ubicua (Cobos et al., 2008;
Crottes et al., 2013), aunque con mayor presencia en sistema nervioso central, en diversas areas
del cerebro y cerebelo, asi como en sistema nervioso periférico (SNP); especialmente en DRG
donde participa en la regulacion de la homeostasis de Ca?" contribuyendo a la nocicepcion
(Matsumoto, 2007; Cobos et al., 2008; Bangaru et al., 2013; Crottés et al., 2013).

La participacion del 61R en el dolor ha sido ampliamente documentada (Bangaru et al., 2013; Bae
et al., 2009; Entrena et al., 2009) y se considera a esta proteina como objetivo terapeutico (Cobos
et al., 2008; Zamanillo et al., 2013), ya que sus antagonistas tienen la capacidad de disminuir el
dolor y acentuar el efecto analgésico de otras drogas (Gris et al., 2014; Kwon et al., 2009; Romero
et al., 2012) mientras que los agonistas atentan el efecto de la analgesia y pueden generar conducta
espontanea de dolor por via del receptor de N-metil-D-aspartato, abreviado como NMDA (Xiao-
Fei et al., 2012; Zamanillo et al., 2013; Pabba et al., 2014).

Figura 2. Estructura general de o1R. La cristalografia realizada muestra un trimero de forma
triangular que presenta un dominio transmembranal por protdémero, mientras que en la region
citosdlica se encuentran tres dominios de forma de barril B mismos en los que se encuentra el
sitio de unién a ligando. (Tomado de Schmidt, ez al., 2016).

Se ha reportado que en condiciones normales el 61R se encuentra en reticulo endoplasmico (RE)

como parte del grupo de chaperonas como la calreticulina y BiP que regulan los niveles de Ca®"y

participan en el adecuado plegamiento de proteinas, que de no llevarse a cabo, puede activar vias

para la degradacion a traves del proteosoma, al beneficiar el marcaje con ubiquitinas para su

reconocimiento por el proteosoma 26S, una proteasa multicatalitica que degrada proteinas
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complejas a péptidos (Lecker et al., 2006). De forma particular se encuentra al 61R localizado en
un subdominio especializado del RE que regula la comunicacién entre la mitocondria y el RE, sitio
denominado membrana del RE asociada a la mitocondria (MAM), sin embargo, presenta alta
movilidad que lleva a encontrar a esta proteina también en la envoltura nuclear e incluso en
membrana plasmatica (Fujimoto y Hayashi, 2011). A pesar de que no se conocen los detalles del
desplazamiento del 61R, se ha identificado que la composicion de las membranas en las que reside
es fundamental, por ejemplo, la MAM cuenta con numerosos microdominios resistentes a
detergentes por ser ricos en colesterol y ceramidas, el 61R esta asociado a estos dominios y al
disminuir estos componentes se causa la translocacion de la chaperona hacia la cisterna del RE
(Hayashi y Fujimoto, 2010; Su, et al., 2010).

En condiciones basales ¢l 1R se encuentra en el RE en estado de latencia en un complejo con BiP,
al entrar en condiciones de estrés, por ejemplo, el incremento del Ca?* citoplasmatico o la presencia
de especies reactivas a oxigeno (ROS), ocasiona la disociacion del complejo con lo que el o1R se
activa (Fujimoto y Hayashi, 2011; Ortega-Roldan et al., 2013). En estado activo el 1R se une al
receptor de 1,4,5-trifosfato (IP3R), un complejo glicoproteico que sirve como canal de Ca?*, con
lo que permite el flujo de iones desde sus sitios de almacén (RE y aparato de Golgi) hacia el citosol
(Hayashi, 2015) o hacia la mitocondria (Hayashi y Su, 2007; Matsumoto, 2007).

Dada la capacidad del 61R para desplazarse y asociarse con otras proteinas no se conoce el detalle
de todas las funciones en las que esta implicado, pero se acepta que participa de la regulacion del
calcio mitocondrial, afecta directamente la bioenergética celular, funge como modulador de sefiales
entre organelos y regula el trafico de otras proteinas a la membrana plasmatica (Phan et al., 2003;
Hayashi y Su, 2007; Matsumoto, 2007; Maurice et al., 2001; Mavlyutov et al ., 2015). Es
precisamente en la membrana plasmatica donde interactta con diversas proteinas fundamentales
para el organismo entre las que se incluyen a receptores para dopamina (RDA), opioides 4, NMDA,
cannabinoides (CB1R) y muscarinicos de acetilcolina (mAchR) asi como la integrina y canales
dependientes de voltaje (Kv y Nav), por mencionar algunos, pero se estima que puede unirse a
muchas otras proteinas (Aydar et a/., 2002; Lupardus et al., 2000; Balasuriya et al., 2012; Cobos
et al., 2008; Zamanillo et al., 2013; Pabba et al., 2014; Su et al., 2016). En el citosol se asocia al
dominio celular de entrampamiento y movilidad (ELMOD) y la Rac-GTPasa (Zamanillo et al.,
2013; Bangaru et al., 2013; Su et al., 2016). En la MAM no solo se une a BiP e IP3R, también a
canales anionicos dependientes de voltaje (VDAC), el gen inducible de insulina y finalmente en la
envoltura nuclear forma un complejo con la proteina de union RAN2 (RANBP2) y actia como

regulador transcripcional (Zamanillo et al., 2013; Su et al., 2016).
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La actividad del 1R repercute en procesos de supervivencia celular (Beltrdn et a . 2004),
liberacion de neurotransmisores, conducta anti-amnésica, anti-estrés, anti-depresivo, anti-psicosis,
anti-adiccion (se ha observado que los antagonistas del 61R pueden bloquear efectos toxicos de la
cocaina y de las metanfetaminas, reducen las convulsiones y su letalidad), participa de la génesis
de neuritas, (Beltran et al. 2004; Phan et al. 2003), del control motor, diversos procesos endocrinos
e inmunes y la anti-nocicepcion (Lupardus et al., 2000; Beltran et al. 200; Romero et al., 2012).
Estos procesos pueden modificarse mediante los numerosos ligandos del 1R (Hayashi y Su,
2007), algunos pueden actuar incluso en concentraciones nanomolares, como en el caso de la
progesterona (antagonista) o bien como el sulfato de pregnenolona (agonista) estas sustancias
evitan la disociacion del 61R con BiP o la favorecen, respectivamente (Matsumoto, 2007; Tsai et
al., 2009). Al disociarse del complejo que forma con BiP el 61R puede inhibir a los canales i0nicos
dependientes de voltaje y posiblemente potenciar a los activados por ligando, hecho fundamental
para procesos nociceptivos en los que se ha implicado la actividad de esta chaperona de forma
importante sin que se conozca a detalle como se lleva a cabo esta interaccion (Matsumoto, 2007;
Puente et al., 2009; Vriens et al., 2014). Se ha determinado que la expresion del 1R es importante
para la percepcion del dolor, mediante el uso de ratones transgénicos que carecen de esta proteina
(KO-o1R), se comprob¢ la reduccion de hasta el 55% del dolor inducido por formalina (Cendéan et
al., 2005). En el caso especifico de la activacion del canal TRPV1, los ratones KO-c1R presentan
menor sensibilidad ante un estimulo mecénico luego de la inyeccion con capsaicina en
comparacion con los animales silvestres (Entrena et al., 2009). Ademas de esto, la inhibicién
mediante un antagonista selectivo para el 61R (BD1047) disminuye el dolor en un modelo de
induccion de migrafia por capsaicina, donde la coinyeccion disminuye la actividad de zonas del
cerebro implicadas en el dolor (Bae et al., 2009). Estos antecedentes, dan las primeras evidencias
de la importancia del receptor o1, en la generacion del dolor a través de la activacion del canal
TRPV1y abre una linea de estudio para determinar el mecanismo molecular por el cual es posible
este efecto.
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2. Hipotesis.

El canal TRPV1 puede ser regulado por el receptor c1 lo que resulta importante para la deteccion

de estimulos nocivos y la generacion de la respuesta de dolor.

3. Objetivos.

3.1. Objetivo general.

Determinar el mecanismo por el cual el 1R modula el dolor generado a traves de la activacion del
canal TRPV1.

3.2. Objetivos particulares.

3.2.1.) Determinar la expresién del c1R a nivel de ARNm en ganglios de la raiz dorsal y ganglios
del trigémino (sistemas de expresion endogena del canal TRPV1) y en las lineas celulares HEK293
y F11.

3.2.2.) Determinar la expresion del 1R a nivel de proteina en los sistemas de expresion enddgena
del canal TRPV1 (ganglios de la raiz dorsal y ganglio trigémino) y en las lineas celulares HEK293
y F11.

3.2.3.) Evaluar el efecto de la inhibicion del c1R sobre el canal TRPV1.
3.2.4.) Evaluar si la inhibicion del o1R altera la cantidad de canales TRPV1 de superficie celular.
3.2.5.) Determinar si existe interaccion entre TRPV1y el 61R.

3.2.6.) Determinar por inmunocitoquimica si TRPV1 y el 1R se distribuyen en las mismas

regiones subcelulares.

3.3.8.) Determinar el efecto de la inhibicion del 1R en la conducta de dolor inducida por la

activacion del canal TRPV1.
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4. Material y Métodos

Cultivo celular.

Se realizaron cultivos de la linea celular HEK293 (Human Embryonic Kidney, ATCC) en medio
de cultivo DMEM con alta glucosa (Dulbecco s Modified Eagle Medium) complementado con FBS
(Fetal Bovine Serum, HyClone) al 10% y solucion de estreptomicina 10,000 pg/ml y penicilina
10,000 u/ml (medio referido en adelante como D10). Los cultivos se mantuvieron a 37°C y 5% de
CO2con cambio de medio diario y pasajes celulares cada tercer dia. Cada pasaje se realizo a partir
de la adicion de solucidn de tripsina EDTA 0.05% (Invitrogen) con la que se disocié la monocapa
de células, la reaccion enzimatica se bloqueo al agregar el mismo volumen de D10. La suspension
se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min, finalmente se homogenizo el boton celular en 1 ml de
medio D10 y se realizaron diluciones para obtener cultivos subconfluentes de alrededor del 50%

respecto al original.

Extraccion de ARN total.

Se realiz6 la extraccion de ARN total a partir de cultivo y tejidos con base en la técnica de
Chomczynski (1993) cuyo fundamento es el uso de un reactivo que contiene tiocinato de guanidina
y fenol, sustancias que permiten separar de forma simultanea el ARN, ADN y proteinas en fases
que se distinguen de acuerdo a su color.

El material bioldgico obtenido se lavé con buffer de fosfatos (PBS) frio y se le adicion6 TRIzol
(Invitrogen) para homogenizar mecanicamente (1 mL de TRIzol por cm?® de tejido o por 10° de
células). Se agrego cloroformo (200 pL por mL de TRIzol utilizado) y se agitd vigorosamente por
15 s, posteriormente se incub6 a temperatura ambiente por 10 min. La suspensién se centrifugo a
12,000 g por 15 min a 4°C, como resultado de este paso se obtuvieron las tres fases de las que se
recupero Unicamente la superior, por contener el ARN total. De esta fase incolora se precipito el
ARN total con isopropanol (500 puL por mL de TRIzol), se mezclé por inversion y se incubd a
temperatura ambiente por 5 min, pasado ese tiempo se centrifugd a 12,000 g por 10 min a 4°C, se
descartd el sobrenadante y se lavd el boton resultante con etanol al 75% en agua con dietil
policarbonato (DEPC, agua libre de nucleasas). Se centrifugé nuevamente a 7,500 g por 5 min a
4°C, el sobrenadante fue desechado y el precipitado se mantuvo a temperatura ambiente por 3 min
para evaporar el etanol. EI ARN obtenido se solubiliz en 50 pL de agua DEPC y se cuantificé la
concentracion total de ARN mediante el uso de un espectrometro NanoDrop 2000/2000c (Thermo

Scientific). Para comprobar la integridad del ARN se utilizo electroforesis en gel de agarosa al
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1.5% en TBE al 0.5X adicionado con bromuro de etidio (0.02 mg en 100 mL), las imagenes se
visualizaron mediante el uso de un transiluminador de luz ultravioleta (UV) y se capturaron las

imagenes con una camara fotografica.

RT-PCR (Reverse transcription-Polimerase Chain Reaction).

La técnica de RT-PCR permite amplificar una region determinada de ARN mensajero (ARNm) a
partir de la sintesis del ADN complementario (ADNc) mediante el uso de oligonucleétidos
complementarios a la secuencia de interés, de esta forma se delimita la actividad de una ADN
polimerasa termoestable (Saiki et al., 1988).

Las secuencias amplificadas fueron actina, como control de la integridad de los mensajeros y de
clR, como secuencia problema. El disefio de oligonucledtidos se llevd a cabo mediante el
programa Vector NTI, se utilizaron las secuencias que se encuentran en la base de datos del NCBI
(GenBank AAC33306.1 para M. musculus, NP_005857.1 para H. sapiens) con las que se generaron
los oligonucledtidos referidos en la tabla 1 y que se utilizaron para amplificar la region del exdn 1
al exén 3 del ARNm del 61R. Para actina se usaron oligonucledtidos que flanquean entre el exon

3y6.

Tabla 1. Secuencias de oligonucléotidos para RT-PCR.

5-TTCTCTAGAGAAGAAATAGCG
Sentido Raton S-mSigmal CAGC-3’

5-AGCTTCGTCTTCCAGCGCGAA
Sentido Humano S-hSigmal GAGA-3’

5’-TAGAAGACCTCACTTTTCGTGGTGC-
Antisentido Rat6n, humano As-mSigmal 3

Humano, rata,
Sentido raton S-Actina 5’- AAGATGACCCAGATCATGTT- 3’

Humano, rata,
Antisentido raton As-Actina 5’-GAGTACTTGCGCTCAGGAGG -3’

15



A partir del ARN total obtenido de los sistemas de interés (tejidos donde se expresa de forma
endogena TRPV1 y cultivos para la transfeccion del canal) se realiz6 la retrotranscripcion (RT)
mediante la enzima Transcriptasa Reversa SuperScript Il (Thermo Fisher) de acuerdo a las
instrucciones del proveedor (tabla 2), a partir de las mezclas de reaccién al finalizar los ciclos en

el termociclador (figura 3) se generaron las secuencias de ADNc

Tabla 2. Mezclas generadas para RT.

Mezcla 1
5ug (extractos de tejidos)
ARN total
2.5ug (extractos de cultivo)
Hexameros 50 ng/ulL 100 ng
Deoxinucleoétidos trifosfatos 10 mM 0.5 mM

Buffer de reaccion
5X 1X
250mM TrisClI, pH 8.3
Ditiotreitol 5mM
100 mM
Transcriptasa Reversa SuperScript 111 200 u/ uL 200 u/reaccién

--- La concentracion inicial del ARN total varia de acuerdo a la cantidad del material bioldgico

usado para la extraccion.
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Figura 3. Diagrama de retrotranscripciéon. EI ARN total fue sometido a los siguientes pasos:
Desnaturalizacion a 65°C por 5 min, pasado este tiempo se colocé la mezcla 1 en hielo durante 1
min. Se adiciono la mezcla 2 y la mezcla resultante se colocé nuevamente en el termociclador para
continuar con los pasos de la RT, que fueron alineamiento a 25°C por 5 min, retrotranscripcion a
50°C por 1 h e inactivacion a 70°C por 15 min.

Con el ADNCc obtenido se realizé la reaccion de cadena de la polimerasa (PCR) en la que se
amplifica Unicamente la regidn correspondiente a un segmento del ARNm de las secuencias de
interés (figura 4) gracias al uso de los oligonucleétidos previamente mencionados. Se realizaron
todas las mezclas (tabla 3) y una mezcla en la cual se usaron los reactivos de PCR sin muestra de

ADNCc como control negativo para comprobar la especificidad de la sefial.

Figura 4. Esquema de la PCR. Pasos para la amplificacion del segmento de ARNm del 61R; se
realizaron 30 ciclos que comprenden la desnaturalizacion a 95°C por 30 s, alineamiento a 59°C por
30 s (para el 61R) y extension a 72°C por 30 s. En el caso de la amplificacion de actina se
desnaturalizé a 95°C por 30 s, el alineamiento fue de 56°C por 30 s y la extension fue de 72°C por
30s.
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Tabla 3. Mezcla para reaccién de PCR.

Buffer PCR 10X 1X
Buffer MgCl2 50 mM 1.5mM
Deox_lnucleotldos 10 mM 0.2 mM
trifosfatos
Taq Polimerasa 5u/uL 25U
Actina 25 uyM Actina 0.5 uM
Oligonucledtido sentido
c1R 30 pmol clR 15 pmol
Actina 25 uM Actina 0.5 uM
Oligonucledtido antisentido
1R 30 pmol IR 15 pmol
Actina 1.25
ADNc olR de tejidos 5
1R de cultivos 2.5

Se visualiz6 el producto de la PCR por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % en TBE 0.5 X.
Cada pozo se cargd con una mezcla de 5 pL del producto de la PCR con buffer de carga de azul de
bromofenol 6X (1X) y agua (5 pL). Se corrieron las muestras a 100 V durante 30 min y se

registraron las bandas resultantes en el transiluminador.

Transfeccion.

La transfeccion es una técnica rutinaria que permite la introduccion de ADN a células eucariontes
en cultivo, generalmente mediante el uso de plasmidos o vectores virales. Para introducir el
material de interés es necesario abrir poros en la membrana plasmatica o bien introducir liposomas
que tengan la capacidad de fusionarse con ella (Lodish ez al., 2005)

Con el objetivo de asegurar la expresion transitoria del canal TRPV1 en el cultivo celular de
HEK?293 se realizaron transfecciones con el vector pcDNA3.1rTRPV1 o pcDNA3.1hTRPV1 para
la expresion transitoria de TRPV1 de rata (rTRPV1) y TRPV1 de humano (hTRPV1)
respectivamente. En la tabla 4 se mencionan los componentes de los complejos de transfeccion

utilizados.
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Tabla 4. Complejos para transfeccion.

Complejo 1

NaCl 150 mM 35 100 puL
filtrado
100 250 uL
ADN en plasmido 35 100 ng rTRPV1
200 ng hTRPV1
100 1 ug ITRPV1
2 ug hTRPV1

Complejo 2

NaCl 150 mM 35 100
filtrado
100 245
JetPEI (Polyplus) 35 3
100 5

Se prepararon los complejos por separado, cada uno se agitd vigorosamente en el vortex para
posteriormente adicionar el complejo 2 en el tubo con el complejo 1, la mezcla resultante se incub6
a temperatura ambiente por 30 min al final de los cuales se agreg6 el complejo de transfeccion en

el cultivo con medio fresco para incubar durante al menos 16 h.

Tratamiento con inhibidores del oIR

El estudio del 61R se ha beneficiado de la existencia de sustancias de alta especificidad como el
antagonista BD1063 (Sigma Aldrich) que evita la disociacion del complejo formado entre esta
chaperona 'y BiP (Matsumoto, 2007). A partir de un stock 10 mM de BD1063 en H20 se realizo el
tratamiento en cultivos transfectados para la expresion transitoria de TRPV1 a los que se les agregd
medio D10 nuevo con las diferentes concentraciones de BD1063 (1 uM y 25 uM,) y se incub6 por

24 h. Los controles realizados consistieron en cultivos, de estas mismas caracteristicas, que fueron
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incubados con el volumen del vehiculo de BD1063 (agua) correspondiente a la mayor

concentracion utilizada por ensayo.

Obtencion de proteina total.
Para extraer la PT se lis6 a las células, es decir se causo disrupcion de la membrana celular mediante
el uso de un buffer de lisis (Peach et al., 2015).
El material bioldgico (cultivos y tejidos) se coloco en hielo y se lavé con PBS frio para eliminar
restos y medio de cultivo. Se adiciond el buffer de lisis (tabla 5) y se homogenizé mecanicamente,
el lisado resultante se centrifugé a 13,200 rpm durante 3 min y el sobrenadante se recuperé ya que
contiene la PT.

Tabla 5. Buffer de lisis

TrisCl pH 8 250 mM 50 mM
NaCl 750 mM 150 mM
Triton 5% 1%
Inhibidores de proteasas* 25X 1X
NaF 100 mM 2.5 mM

* Mezcla de inhibidores de proteasas cOmplete (Roche).

Cuantificacion de proteina.

La cuantificacion de PT se realiz6 mediante el método del acido bicinconinico (BCA). EI BCA es
una sal sodica estable en agua capaz de formar un complejo con Cu* que en un ambiente alcalino
reacciona con las proteinas presentes con lo que forma Cu?* (reaccion de Biuret) lo que genera
coloracion morada (Smith, et al., 1985). La intensidad del color es estable y depende de la
concentracion de proteina por lo que es posible comparar muestras de concentracion desconocida
respecto a una curva estandar de concentracion conocida con resultados precisos (Olson y
Markwell, 2007). Se utiliz6 curva estandar de proteina de albumina de suero bovino (BSA) con la
que se compararon las muestras de PT obtenidas del material bioldgico, todas las muestras se
cargaron por duplicado en placa de 96 pozos. La lectura de absorbancia se realizé en un

espectrofotometro ELx808 (BioTek) a una longitud de onda de 562 nm. Con los valores obtenidos
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de la curva de BSA se realiz6 la regresion lineal mediante el programa GraphPad Prism para
conocer la concentracion de PT.

Obtencion de tejidos.

Para obtener la PT de los tejidos con expresion enddgena de TRPV1 se hizo uso de ratones machos
adultos de la cepa C57BL/6J, por tratarse de una cepa endogdmica cuyo fenotipo se considera
silvestre y en la que se ha estudiado al canal TRPV1 (Huang et al., 2013). Se seleccionaron
animales de alrededor de 8-10 semanas de edad que se sacrificaron por decapitacion y se disectaron
de acuerdo a lo sugerido por Malin y su equipo en 2007. Se extrajeron ganglio trigémino (TG) y
ganglios de raiz dorsal (DRG) de la region lumbar por ser regiones de alta expresién de TRPV1
(Zacharova y Palecek, 2009). Para evaluar la expresion del 1R se extrajo cerebelo ya que
representa el sistema de expresion enddgeno para esta proteina y constituye por esto un control
positivo. Los tejidos obtenidos fueron lavados con PBS frio y homogeneizados mecanicamente de
acuerdo a dos posibles objetivos, para la obtencion de ARN con TRIzol o bien para la obtencion
de PT con buffer de lisis.

Inmunodeteccion de proteinas en fase solida (Western blot).

La técnica de Western Blot (WB) es un método analitico que permite detectar proteinas especificas
a partir de su separacion electroforética de acuerdo a su Peso Molecular, posteriormente las
proteinas son transferidas a una membrana, que puede ser de polifluoruro de vinilideno (PVDF) o
de nitrocelulosa, sobre las cuales se incuban los anticuerpos especificos para unirse a las proteinas
de interés (anticuerpo primario); a estos pueden unirse otros anticuerpos acoplados a peroxidasa de
rabano (anticuerpos secundarios), gracias a los cuales se inmunodetecta a las proteinas ya que
generan una sefial quimioluminiscente al entrar en contacto con el peréxido de hidrogeno (H20z2),
gue sirve como su sustrato, la sefial es captada mediante placas para radiografia con lo que se
registra la proteina a la que se unieron los anticuerpos primarios (Kurien y Scofields, 2015; Ni et
al., 2016).

Se prepararon geles separadores (10% de poliacrilamida) para detectar a TRPV1y c1R (Tabla 6).
Se cargaron mezclas con igual concentracion de Proteina Total (20 pg) con buffer de carga 1X
(tabla 7).

21



Tabla 6. Preparacion de mezclas para geles de poliacrilamida®

Separador (10% de acrilamida)

30% acrilamida/ 0.8% bis acrilamida 7.5mL
4X TrisCI/SDS, pH 8.8 5.625 mL
H20 9.375 mL
10% (w/v) persulfato de amonio 75 ulL
TEMED' 30 uL

Concentrador (3.9 % de acrilamida)

30% acrilamida/ 0.8% bis acrilamida 1.3mL
4X TrisCI/SDS, pH 6.8 2.5 mL

H20 6.1 mL

10% (w/v) persulfato de amonio 50 uL
TEMED 20 uL

*Mezclas utilizadas para preparar dos geles. T Tetrametiletilendiamina.

Tabla 7. Composicion del buffer de carga 6X"

4xTrisCIl/SDS, pH 6.8 0.35M
Glicerol 30 %
SDS 10 %
DTT 0.6 M

Azul de bromofenol 0.012 %

T Este buffer se utilizé al 1X en cada una de las muestras
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Las mezclas fueron colocadas en los geles que se sometieron a electroforesis, en buffer preparado
para este fin (tabla 8), con una corriente constante de 20 mA por cada gel a un voltaje maximo
durante 2 h.

Tabla 8. Composicién del buffer de electroforesis 5X*

Tris base 0.125 M
Glicina 0.96 M
SDS 05%

*Este buffer se utilizé al 1X durante la electroforesis.

Posteriormente se utilizd un sistema semi seco con una camara TE70XP (Hoefer), misma que
requiere de buffer de transferencia (tabla 9) para transferir las proteinas a una membrana de PVDF
previamente hidratada con metanol, las condiciones utilizadas fueron una corriente de 220 mA por
2 h.

Tabla 9. Composicion del buffer de transferencia

Glicina 39 mM

Tris base 48 mM

SDS 0.037%
Metanol 20%

Las membranas se bloquearon con leche al 6% en PBS, Tween 0.1% (PBST) por 1 hy

posteriormente se incubaron con los anticuerpos de acuerdo a la proteina de interés (tabla 10).
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Tabla 10. Condiciones de anticuerpos utilizadas para WB

Anticuerpos primarios

TRPV1 Policlonal 95 1:1000 en ON®a4°C Santa Cruz
en cabra leche 3% en
(P19)
PBST
clR Policlonal 26 1:1000 en ONa4°C Santa Cruz
en cabra leche 3% en
(518)
PBST
GAPDH* Policlonal 36 1:5000 en ONa4°C Cell
en conejo leche 3% en Signaling
PBST (14C10)
Actina Monoclonal 42 1:500 en ON a4°C | CINVESTAV
en raton PBST
Calnexina Policlonal 95 1:1000 en ONa4°C Santa Cruz
en conejo leche 3%
(H70)
PBST
Na* K* ATPasa | Monoclonal 100 1:500 en 48 ha 4°C Santa Cruz
en ratén PBST
(H300)

Las membranas fueron bloqueadas por 1 h con leche al 6% en PBST con movimiento
constante. Todas las incubaciones se realizaron con agitacién constante. “ON incubacion
por toda la noche (over night). * Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Al final de la incubacién las membranas se lavaron con PBST y se adicioné el sustrato para la
peroxidasa de rabano (Immobilon-Western) que esta asociada al anticuerpo secundario (tabla 11),
la sefial quimioluminiscente liberada se capt6 con placa radiogréafica. Las placas se digitalizaron y

procesaron con el programa ImageJ, mismo con el que se calculé el valor del &rea de bajo la curva
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de cada sefial. Finalmente se realizé normalizacion de la sefial de TRPV1 respecto a los niveles de
GAPDH, como control de carga.

Tabla 11. Condiciones de anticuerpos secundarios utilizadas para WB

Anticuerpos secundarios

Anti cabra 1:5000 Leche 3% lha Santa Cruz
en PBST | temperatura
ambiente
Anti conegjo 1: 7500 Leche 3% lha GE Healthcare life Sciences
en PBST | temperatura
ambiente
Anti raton 1:5000 PBST lha GE Healthcare life Sciences
temperatura
ambiente

Todas las incubaciones se realizaron con agitacion constante.

Biotinilacion.

Para determinar si la disminucién en los niveles de proteina de membrana plasmaética del canal
TRPV1 por efecto de la incubacién con el antagonista del 1R, afecta la cantidad de los canales de
este tipo que se encuentran en la membrana plasmatica (PM), se realizaron ensayos de biotinilacién
para marcar y purificar las proteinas de superficie celular, mediante el uso de un Kit para extraccion
de proteina de membrana (Mem-PER™ Thermo Scientific) que contiene el reactivo sulfo-NHS-
SS-biotina, el cual es capaz de unirse a lisinas accesibles y de localizacion extracelular, al mismo
tiempo este reactivo no atraviesa la membrana plasmatica por lo que su marcaje se restringe a las
proteinas de superficie celular lo que permite purificarlas.

Se utilizaron cultivos con la expresion transitoria de TRPV1 que fueron incubados en condiciones
control y con 25 uM de BD1063 (control y tratamiento). Los cultivos se lavaron con PBS frio y se
incubaron con 5 mL de sulfo-NHS-SS-biotina (0.6 mg/mL) durante 30 min a 4°C con agitacion

constante. Para detener la reaccién se incubd por 10 min en solucion de Quenching (250 pL por
25



cada 5 mL de Biotina) a temperatura ambiente, posteriormente se cosecharon las células
mecénicamente para recuperar la suspension en un tubo de 50 mL y se centrifugd a 2000 rpm
durante 8 min a 4°C, finalmente se retir0 el sobrenadante con cuidado y se lavé el botdn celular
con 5 mL de Tris-buffer salino (TBS). La suspension obtenida fue centrifugada, a 1800 rpm durante
5 min, se descarté el sobrenadante y se homogenizo el botdn celular en buffer de lisis (350 pL por
P100). Nuevamente se centrifug6 a 13,200 rpm durante 3 min para recuperar el sobrenadante, el
cual representa la proteina total, por lo que se separaron 50 pL para analizarlos posteriormente por
WB (input o Inp). En una columna se cargaron 350 pL de avidina y se lavaron con 500 pL de
buffer de lavado (2 veces a 1000 g), luego se cargaron las columnas con el mismo volumen de
proteina para cada una de las condiciones a comparar (control y tratamiento) y se incubé durante 1
h a temperatura ambiente con movimiento constante. Se centrifugo a 1000 g por 1 min, se retiro el
sobrenadante y se lavo la columna con 500 uL de buffer de lavado por 3 veces. Finalmente se
adiciond en la columna 200 L de buffer de elucién el cual se compone por 4X TrisCl pH 6.7 (62.5
mM), SDS (1%), Glicerol (10%) y H20 cbp 1 mL, de esta solucion se toman 450 uL que se
adicionaron con 50 mM de DTT. Se mantuvo la incubacion con el buffer de elucion por 1 h, al
final de la cual se recuperé el sobrenadante en un tubo mediante centrifugacion.

Las proteinas obtenidas y que corresponden solo a las que se encuentran en membrana plasmatica
fueron sometidas a WB para evaluar la cantidad de proteina de TRPV1 presente en superficie

celular.

Inmunoprecipitacion.

Para determinar una posible interaccion entre TRPV1 y el olR se realizaron ensayos de co-
inmunoprecipitacion. Para esto se utilizaron perlas de agarosa (PGA) que inicialmente se pre
equilibraron, con buffer de lavado (tabla 12), 500 puL por cada 100 puL de PGA, se centrifugd a
3000 rpm durante 1 min y se retird el sobrenadante, luego de esto se incubd el botén en 1 mL de
buffer de pre equilibrio (tabla 12) por 2 h a 4° con movimiento constante. Al final de la incubacién
se realizaron lavados con el buffer de lavado (3 veces a 3000 rpm durante 1 min). Al botén de PGA
preequilibrada resultante se le adicion6 100 uL de buffer de interaccion (tabla 12). Se utilizaron al
menos 500 pg de proteina total a la que se adiciond 50 uL de PGA preequilibrada, esta se llevo a
un volumen final de 1 ml con buffer de interaccion, para preclarificar el extracto durante 2 h a 4°C
con movimiento constante. Se centrifugd el extracto a 3000 rpm durante 1 min, se recupero el
sobrenadante como extracto preclarificado y se deseché el botén. El extracto preclarificado se
separ0 en dos tubos en volumenes iguales, con alrededor de 250 pg de proteina total, al primero

(IP) se le agregd el anticuerpo inmunoprecipitante (TRPV1 policlonal cabra 1 ug) y al segundo se
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le agreg6 1 ug de anticuerpo secundario como control (IgG), se ajust6 el volumen a 975 pLL con
buffer de interaccion y ambos tubos se incubaron durante 1 h a 4°C con agitacion constante. Pasado
ese tiempo a cada tubo se le agregd 25 pL de PGA preequilibrada y se incub6 ON a 4°C con
agitacion constante. Cada una de las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 3 miny el
sobrenadante resultante (que corresponde a las proteinas que no coprecipitaron) fue retirado y
posteriormente se lavo el complejo inmunoprecipitado con buffer de lavado (3 veces a 3000 rpm
durante 1 min), entre cada centrifugacion el tubo con el botdn se incubo en cama de hielo durante
5 min con agitacion constante, el Gltimo de estos lavados se realizé con PBS. El boton obtenido se
homogenizo en buffer de carga 1X y se calenté a 95°C por 5 min, finalmente se agitd
vigorosamente en el vortex y se centrifugd una vez mas a 3000 rpm durante 1 min para después de
esto tomar 40 uL del sobrenadante y cargarlo en gel para WB, se realizé la inmunodeteccién

primero para TRPV1y luego para el 61R.

Tabla 12. Composicion de soluciones buffer para inmunoprecipitacion

Buffer de lavado TrisCl pH 8 50 mM
NaCl 150 mM

Triton 1%
Buffer de preequilibrio TrisCl pH 8 50 mM
NaCl 150 mM

Triton 1%

BSA deslipidado 3%
Buffer de interaccion TrisCl pH 8 50 mM
NaCl 150 mM

Triton 1%

Inhibidores de proteasas* 1X

* Mezcla de inhibidores de proteasas cOmplete (Roche).
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Inmunocitoquimica.

Las técnicas de inmunofluorescencia se basan en la adicion de moléculas fluorescentes, es decir,
con la capacidad de emitir luz cuando son excitadas mediante un haz de luz, generalmente un laser
de longitud de onda especifica (Coico y Sunshine, 2015). De esta forma es posible fusionar
proteinas que presentan fluorescencia con aquellas que no la tienen, por ejemplo la citrina, una
proteina derivada de la familia YFP (Yellow flu orescent p rotein) que €S capaz de emitir
fluorescencia maxima a 516 y 529 nm (coloracién verde) y puede fusionarse con otras proteinas
para concederles esta coloracion (Haas et al., 2010). Por otra parte al dirigir anticuerpos especificos
y marcarlos posteriormente con moléculas fluorescentes se puede identificar la ubicacion de
proteinas especificas a nivel celular, al afiadir, por ejemplo, el marcaje fluorescente de organelos
como el del ADN del nucleo evidenciado por el DAPI (Cover y Allan, 1999). Para detectar una
posible colocalizacion de TRPV1 y el 1R, lo que indicaria una interaccion directa entre estas
proteinas, se realizé un cultivo de HEK293 transfectadas para la expresion de rTRPV1 fusionado
con citrina (200 ng). El cultivo se realiz6 sobre cubreobjetos recubiertos de poli D-lisina (0.5
mg/mL), un compuesto sintético que favorece la adhesion celular. Estos cultivos se incubaron con
D10 adicionado con BD1063 (25 uM) durante 24 h y se realizd su control adicionando al D10 el
vehiculo de BD.

Al finalizar la incubacion se fijaron las células con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS por 15
min a temperatura ambiente, seguido de la permeabilizacion con solucién de tritén al 0.2% en PBS
por 2 min. Luego de esto se realizaron lavados con PBS y posteriormente se bloqued con solucion
1% de gelatina, 2.5% de FBS en PBS por 30 min y se incubd con anticuerpo primario y secundario
(tabla 13).

Tabla 13. Condiciones de anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia

clR Primario Policlonal en | 1:100 en BSA al | ON a 4°C dentro de una camara
cabra 3% en PBS himeda en ausencia de la luz
Secundario Cy5 anti 1:100en BSA al | 1 ha4°C enausenciade la luz
cabra 3% en PBS
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Se adiciond en portaobjetos limpios 10 pLL de medio de montaje Vectashield, el cual contiene DAPI.
Finalmente se visualizé el resultado en un microscopio confocal FV1000, de la Unidad de
Microcopia del Instituto de Fisiologia celular, se utilizaron las longitudes de onda para excitar la
fluorescencia a 519 nm, 647 nm y 358 nm para citrina, Cy5 y DAPI respectivamente que emiten

fluorescencia en color verde (529 nm) rojo profundo (670 nm) y azul (460 nm) respectivamente.

Evaluacion de la correccion de la fluorescencia celular total (CTCF).
Al obtener la sefal fluorescente de proteinas es posible realizar comparaciones entre la intensidad
de la sefial emitida de acuerdo a los tratamientos a los que se somete a los cultivos, sin embargo
para que esta evaluacion no sea subjetiva se ha desarrollado la siguiente formula:

CTCF= DI — (ACS * MFBG)
Donde CTCF es la correccion de la fluorescencia total, DI la densidad integral, ACS es el area
celular seleccionada y MFBG es la media de la fluorescencia leida como fondo, con estos valores
se puede comparar la fluorescencia entre cultivos controles y tratamientos (Bankhead, 2014).
Se selecciond una imagen tomada por microscopia confocal que fuese representativa de cada
cultivo transfectado para la expresion transitoria del canal rTRPV1 fusionado con citrina y que se
incubo por 24 h con BD1063 (25 uM). Esta imagen se analizé mediante el programa Imagel y se
evaluaron los parametros mencionados en la férmula de acuerdo a lo indicado por Gavet y Pines,
para finalmente graficar y comparar los valores de CTCF de las células tratadas con BD respecto a

un cultivo control.

Tratamientos con inhibidores de las vias de degradacion de proteinas

Para determinar la posible via de degradacion se inhibieron las dos principales vias de degradacion
proteinica: proteosomal y lisosomal. Estas vias de degradacion pueden ser detenidas mediante la
adicion de compuestos como el MG132 que se adhiere a la subunidad 26S del proteosoma e inhibe
su actividad (Goldberg, 2012). Por otra parte la adicion de cloroquina ocasiona el incremento del
pH lisosomal con lo que se detiene a esta via de degradacion (Slater, 1993).

Se colocaron cultivos con expresion transitoria de TRPV1 en incubacion con BD1063 (25 uM) en
D10 por 24 h. A las 18 h de incubacién se cambio el D10 por medio fresco adicionado con los
cotratamientos de BD1063 con MG132 a una concentracion de 25 uM (en adelante referido como
MG) o cloroquina a una concentracion de 200 pg (en adelante referido como CQ). Se colocaron
ademas controles con los vehiculos para ambos reactivos en el mismo volumen correspondiente a
los tratamientos (figura 5). Al finalizar las 24 h de incubacion se recuperaron las células en

suspension para la extraccion de PT.
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Figura 5. Tratamiento con inhibidores de degradacion. Se aplicaron los siguientes
tratamientos:
A) Control MG (D10+0.25% H20+ 0.25% DMSO); BD (D10+25 pM de BD+0.25% DMSO);
MG (D10+25 puM de BD + 25 uM MG).

B) Control CQ (D10+0.95% H20); BD (D10+25 uM de BD+0.66% H20); CQ (D10 + 25 uM de
BD + 200 ug de CQ).

Conducta.

Los ensayos de dolor agudo se basan en conductas que van desde el cambio de postura hasta el
lamido persistente (Berge 2011), en este caso se utilizd el modelo de lamido, en el que se inyecto
intradérmicamente el agente nocivo (capsaicina) en la extremidad delantera de los ratones y se
evalué el tiempo que pasaron lamiéndose la zona afectada.

Para comprobar el efecto fisiologico de la inhibicién del c1R sobre el dolor inducido por la
activacion de TRPV1 se utilizaron ratones machos adultos de la cepa C57BL/6J por ser usualmente
utilizados en ensayos de dolor (Mogil, et al., 1999). Estos animales se seleccionaron con alrededor
de 8-10 semanas de edad, se mantuvieron ad libitum en fotoperiodo 12:12 (h luz: oscuridad) y se
les aclimaté al menos por 1 h previa a cada ensayo. Se realizd el registro en un cuarto con
contaminacion auditiva atenuada y en todos los casos se consider6 el tiempo de lamido durante 10
min luego de inyectar la pata con capsaicina, como una respuesta al dolor inducido por la activacion
de TRPV1.
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Pretratamiento de 24 h.

Los animales fueron pesados e inyectados subcutaneamente en la zona escapular con BD1063 de
acuerdo a lo reportado previamente (Nieto et al., 2014), 32 mg de BD1063 por Kg de peso del
animal (32 mg/Kg); posterior a 24 h de esta inyeccion, se realizo el ensayo de dolor agudo,
mediante la inyeccion intradérmica en el cojinete de la extremidad delantera de animal, de 10 pL.
de una solucién con capsaicina en solucion salina (0.28 pg/pL) y se evalud la conducta. Para estos
ensayos se realizaron los experimentos en tres grupos: grupo 1 (control, C), inyectado
subcutaneamente e intradérmicamente con soluciones que contiene los vehiculos de BD y
capsaicina (agua y etanol, respectivamente); grupo 2 (vehiculo, Vh) cuyos animales fueron
inyectados subcutaneamente con el vehiculo de BD (agua) pero inyectado intradérmicamente con
capsaicina; finalmente el grupo 3 recibié la inyeccion subcutdnea de BD y la inyeccion

intradérmica de capsaicina.

Proceso de datos.

Todos los resultados obtenidos del WB fueron digitalizados mediante el programa ImageJ, estos
datos se normalizaron en Excel, se analizaron y graficaron mediante el programa GraphPad Prism.
Del analisis se obtuvo la estadistica descriptiva de cada grupo (media, desviacion estandar y error
estandar). Las medias de los controles y tratamientos se compararon mediante una prueba de ¢-
student con lo que se determind si la diferencia es estadisticamente significativa.

Las imagenes obtenidas de la microcopia confocal fueron analizadas mediante el software para el
equipo FluoView 1000 (Olympus). Se procesaron los datos de fluorescencia en Excel y se
graficaron en GraphPad Prism.

Los datos obtenidos de los ensayos de conducta fueron analizados y graficados mediante el
programa GraphPad Prism. Se realizo la comparacion de la media del grupo control contra los
tratamientos por separado mediante una prueba de t-student y se determind si la diferencia es

estadisticamente significativa.
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5. Resultados.

5.1.  Expresion del Receptor Sigma 1 (61R) en Sistema de expresion endogeno y transitorio

del canal TRPV 1.

Para determinar si existe relacion entre TRPV1 y el 61R se evaluo si el 61R se encuentra en los
sistemas de expresion usados en este estudio, inicialmente se exploro la expresion del 61R a nivel
de ARN mensajero (ARNmM) en tejidos de raton en donde de forma enddgena se expresa el canal
TRPV1 (ganglios de la raiz dorsal, DRG y ganglios del trigémino, TG) y en el sistema de expresion
transitoria para este canal (linea celular HEK293 y F11).

Mediante la técnica de RT-PCR se amplificd un fragmento del ARNm del 1R, de los tejidos y
lineas celulares antes mencionados, se utiliz6 como control positivo de expresion ARN total de
cerebelo, donde ya se ha identificado la expresion del c1R; a la par se amplificé un fragmento del
ARNM de actina como control de expresién enddgena de todos los sistemas antes mencionados. El
producto resultante se visualizé en gel de agarosa adicionado con bromuro de etidio bajo luz UV
de lo que se obtuvieron bandas de acuerdo al peso de ambas secuencias, el 1R con 332 pb y actina
con 700 pb (Fig. 6).

Fig. 6. Deteccion del ARNm del IR y actina. Productos de amplificacion obtenidos por
RT-PCR para un segmento del ARNm de actina 'y del c1R en: (1) cerebelo (control positivo
de expresion para el c1R), (2) DRG, (3) TG, (4) HEK293 Adherentes, (5) HEK293T, (6)
células F11, (C-) Control Negativo de PCR.

Los resultados muestran al ARNm correspondiente al 61R en todos los sistemas evaluados (fig. 6),

lo que indica la posibilidad de encontrar la expresion del 1R a nivel de proteina.
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Para comprobar la expresion del o1R a nivel de proteina se obtuvieron extractos de proteina total
solubilizada (PT) de los tejidos y lineas celulares antes mencionados y fueron evaluados por
ensayos de WB. Se utiliz6 para esto un anticuerpo especifico para la inmunodeteccion del 1R, el
cual reconoce un epitope localizado en una region interna de esta proteina, se detectaron bandas
especificas para el c1R en todos los sistemas de interés (fig. 7); como control de carga se realizé
la inmunodeteccidn de la proteina de expresion enddgena Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH).

Fig. 7. Deteccion de la expresion del olR a nivel de proteina. A partir de la técnica de WB
se realiz6 la inmunodeteccion de la proteina del 1R en todos los sistemas de interés, (1)
Cerebelo (control positivo de expresion del 61R), (2) DRG, (3) TG, (4) F11y (5) HEK293
Adherentes. En el panel inferior se muestra la inmunodeteccion de GAPDH como control de
carga.

Una vez que se confirmo que el 1R se encuentra a nivel de proteina en los tejidos donde se expresa
de forma enddgena TRPV1y en las lineas celulares en las cuales se expresa transitoriamente a este
canal, es posible determinar si al afectar la actividad del c1R existe alguna repercusion sobre el
canal TRPV1.

5.2. Inhibicion de c1R y su efecto sobre el canal TRPV 1.

Para determinar si existe relacion entre el IR y el canal TRPV1, se decidi6é hacer uso de un
compuesto antagonista del o1R, el BD1063 (referido de ahora en adelante como BD), este
antagonista interacciona directamente con el c1R con lo que evita que esta proteina se disocie del
complejo proteinico que forma con la chaperona BiP en el RE y por lo tanto evita que pueda
interaccionar con el IP3R (para asi modular los niveles de Ca*? intracelular) (Tsai et al., 2009). Se
decidio determinar si en los cultivos la incubacion por 24 h del antagonista para ¢l 1R afectaba
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los niveles de proteina total del canal TRPV1 de origen de rata (rTRPV1). Para esto, las células
con expresion transitoria de rTRPV1 fueron incubadas con dos concentraciones de BD (1 uM, 25
uM) durante 24 h, de estos cultivos se obtuvo la proteina total y se evaluaron los niveles de rTRPV1
por medio de WB. La sefial observada fue especifica para el canal rTRPV1 y se normalizé de
acuerdo a la sefial obtenida con el control de carga (inmunodeteccion de GAPDH). Para realizar
las comparaciones de los niveles de proteina se realizo el andlisis de las densitometrias de cada una
de las bandas mediante el programa Imagel, determinandose el area bajo la curva de la sefal
correspondiente a TRPV1 de cultivos control (extractos proteinicos de cultivos incubados con el
0.25% de agua que corresponde al vehiculo de BD), normalizdndola con respecto al control de
carga (GAPDH) y considerandola como el 100% de niveles de proteina total de rTRPV1. Los
valores obtenidos de las muestras sometidas a cada tratamiento fueron comparados con respecto al
100% asignado a la muestra control (% de proteina total relativos a los niveles del control). Con
este analisis se encontro que las células tratadas con BD presentan disminucion de sus niveles de
proteina total del canal rTRPV1 en un 30%+10.57 con el tratamiento de 1 uM y del 40%8.86 en
los cultivos tratados con 25 uM de BD con respecto al control (fig. 8), al realizar el analisis
estadistico con la prueba de z-student, estas diferencias resultaron estadisticamente significativas

con un valor de p<0.01.

Fig. 8. Disminucion de los niveles de proteina total de r TRPVI por antagonismo del IR
durante 24 h. A) WB que muestra el efecto de la incubacion por 24 h con BD sobre los niveles
de proteina total del canal TRPV1. B) La grafica muestra la disminucién de los niveles de
proteina total del canal rTRPV1 respecto al control (c), la cual es de alrededor del 40% +8.86
(25 uM) y del 30%+10.57 (1 uM). Se realizd prueba de ¢-student con una **p< (.01 en una n de
6.
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Los resultados indican que la incubacion con un antagonista especifico del 61R (BD1063) durante
24 h disminuye los niveles de proteina total de TRPV1 respecto al control; ademas los resultados
sugieren la existencia de una estrecha relacion entre el c1R y el canal TRPV1 de origen de rata, de
tal modo, que al bloquear al 61R resulta clara la disminucion de los niveles de proteina de rTRPV1.
En este punto resulté importante determinar si este efecto se conserva entre especies, es decir, si al
bloquear al 61R se afectaba también los niveles de proteina total de TRPV1 de origen de humano
(hTRPV1). Para ello se realizé la expresion transitoria del canal hTRPV1 en las células HEK293
y se procedio a darles el mismo tratamiento con BD por 24 h (1 uM, 25 uM), se obtuvieron los
extractos de PT y se detectaron los niveles de hTRPV1. El resultado obtenido muestra disminucién
en la sefial correspondiente al canal nTRPV1 en las células tratadas con las dos concentraciones de
BD con respecto al control. Al realizar el analisis de las densitometrias y las normalizaciones con
el control de carga se comprob6 que existe diferencia significativa entre los niveles de proteina de
hTRPV1 entre el control y los tratamientos en los que la sefial del canal disminuye alrededor del
40% (1 uM 40%=+12.37 y 25 uM 40%+6.89) en las células tratadas con ambas concentraciones de

BD, esto en comparacion del control, p<0.01 (fig. 9).

Fig. 9. Disminucion de los niveles de proteina total de h TRPV1 p or inhibicion del 1R
durante 24 h. A) WB que muestra el efecto sobre hTRPV1 de la incubacién por 24 h con BD.
B) Grafica que muestra la disminucion de los niveles de proteina total del canal hTRPV1
respecto al control (c), la cual es igual para ambas concentraciones (1 uM 40%+12.37 y 25 uM
40%:=6.89). Se realizd prueba de t-student con un valor de **p< (.01 en una n de 6.

5.3. El antagonismo del 1R altera los niveles de TRPV1 en membrana plasmadtica

Para determinar si la disminucién en los niveles de proteina total del canal TRPV1 por efecto de la

inhibicion del 61R repercute directamente en la cantidad de estos canales que se encuentran en la
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membrana plasmaética, localizacién celular donde el canal TRPV1 ejerce principalmente su
funcidn, se realizaron ensayos para el aislamiento de proteinas de superficie celular. Para ello se
utilizé un reactivo de biotinilacion (sulfo-NHS-SS-biotina) el cual no permea al interior de las
células y se une a las lisinas accesibles y de exposicidn extracelular de las proteinas de membrana
plasmatica con lo que permite aislarlas.

Se utilizaron cultivos con la expresion transitoria de rTRPV1 6 de hTRPV1 que se incubaron con
25 UM de BD y con el vehiculo de BD (C) durante 24 h. Se incub6 con una solucion de marcaje
con biotina para posteriormente separar solo a las proteinas biotiniladas mediante el uso de perlas
de agarosa acopladas a estreptavidina. Finalmente las proteinas purificadas fueron analizadas por
medio de WB para la identificacién de las bandas correspondientes al canal TRPV1 de superficie
celular, usando como control de carga la identificacion de la proteina de membrana plasmatica la
Na*K*ATPasa y como control de pureza se consideré la ausencia de la proteina de reticulo

endoplasmatico calnexina (fig. 10).

Fig. 10. Determinacion de los niveles del canal TRPV1 en m embrana p lasmatica por
efecto del antagonista del c1R. El bloqueo del 61R resulté en la disminucion en la cantidad
de canales TRPV1 en membrana plasmatica. A) La deteccion por WB de: Na* K*ATPasa
(control de carga), Calnexina (como control de pureza que demuestra que las proteinas de
membrana plasmatica estan libres de proteina de reticulo endoplasmatico). B) Graficas del
andlisis de las densitometrias de la sefial para el canal TRPV1 que se normalizo con respecto
al control de carga (ATPasa para PM) y muestra control (C) contra el tratamiento (BD1063).
Se realiz6 prueba de t-student con un valor de *P<0.05 en una n de 3 para rTRPV1, se
realizo n de 2 para hTRPV1.
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Estos resultados mostraron que al inhibir a 61R no tan solo disminuyen los niveles de proteina total
del canal TRPV1, mas aun disminuye la cantidad de canales TRPV1 de origen de humano (54.86
+19.6) y de rata (61.22 + 6.9) presentes en la superficie celular, sitio en el cual este canal ejerce su

funcion principal como canal ionico.

5.4. Evaluacion de la posible interaccion entre el canal TRPV1 y el cIR.

Con el fin de determinar si existe interaccion entre el canal TRPV1 y el 61R, se realizaron ensayos
en los cuales se inmunoprecipitd el canal TRPV1 y se evalu6 por WB si habia
coinmunoprecipitacion de estas proteinas. Se utilizaron extractos de PT de células HEK293 con
expresion transitoria del canal rTRPV1. Los resultados de WB mostraron inmunoprecipitacion del
canal TRPV1, sin embargo no se observé que la proteina 61R co-inmunopreicipitara con el canal

(fig. 11).

Fig. 11. Inmunoprecipitacion de TRPV1 y el c1R. L0S ensayos no aportan evidencia de
interaccion fisica entre ambas proteinas ya que si se observa sefial para TRPV1 (panel
superior) pero no para el 1R (panel inferior). Inp: input. Ip. Inmunoprecipitado. 1gG:
anticuerpo irrelevante.

Estos resultados indican claramente, que en condiciones basales no existe interaccidn fisica entre
ambas proteinas (canal rTRPV1y el 61R), sin embargo, nos preguntamos si estan proteinas tenian
localizacion celular cercana. Es por ello que se realizaron inmnocitoquimicas para colocalizar el
canal rTRPV1 y al olR. Para la deteccion por fluorescencia del canal TRPV1 se realizaron

transfecciones transitorias de las células HEK293 con una proteina de fusion del canal rTRPV1
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con una variante de la proteina amarilla fluorescente (citrina). Para la deteccion del 61R se uso el
anticuerpo primario antic1R y el anticuerpo secundario acoplado al fluoroforo Cy5. Los resultados

muestran nula colocalizacion entre ambas proteinas (fig. 12).

Fig. 12. Inmunocitoquimica par al a localizacion del cIR. Imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal en las que se muestra la deteccion del canal rTRPV1 fusionado con citrina
(verde), de los nacleos mediante DAPI (azul), del o1R acoplado a Cy5 (rojo) y el merge, en ese
orden.

Por medio de estos ensayos de fluorescencia se pudo observar también la disminucion de la sefial

para la proteina TRPV1 por efecto del tratamiento con 25 uM del antagonista del 1R durante 24
h (fig. 13).
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Fig. 13. Deteccion de la tendencia de disminucion de los niveles proteinicos del canal rTRPV1-
citrina por incubacion con el antagonista del c1R. A) Las células transfectadas con rTRPV1
fusionado con citrina control tienen mayor fluorescencia que B) células de iguales caracteristicas
que fueron incubadas con el antagonista del 1R por 24 h. C) Este efecto se comprueba al
comparar la fluorescencia total celular o CTCF (Control 113213 +10626 Vs tratamiento con
87723+£8802) n de 3 campos por tratamiento.

39



5.5. El antagonismo del c1R promueve la degradacion del canal TRPV1

Los resultados obtenidos muestran claramente la disminucion de los niveles proteinicos del canal
TRPV1 por efecto de la inhibicion del 61R (figura 8, 9 y 10). Debido a que el sistema de expresién
del canal TRPV1 utilizado en las células HEK293 consiste en la construccion de ADN que sélo
contiene la secuencia codificante del canal TRPV1 y cuya expresion es dirigida por el promotor
CMV, se excluye la posibilidad de que el efecto observado sea a nivel transcripcional, es por ello
que se decidié evaluar si el blogueo al 61R estd promoviendo la degradacién proteinica del canal
TRPVL1. Para ello se explor6 si alguna de las vias de degradacion proteica como la del proteosoma
o la del lisosoma eran las involucradas en la disminucion de la proteina TRPV1. Para ello las vias
fueron inhibidas mediante el tratamiento con los compuestos MG132 y cloroquina (inhibicion del
proteosoma y del lisosoma respectivamente). Para estos experimentos se utilizaron células con la
expresion transitoria de rTRPV1 en los cuales se dio tratamiento con 25 UM de BD1063 por 24 h,
de las cuales las ultimas 6 h se incubaron conjuntamente con MG132 (25 uM) o Cloroquina (200
ug). Las muestras fueron evaluadas por medio de WB, observandose que el tratamiento con BD
disminuye en un 30%6.05 con respecto al control y que el tratamiento con el inhibidor del
proteosoma (MG132) revierte el efecto del tratamiento con el antagonista del IR (sefial de
alrededor del 98.03%:=+14.88 respecto al control), es decir se recuperan los niveles de proteina total
del canal TRPV1 (fig. 14).

En el caso del tratamiento con cloroquina, se observo la disminucion de la proteina total del canal
TRPV1 por efecto del tratamiento con BD (30%25.76 con respecto al control), pero no se observé
recuperacion de la proteina TRPV1, por el contrario se observd que el tratamiento disminuy6 adn
mas los niveles de proteina del canal TRPV1 (24.61+1.02).

Los resultados obtenidos sugieren que la incubacion por 24 h con el antagonista del o1R lleva a la

degradacion de TRPV1 por la via del proteosoma.
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Fig. 14. Rescate de los niveles de proteina total de rTRPV1 con inhibidores de degradacion.
A) Los niveles de proteina total del canal disminuyen con la exposicion a BD en un 30%+6.05
y al aplicar el inhibidor del proteosoma se recupera la expresion obteniendo sefial similar al
control (98.03%z+14.88), mientras que al adicionar CQ se acentla la perdida de proteina. B)
Al comparar el area de las bandas se comprueba esta recuperacion al adicionar MG. Se realizé
prueba de z-student con una *p< (.05 respecto al control con n de 3 para el tratamiento con
MG y n de 2 para CQ.

5.6. El antagonismo del c1R en el sistema de expresion endogeno afecta la nocicepcion mediada
por el canal TRPVI.

Los datos obtenidos hasta este punto sugieren claramente efecto del antagonismo de IR en los

niveles de proteina del canal TRPV1 ya sea de origen de rata o de humano. La siguiente pregunta

a responder, fue si este efecto se observaba en ratones C57BL/6J tratados a nivel sistémico con el

inhibidor del o1R.

Para este fin se utilizaron ratones machos de la cepa C57BL/6J que fueron inyectados

subcutaneamente en la zona de las escapulas con BD (32 mg/Kg), pasadas 24 h los animales fueron
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sacrificados para la obtencion de los ganglios de la raiz dorsal (DRG) de la region lumbar. Se
obtuvieron los extractos de proteina total para evaluar por WB el efecto sobre los niveles de
proteina del canal TRPV1 (fig. 15). El resultado muestra que también en el sistema de expresion
enddgeno del canal (DRG) se observa disminucion del 30%6.15 en la proteina total del canal

TRPV1 ante el tratamiento con el inhibidor del 61R (fig. 16).

Fig. 15. Niveles de proteina total de TRPV1 en DRG lumbar de raton tratado con BD por
24 h. En el panel superior las bandas de TRPV1 obtenidas de las DRG extraidas de raton
disminuyen al tratar con el antagonista del 1R a los animales por 24 h. En el panel inferior
se muestran graficados los niveles de proteina del canal luego del tratamiento, que resulta ser
30%=6.15 menor respecto al control. Se realiz6 prueba de ¢-student con una *p<0.05 respecto
al control en una n de 3 por grupo.

Una vez comprobado el efecto del bloqueo del 61R sobre los niveles proteinicos de TRPV1 a nivel
sistémico en los ratones, se plante6 la posibilidad de observar un efecto fisiolégico. Para evaluar el
efecto en la conducta de dolor se utilizaron ratones machos adultos (8-10 semanas) que fueron
primero inyectados subcutaneamente en la zona de las escapulas con BD (32 mg/Kg) o con el
vehiculo de BD (agua, Vh) y pasadas 24 h del tratamiento fueron sometidos a ensayos de lamido
de la pata para la evaluacion del dolor agudo ocasionado por la administracion intradérmica de
capsaicina (2.8 g en solucion salina) o el vehiculo de la capsaicina (1.4% etanol en solucion salina,

EtOH) en el cojinete de la extremidad anterior (inyeccion intraplanar). Estos animales se
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observaron durante los 10 min siguientes a la inyeccion con capsaicina o de etanol (vehiculo de
capsaicina) para registrar el tiempo de lamido de la extremidad, como clara evidencia de dolor.

El primer grupo evaluado consistio en el grupo control, en el cual los animales fueron pre
inyectados subcutaneamente con el vehiculo del BD y posterior a 24 h se les inyectd
intradérmicamente 1.4% de etanol en el cojinete de la extremidad delantera, en este grupo se
observé muy poca respuesta de dolor (15+2.02 s), indicando que ninguna de las inyecciones de los
vehiculos altera la respuesta de dolor. Posteriormente, se evaluo la respuesta de dolor en el segundo
grupo de animales pre inyectados subcutdneamente con el vehiculo de BD (agua) y 24 h después
se realizd la inyeccién intradérmica de capsaicina, observandose una clara respuesta de dolor agudo
(47.57 £5.17 s). Finalmente, el tercer grupo evaluado consistid en animales pre inyectados
subcutaneamente con 32 mg/Kg de BD y 24 h después se realizd la inyeccion intradérmica de
capsaicina, observandose disminucién del tiempo de lamido con respecto al grupo 2 (grupo 2: 47.57

15.17 s vs grupo 3: 22.77 £3.53 s) la cual resulto ser estadisticamente significativa (fig. 16).

Fig. 16. Conducta de dolor en animales tratados con BD 24 h previas. Se muestra en la
grafica a cada animal usado para ensayo de conducta representado por un punto, se muestra
la media de cada grupo y su error estandar. Se registrd6 menor dolor (15+2.20 s) en los
animales del grupo 1, inyectados Unicamente con los vehiculos (\Vh). El grupo 2 que fue
inyectado subcutdneamente con vehiculo e intradérmicamente con capsaicina presento
mayor dolor (47.57 +5.17 s) que todos los grupos mientras que el grupo 3, que recibio la
inyeccion subcutanea con BD (32 mg/Kg) 24 h antes de la intradérmica presenté poco dolor
(22.77 £3.53 s). Se utilizd n de 6 o 7 animales por grupo y se realizo prueba de ¢- student
con un valor de ***p <0.005.
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Los resultados muestran la disminucion de dolor en los animales que fueron tratados con el

antagonista de 1R en comparacion con aquellos que solo recibieron el vehiculo.

6. Discusion.

Las neuronas sensoriales transmiten sefiales para la deteccidn de las condiciones del ambiente que
pueden ser nocivas (Hille, 2001), esto es fundamental para la sobrevivencia de los organismos,
como sucede por ejemplo con los estimulos detectados por el canal TRPV1, un miembro de la
subfamilia vaniloide que forma parte de la gran familia de canales TRP (Caterina et al., 1997) que
se caracteriza por su caracter polimodal y su capacidad de sensibilizarse disminuyendo el umbral
de activacion (Rosenbaum y Simon, 2007), hecho que resulta de gran importancia en la generacién
de dolor en neuropatias tales como la neuropatia diabética, la irritacion intestinal, la artritis y el
cancer (Nilius y Flockerzi, 2014). Por las implicaciones de TRPV1 en la salud humana se le
considera un blanco de estudio sobre el cual se ha planteado generar nuevas estrategias que
detengan los efectos producidos por este portal del dolor (Caterina et al., 1997; Su et al., 2010;
Morales-Lazaro et al., 2013).

Recientemente se ha incrementado el interés en las proteinas intracelulares implicadas en la
activacion o la localizacion del canal TRPV1, una de ellas es la chaperona llamada receptor sigma
1 (o1R); la cual presenta propiedades especiales ya que es la unica chaperona que puede ser
modulada por diversos ligandos (Hayashi y Su, 2007) y participa de manera importante en la
nocicepcion (Bangaru et al., 2013; Bae et al., 2009; Entrena et al., 2009); justamente en el campo
de la analgesia esta chaperona ha sido considerada un blanco terapéutico (Cobos et al., 2008;
Zamanillo et al., 2013) ya que sus antagonistas disminuyen el dolor y acenttan la analgesia de otras
drogas (Kwon et al., 2009; Romero et al., 2012) mientras, que sus agonistas atentan la analgesia e
incluso pueden generar dolor espontaneo (Xiao-Fei et al., 2012; Zamanillo et al., 2013). En
animales KO-c1R la sensibilizacién con capsaicina genera menos dolor que en animales silvestres
(Entrena et al., 2009), del mismo modo la administracion de antagonistas para el cl1R pueden
atenuar el dolor de ratas administradas con capsaicina en un modelo de induccién de migrafa (Bae
et al., 2009), la capsaicina activa de forma especifica al canal TRPV1 por lo que estos estudios
aportan evidencia sobre el papel del 61R en la nocicepcion mediante la actividad del canal TRPV1,
sin embargo actualmente no existen estudios que expliquen los mecanismos moleculares de esta
conducta, de alli la importancia del presente trabajo el cual busca aproximarse a dicho problema.
Para determinar la naturaleza de la relacién entre TRPV1 y el 61R, en primer lugar se ubico la

expresion de ambas proteinas en los mismos sitios, identificando al IR a nivel de ARNm y
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proteina en tejidos de raton que de forma enddgena expresan al canal TRPV1 (fig. 6 y 7), los
ganglios trigeminales y los ganglios de la raiz dorsal, este ultimo tejido al encontrar una mejor
sefial fue seleccionado para ensayos posteriores. Se detectd también en las lineas celulares donde
habitualmente el canal TRPV1 es expresado de manera transitoria para su estudio, células HEK293
y F11 (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998). Tal como lo describe la literatura el 1R se
expresa de forma ubicua (Cobos et al., 2008; Crottes et al., 2013) pero ademas su deteccién en las
lineas HEK293 y F11 aporta dos modelos Utiles para estudios posteriores de la relacion de esta
proteina con el canal TRPV1.

Una vez determinado que el 61R se expresa a nivel de proteina en células HEK293 se utilizo esta
linea como sistema de expresion transitoria para el canal TRPV1, para explorar la relacion entre
estas proteinas se hizo uso de un antagonista selectivo para el 1R conocido como BD1063. Este
antagonista se une al 1R con lo que evita su disociacion de BiP (Tsai et al., 2009).

Como resultado de las incubaciones de 24 h con el antagonista del 61R se detectd que los niveles
de proteina del canal rTRPV1 disminuyen (fig. 8).

La disminucion de los niveles de proteina de TRPV1 no solo se observo en el canal de origen de
rata, igualmente se detecto en el de origen humano (Fig. 9), lo que indica que el mecanismo que se
desencadena por la incubacion con el antagonista afecta al canal TRPV1 independientemente de la
especie. Adicionalmente se observd tendencia a la dosis dependencia del BD para ejercer su efecto
sobre la abundancia del canal TRPV1.

Un aspecto importante para la funcién del canal TRPV1 como nociceptor es su localizacion en
membrana plasmatica. Por ello, se decidid evaluar si la disminucion en los niveles de proteina total
por el tratamiento con el BD tenian una repercusion en la cantidad de canales en superficie celular
y mediante el marcaje con biotina de las proteinas de membrana plasmatica se pudo observar que
el tratamiento con el inhibidor reduce de manera considerable la cantidad de canales rTRPV1 y
hTRPV1 (Fig. 10), sugiriendo el posible impacto de esta disminucién en la capacidad nociceptiva.
Ya que el oIR actia como chaperona molecular que participa del adecuado plegamiento de
proteinas se buscé determinar si su efecto sobre el canal TRPV1, se debe a la interrupcion de una
interaccion fisica, dado que el oIR participa de numerosas asociaciones (Su ef a/., 2016) sin
embargo, los ensayos de inmunoprecipitacion en células sin tratamiento, no aportaron evidencia de
que esto suceda con TRPV1 y el 1R en condiciones basales (Fig. 11). Del mismo modo los
ensayos de inmunocitoquimicas no mostraron evidencia de que la localizacion celular de TRPV1
y el 61R fuese cercana (Fig. 12). Sin embargo, este efecto puede deberse a la baja sefial del c1R
ya que al modificar cada una de las imagenes (por ejemplo incrementando el brillo de cada sefial

fluorescente) se detectaron indicios de colocalizacion, por lo que es necesario profundizar al
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respecto en estudios posteriores. Por otra parte gracias a esta técnica se obtuvo evidencia adicional
de la disminucion del canal TRPV1 por el antagonismo del 61R, ya que la fluorescencia emitida
por la citrina, con la que esta fusionada el canal, tiende a ser menor en los cultivos incubados por
24 h con BD respecto a los controles (Fig. 13). A pesar de que en condiciones basales no se encontro
una interaccion entre el canal TRPV1y el 1R, la disminucién de los niveles proteinicos de TRPV1
por la incubacion con BD apoya la relacion que tiene con el olR y sugiere al mismo tiempo la
posibilidad de que se desencadenen procesos de degradacion como consecuencia del tratamiento.
En este sentido se determin0 que la degradacion ocurre por la via del proteosoma (Fig. 14) ya que
la adicion del inhibidor de esta via, el MG132, es capaz de recuperar los niveles de proteina total
del canal TRPV1, inclusive este tratamiento y el control no presentan diferencia significativa. Lo
que coincide con los numerosos reportes sobre las propiedades protectoras del 1R (Hayashi, 2015;
Ruscher y Wieloch, 2015; Nguyen et al., 2015) y con el hecho de que su sobreexpresion disminuye
la actividad del proteosoma (Miki, et al., 2015). En el caso del tratamiento con cloroquina por el
contrario se observé una mayor disminucion de los niveles de proteina del canal TRPV1, pese a
que se ha reportado a la cloroquina como un posible agonista para el 61R sin embargo, también se
registré que esta sustancia puede inducir la muerte celular (Hirata et al., 2011).

La disminucidn de la cantidad de proteina TRPV1 sugiere la posibilidad de observar una respuesta
fisioldgica en un organismo completo y sobre todo complejo, es decir en el sistema de expresion
enddgeno; esto se confirmd mediante la extraccion de ganglios de la raiz dorsal de ratones, tratados
24 h antes con BD, sistema bioldgico en el que se encontrd disminucion de la cantidad de proteina
TRPV1 (fig. 15), evidencia que confirma que el efecto es independiente de la especie (TRPV1 de
rata, raton y humano se ven afectados por el tratamiento con BD), pero sobre todo demuestran que
a nivel sistémico es posible usar al antagonista del 61R para disminuir la cantidad de canales
TRPV1, por lo tanto atenuar la transduccion de sefiales nocivas originadas por la activacién de este
canal. Los cambios en la abundancia del canal, nos indicé la posibilidad de ver un efecto de
atenuacion de la conducta de dolor.

La administracion de BD subcutaneamente en la zona de las escapulas de los animales, 24 h previas
a los ensayos de dolor agudo demostraron que el tratamiento disminuye el dolor evocado por
capsaicina (Fig.16). Este hecho es parecido al efecto de otros antagonistas de 61R como el BD1047
y NE100, que también son capaces de atenuar el dolor en tiempos cortos, en los que su
administracion subcutanea disminuye el dolor luego de la aplicacion (Entrena et al., 2009) lo que
puede estar relacionado con modificaciones del canal que lleven a disminuir su sensibilidad; de
forma semejante la administracion de agonistas selectivos para el 61R, por ejemplo PRE-084

pueden inducir la fosforilacion de una de las subunidades del receptor N-metil-D-aspartato
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(NMDA) por la activacion de PKC y PKA ocasionando increment6 de las corrientes de Ca?* y
generando dolor espontaneo en los animales tratados (Kim et al., 2008). De forma contraria
procesos como la desfosforilacion mediante la actividad de fosfatasas dependientes de calcio como
la calcineurina disminuyen la respuesta ante estimulos dolorosos (Jung et al., 2004; Szallasi y
Blumberg, 2007).

Atribuir la disminucion del canal TRPV1 a la interrupcion de un papel especifico del 1R como
consecuencia de la administracion del BD es complejo, ya que esta chaperona participa en
numerosas funciones. Algunos de los procesos que pueden ser responsables de este resultado son
la acumulacion de productos como las especies reactivas de oxigeno (ROS) que ocasionen dafios
al canal (Schwartz et al., 2008; Hayashi, 2015), el cambio en la regulacion de la osmosis de Ca?*
que ocasione la degradacion (Gorlach e al., 2015), la regulacion del trafico de proteinas de
membrana (Phan et al., 2003; Hayashi y Su, 2007; Matsumoto, 2007; Maurice et al., 2001;
Mavlyutov et al., 2015), la interrupcién de la asociacion de ambas proteinas en la membrana
plasmatica (Aydar et al., 2002; Lupardus et al., 2000; Cobos et al., 2008; Zamanillo et al., 2013;
Su et al., 2016) o bien como consecuencia del mal plegamiento de TRPV1 al no estar activo el 61R
(Hayashi, 2015).

A pesar de que presumiblemente el o1R no presenta actividad en condiciones basales por
encontrarse asociada a BIP, de la cual solo se disocia en condiciones de estrés (Fujimoto y Hayashi,
2011) todavia se discute mucho al respecto ya que no se conoce con detalle el funcionamiento del
clR. Algunos datos respecto a su actividad son incluso contradictorios, por ejemplo al unirse a
IP3R lo estabiliza y permite que se incremente el flujo de Ca* del RE al citosol (Tsai et al., 2009)
con lo que se genera una mayor cantidad de especies reactivas de oxigeno (Clapham, 2003), sin
embargo, esta reportado que la actividad del 1R disminuye indirectamente los niveles de ROS en
el citosol (Schwartz et al., 2008; Hayashi, 2015). Por este motivo aun no queda del todo clara la
influencia del 61R en el control del Ca?* del RE, y es posible que la adicion de un antagonista al
interactuar directamente con el 61R lleve a la liberacion de Ca?* desde el RE, flujos que pueden
mimetizar la entrada del ion por el canal TRPV1 llegando asi a desensibilizarlo y eventualmente a
propiciar su degradacion (Jung et al., 2004; Szallasi y Blumberg, 2007).

Por otra parte la regulacién del trafico de TRPV1 a membrana plasmatica asi como la influencia
en su correcto plegamiento por actividad del o1R implican la posibilidad de encontrar a ambas
proteinas asociadas, de forma semejante a lo que ocurre con Kvf32, una subunidad de los canales
de K* que puede inducir el incremento de la expresién del canal (Bavassano et al., 2013). A pesar
de que no se encontré evidencia de la asociacion fisica entre el IR y TRPVI1 por

inmunoprecipitacion o por inmunocitoquimica no puede descartarse esta posibilidad ya que son
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numerosas las proteinas con las que se encuentra asociado a el 1R (Cobos et al., 2008; Zamanillo
et al., 2013), en este aspecto algunas interacciones como las que forma con canales de K* permiten
su adecuado plegamiento (Hayashi, 2015). A pesar de que existe la posibilidad de una asociacién
directa también es cierto que una publicacion reciente del equipo de Su Tsung Ping (2016) presenta
una amplia lista de las proteinas reportadas como asociadas a el 1R, o bien aquellas que por sus
caracteristicas podrian estarlo, lista en la que no se encuentra a TRPV1,

A pesar de los indicios que se tienen sobre la relacion molecular que hay entre el 61R y TRPV1 es
necesario ahondar en este tema antes de presentar un esquema sobre esta interaccion ya que a casi
50 afos desde que se propuso la existencia del 61R inicialmente como un receptor opioide (Martin
et al., 1976), para después considerarse como no opioide (Su, 1982) y con 20 afios desde que se
aislo y clono por primera vez en mamiferos (Hanner et al., 1996) el 1R es todavia una proteina
de la que se sabe muy poco, justamente fue hasta este afio que se publicd su cristalografia que llevo
a cambiar la concepcion general de esta proteina (Schmidt ez al., 2016). Fue también hasta este afio
que se le reconocié como un “modulador pluripotente en sistemas vivos” por sus caracteristicas
como la sorprendente cantidad de interacciones que presenta o para las que tiene potencial (Su et
al., 2016) y su participacion de la regulacion de diversos procesos, entre los que destaca la
nocicepcion al tratarse de aspecto crucial para la sobrevivencia de los seres vivos y que ofrece
respecto a TRPV1 un campo de investigacidén que apenas comienza a dilucidarse.

7. Conclusiones.

e A partir del presente estudid se determind que se encuentra expresion del 61R a nivel de ARNm
y de proteina en los mismos sistemas en los que se encuentra a TRPV1.

e Como evidencia de la relacion entre TRPV1 y el 61R se encontré que la inhibicion de esta
chaperona ocasiona la disminucién de los niveles de proteina de TRPV1 independientemente
de la especie de origen del canal (rata, humano y ratén).

e El antagonismo del 1R provoca disminucion de los niveles del canal TRPV1 en la proteina
total y de membrana mediante la via de degradacion del proteosoma.

¢ En condiciones basales no se encontro evidencia de interaccion y ni colocalizacion entre TRPV1
yel olR.

e La disminucion de los niveles de proteina del canal TRPV1 por efecto del antagonismo del 1R
puede observarse en el sistema de expresion enddgeno (DRG) y disminuye la conducta de dolor

por administracion de capsaicina.
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8. Perspectivas del proyecto.

El presente trabajo constituye una aproximacion inicial al estudio de la relacion entre el canal
TRPV1 y el 61R, ya que aun quedan diversas incognitas al respecto.

Todos los experimentos aqui presentados prueban el efecto de la inhibicion del 61R durante 24 h
por lo tanto es necesario determinar el resultado en tiempos menores de incubacion.

Una de las caracteristicas mas interesantes del canal TRPV1 es que puede regularse su expresion
en la membrana plasmatica, de esta forma diversos factores pueden incrementar su trafico hacia
este punto pero al mismo tiempo otros pueden generar internalizacion del canal, bajo este marco
es necesario indagar si los efectos de los agonistas y antagonistas del 1R influyen en estos
procesos.

A pesar de gue no se encontrd interaccion o colocalizacion de ambas proteinas es necesario notar
que el sistema utilizado presenta expresion basal del 61R, por lo que resulta importante evaluar la
interaccion en un sistema en el que se beneficie la actividad del 61R (mediante agonistas) o bien
en el que se sobreexprese (mediante transfeccion).

Uno de los aspectos mas destacables de este trabajo es el efecto observado en el sistema de
expresion endégeno (DRG), por el potencial farmacéutico que representa, es por lo tanto necesario
realizar ensayos con animales knock out para el 61R, en los que se aplique el agonista especifico
para activar al canal TRPV1, estos mismos no solo encaminados a conocer el efecto de la
hiperalgesia mecanica, misma que ya esta reportada, mas ain a conocer respuestas especificas del
dolor. En este contexto son importantes ademas los ensayos con animales de fenotipo silvestre en
los que la administracion del antagonista de 1R sea realizada en menor tiempo respecto a la prueba
de dolor agudo. Como consecuencia de esto es necesario determinar no solo en cultivos celulares
el efecto de la inhibicion del 61R sobre el canal TRPV 1, mas aun es necesario evaluar el efecto en
el sistema de expresion endogeno del canal en un tiempo menor de tratamiento. De encontrar un
efecto en estos sistemas es importante determinar el mecanismo al que corresponden.

Es importante también recordar que muchas de las relaciones del 61R no estan entendidas del todo,
asi es como muchos ligandos pueden actuar como agonistas/antagonistas y es necesario ahondar
en sus efectos. Finalmente, el 61R interactia con diversas proteinas que pueden afectar al canal
TRPV1 indirectamente, mediante vias de sefializacion, o bien directamente, por ejemplo, BiP (solo

por mencionar una, pero el 1R se une a numerosas proteinas), ya que al encontrarse en estado
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10.

silente en el complejo con el 61R podria no ejercer su funcion de chaperona molecular y con esto

causar mal plegamiento.
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