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Resumen

TRPV1 es un canal ionico polimodal, se activa por varios estimulos de naturaleza fisica y
quimica, si bien es mas conocido como el receptor de capsaicina. De manera particular,
resulta de interés para este estudio su activacién por calor, debido a ello TRPV1 pertenece a
los canales TRPs activados por temperatura o termoTRPs, cuyo mecanismo de activacion
aun no ha sido dilucidado. En esta tesis se ha caracterizado la inactivacion de TRPV1 por
temperatura; a través de su expresion heteréloga en células HEK 293, se ha registrado
mediante patch clamp, al ser estimulado con un microcalentador generado previamente en
el laboratorio. Es un fendmeno que se habia detectado anteriormente, pero nunca se retomo
de manera particular y nunca como un fendémeno molecular propio del canal. La
inactivacion depende del uso o repeticidn del estimulo, es muy sensible a la temperatura de
estimulacion, modifica la entalpia y entropia de activacion del canal, y se ha considerado
irreversible, puesto que al enfriar el medio que rodea al canal o al estimular con capsaicina,
el canal no regresa del estado inactivado al estado abierto. Este fendmeno es importante en
tanto que si se lograré recuperar la corriente, podria dar idea del mecanismo mediante el
cual TRPV1 detecta la temperatura, y desde luego porque es un mecanismo de inhibicion
que se relaciona con las cadenas de sefializacion celular en las que TRPV1 participa.



Introduccion

La capacidad de los seres vivos de reaccionar a los estimulos ambientales, asi como a los
estimulos internos nos ha permitido sobrevivir (Randall, Burggren y French, 2001).
Nuestros sentidos son el medio que nos conecta con el mundo, la capacidad de percibir el
ambiente es de suma importancia para permanecer en el mismo, no obstante dicha
permanencia no seria posible con sdlo detectar los estimulos ambientales, es necesario
responder a ellos.

El sistema nervioso nos permite detectar, procesar, y responder a los estimulos ambientales,
es el sistema que inicia las reacciones de los seres vivos (Randall et al., 2001). En el
sistema nervioso periférico las neuronas sensoriales o aferentes llevan informacion del
exterior hacia el sistema nervioso central, mientras las neuronas motoras o eferentes llevan
informacidn del sistema nervioso central hacia los 6rganos efectores (masculos, glandulas)
(Aidley, 1989).

Las neuronas son células especializadas en la comunicacion celular (Purves, Augustine,
Fitzpatrick, Hall, LaMantia & White, 2012) cuyas terminaciones axonicas y dendritas
forman complejas redes nerviosas; se comunican mediante sefiales eléctricas y quimicas
que se propagan a través de dichos circuitos, por lo que son llamadas células eléctricamente
excitables, puesto que pueden ser estimuladas y responder a dicho estimulo (Merriam-
Webster, 2016), con una respuesta estereotipica.

La excitabilidad eléctrica de las neuronas se debe a la presencia de un gradiente
electroquimico a través de su membrana, es decir, hay una diferencia en la concentracion de
iones hacia el interior celular con respecto al espacio extracelular; y si se mide el potencial
eléctrico de la membrana celular con un microelectrodo, es negativo con respecto al
exterior celular (Aidley, 1989), pues la membrana tiene permeabilidad selectiva a cierto
tipo de iones.

La membrana de las células es una bicapa lipidica que aisla el contenido celular, lo protege
del medio ambiente (Hille, 1992). No obstante, la célula necesita transportar nutrientes
hacia el interior y sacar desechos hacia el exterior; y en el contexto de la excitabilidad
celular, requiere el movimiento de iones, pues el sistema nervioso se comunica a través de
la sefializacion eléctrica (Aidley, 1989).

Existen transportadores en la membrana que permiten el paso de moléculas al interior y
exterior celular en contra de su gradiente de concentracion, por lo que requieren un gasto
energético en forma de ATP. De hecho, este tipo de transportadores denominados activos,
mantienen las diferentes concentraciones de iones a ambos lados de la membrana. Sin
embargo, los canales idnicos son las principales proteinas que se encargan del movimiento
de iones, siguen el gradiente de concentracion, pues emplean la energia del gradiente



electroquimico (Randall et al.,, 2001); y son quienes le brindan a la membrana la
permeabilidad selectiva a cierto tipo de iones (Fig. 1).
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Fig. 1. Caricatura de un canal i6nico (azul) embebido en la membrana celular (amarillo) permitiendo el flujo
de iones (violeta). Tomado de https://www.itaca.edu.es/canales-ionicos.htm.

I. Canales idnicos

Los canales idnicos son proteinas que forman poros en la membrana y dejan pasar iones, se
encuentran en todas las células de nuestro cuerpo, siendo fundamentales en la excitabilidad
celular (Hille, 1992).

Son moléculas que responden a un estimulo especifico (Hille, 1992), sea éste de origen
fisico o quimico: voltaje, ligandos (moléculas), estimulos mecanicos, temperatura, luz; la
respuesta del canal puede ser la apertura o cierre del poro, fendmeno denominado en inglés
gating (compuerta, en espafiol).

Una vez abierto, un canal ionico presenta permeabilidad selectiva, esto es, deja pasar solo
cierto (s) tipo (s) de iones, como son Na*, K*, Ca®*, CI', entre algunos otros. El flujo de
iones es un flujo de corriente eléctrica involucrada en la sefializacién eléctrica y la
excitabilidad celular del sistema nervioso, pues cuando el canal se abre o se cierra da forma
a la sefial y respuesta en las células excitables (Hille, 1992).

En ese sentido, Julius Bernstein (1902-1912) (citado en Hille, 1992) propuso que la célula
excitable esta rodeada por una membrana, que en estado de reposo es mayoritariamente
permeable a K*, su gradiente de concentracion (hay mas potasio en el espacio intracelular
que en el espacio extracelular) supera al gradiente eléctrico (la fuerza que atrae los cationes
de potasio al interior celular negativo), y éste fluye hacia el exterior, de tal forma que se
genera una diferencia de potencial negativa en el interior de la célula.

Entonces, cuando una célula excitable se encuentra en estado de reposo, los canales de fuga
(leak channels) permanecen abiertos y permiten la fuga de potasio al exterior celular, y



entonces el potencial de membrana es cercano al potencial de equilibrio del K* (de
aproximadamente -70 mV, porque hay permeabilidad a otros iones en menor medida), el
potencial en que el potasio no presenta movimiento neto a través de la membrana (Randall,
et al, 2001).

Cuando se detecta un estimulo ocurre una despolarizacion, es decir, el potencial de
membrana se vuelve positivo debido a la apertura de canales de Na’ dependientes de
voltaje. Dado que el sodio se halla en mayor concentracion en el exterior de la célula, éste
se mueve hacia el interior celular, y genera asi un potencial de membrana positivo. Dicha
despolarizacion es transitoria, debido a la inactivacion presente en los canales de sodio, y la
subsecuente prevalencia de los canales de potasio activados por voltaje, por lo que se
genera una repolarizacion, el potencial de membrana vuelve a ser negativo. Incluso se da
una hiperpolarizacion, esto es, el potencial de membrana se vuelve alin mas negativo que el
potencial de reposo. Asi, al proceso potencial de reposo, despolarizacién, repolarizacion e
hiperpolarizacion se le llama potencial de accion (Fig. 2).

Potencial
de accioén
+40 PNa>>PK
=
E TPNa 5 o) T PK
o 0 S 3
£ & o
() >
> -4 S
Umbral Q / Inicios \ & PK>>PNa
-55 PK>>PN fallidos
2o >>PNa Estado de reposo
Periodo
Estimulo refractario
>>>PK
0 1 2 3 4 5

Tiempo (ms)

Fig. 2. Esquema de un potencial de accién (P=Permeabilidad). Modificado de https://curiosoando.com/cual-
es-la-diferencia-entre-potencial-de-accion-y-potencial-graduado y Purves et al., 2012.

El potencial de accién es el lenguaje con que se comunican las neuronas, al detectar un
estimulo las células excitables disparan potenciales de accidon que se propagan por las redes
neuronales y se emite una respuesta. Los canales i6nicos son moléculas que permiten la
generacion de los potenciales de accion. Y los potenciales de accion son la base de cada
sensacion, de cada pensamiento, de cada impulso para actuar en el ambiente (Randall, et
al., 2001)
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A nivel molecular un canal idnico es una proteina constituida por una secuencia definida de
aminoacidos, su funcionamiento obedece a que sus diferentes dominios estructurales
interactlan entre si y con la membrana, y originan diversos mecanismos para detectar los
estimulos a los que son sensibles, mecanismos de inactivacion y por supuesto de cierre,
ademas de que les permiten interactuar con otras moléculas del interior o exterior celular.

A saber, los estados por los que pasa un canal idnico van desde el estado cerrado, el estado
abierto y nuevamente el estado cerrado, con posibilidad de inactivacion. Normalmente, en
ausencia del estimulo al que es sensible, el canal esta cerrado, una vez que se detecta un
estimulo, la probabilidad de apertura del poro aumenta, el canal pasa al estado abierto
mediante un cambio conformacional de la proteina, conduce iones, y luego pasa
nuevamente al estado cerrado cuando se remueve el estimulo.

Se dice que un canal i6nico esta activado cuando es capaz de abrirse y conducir iones en
presencia del estimulo al que es sensible; no obstante, cuando dicho estimulo estad presente
pero aun asi el canal no se abre y conduce iones, se dice que se halla inactivado. Un canal
solo podra volver a abrirse cuando la inactivacion sea removida (Hille, 1992).

Ahora bien, con base en las similitudes estructurales en su secuencia de aminoacidos, se
han generado clasificaciones que agrupan los canales ionicos en diferentes familias. Existe
una gran diversidad de ellos como son, canales activados por ligandos intracelulares
(nucleodtidos ciclicos como el ATP) o extracelulares (neurotransmisores), canales activados
por voltaje (permeables a sodio, potasio o calcio), canales activados por temperatura
(termoTRPs), canales sensibles a estimulos mecéanicos, entre otros. El canal idnico de
interés en esta tesis pertenece a la superfamilia de canales TRP.

I. Canales TRP

La superfamilia de canales i6nicos TRP se dio a conocer a partir de una disfuncion en la
cascada de fototransduccion en los fotorreceptores de la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster), dicha anomalia se encontraba en un canal i6nico que originaba un potencial
de receptor transitorio, por lo que se le denomind TRP (Transient Receptor Potencial por
sus siglas en inglés) (O Poletini, Moraes, Ramos, Jeronimo, y de Lauro, 2015).

Se trata de canales cationicos no selectivos, principalmente permeables a Ca** (O Poletini
et al.,, 2015). Se expresan desde levaduras, esponjas hasta el ser humano, siendo
fundamentales en la percepcion sensorial, pues participan en la transduccién de sefiales de
la vision, el olfato, la audicién, mecanosensacion y termosensacion. Ademas de poseer un
papel importante en procesos de inflamacion, dolor, osmolaridad, entre otros (Kadowaki,
2015).

No obstante, quizd la caracteristica mas interesante de los canales TRP es que son
polimodales, esto es, son sensibles a varios estimulos fisicoquimicos (luz, temperatura,
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presion, pH, una gran diversidad de ligandos, lipidos, voltaje), permitiéndole a la célula
integrar dichos estimulos en una respuesta concertada, resultando ventajoso para la
seleccion natural al generar canales idnicos de este tipo (Palovcak, Delemotte, Klein, y
Carnevale, 2015).

Estructuralmente todos los canales TRP son tetrdmeros, estan formados por 4 subunidades,
cada una de las cuales posee seis dominios transmembranales, siendo los dominios S5y S6
los que forman el poro permeable a cationes; la longitud y la secuencia de los dominios N
terminal y C terminal varia entre las 8 subfamilias conocidas (Wang y Siemens, 2015) pero
ambos son intracelulares (Fig. 3).

Segmentos

transmembranalesS1a
S6 Asadel poro

Extracelular

VLRV R BRENRRERAR DI BHHEOHIY

Intracelular

N terminal C terminal

Fig. 3. Esquema de una subunidad tipica de los canales TRP. Modificado de O Poletini et al., 2015.

Existen 8 familias conocidas de canales TRP:

1.

TRPC (Canonica). Posee 7 miembros (TRPC1 a TRPC7) y participa en la
transduccion de sefiales de neuronas y otros tipos celulares (Wang y Siemens, 2015;
Kadowaki, 2015).

TRPV (Vaniloide). Posee 6 miembros (TRPV1 a TRPV6). Esta involucrada en la
sensibilidad a temperatura, asi como en la activacion por ligandos (capsaicina,
alicina), ademas de participar en procesos de inflamacién y dolor (Wang y Siemens,
2015; Kadowaki, 2015).

TRPM (Tipo Melastatina). Posee 8 miembros (TRPM1 a 8), se activa por ligando
(mentol), por temperatura (fria o célida) y participa en transduccion de sefiales
(Wang y Siemens, 2015; Kadowaki, 2015).

TRPP (Policistina). Posee 3 miembros (TRPP2, TRPP3 y TRPP5) y esta
involucrada en procesos de desarrollo (Wang y Siemens, 2015; Kadowaki, 2015).
TRPML (Mucolipina). Posee 3 miembros (TRPML1 a TRPML3), esta involucrada
en procesos de endocitosis y autofagia (Wang y Siemens, 2015; Kadowaki, 2015).
TRPA (Rica en anquirinas). S6lo posee un miembro: TRPAL el cual se activa por
temperatura y ligandos (Kadowaki, 2015).
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7. TRPN. Se encuentra en D. melanogaster, participa en audicion y mecanosensacion
(Kadowaki, 2015).

8. TRPY. Sélo se ha encontrado en levaduras, de ahi su nombre (yeast en inglés) (O
Poletini et al., 2015).

Es importante mencionar que las distintas familias de canales TRP poseen dominios
caracteristicos ya sea en la region N terminal o C terminal, como son: dominio de
anquirinas, dominio TRP, dominio enzimético (tipo cinasa), dominio coiled-coil (por su
nombre en inglés) (Fig. 4).

TRPC TRPV TRPM TRPA TRPN

TRPC1 TRPV1 TRPM7 Extracelular TRPA1 TRPN1

+ Dominio

TRP r
Dominio

N
L N tipo cinasa

Intracelular

Intracelular

U

Fig. 4. Canales TRP (falta TRPY) con sus respectivos dominios en el C o N terminal. A: dominios de
anquirina, cc: dominio coiled-coil. Tomado de Montell, 2005.

A su vez, el canal de interés en esta tesis pertenece a un subgrupo de canales denominado
termoTRPs.

Il. TermoTRPs

Dentro de los canales TRP hay un grupo de canales denominados termoTRPs pues se
activan por temperatura, dichos canales se expresan en neuronas cuyas proyecciones se
hallan en la piel, por lo que actian como detectores moleculares (Baez, Raddatz, Ferreira,
Gonzalez, y Latorre, 2014).
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Constan de 11 miembros distribuidos en 4 subfamilias: TRPV, TRPM, TRPA y TRPC;
TRPM2, TRPM3, TRPM4, TRPM5, TRPV1, TRPV2, TRPV3 y TRPV4 se activan con
temperaturas calidas, y TRPA1, TRPC5 y TRPMS se activan con temperaturas frias (Fig.
5). Ademaés, debido a su caracter polimodal se activan por compuestos derivados de plantas,
lipidos, pH, voltaje, entre otros estimulos (Baez et al., 2014).

)
°C
60

50

TRPC5

G 40 TRPV1
1 = >42°C

20 w
10 | TRPV3/4
>33°C
0

-10
] TRPM4/5
>15°C
-20

Fig. 5. Rango de temperatura de activacion de los canales TermoTRPs en Mus musculus.
IV.  Termosensacion

La temperatura es una medida de la velocidad a la que se mueven los &tomos y moléculas,
por ende todos los objetos en la naturaleza estan sujetos a fluctuaciones térmicas (Baez et
al., 2014).

Es un parametro fisico muy importante en la adaptacion y sobrevivencia de todos los
organismos (Cohen y Moiseenkova-Bell, 2014), por lo que éstos han desarrollado
mecanismos para sensar los cambios en la temperatura y responder a los mismos (Zhang,
2015).
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La mayoria de los organismos que no regulan su temperatura corporal estan restringidos a
un rango estrecho de temperatura, en el caso de los animales de sangre caliente
(homeotermos), son capaces de mantener su temperatura corporal en un rango mas amplio
de temperaturas externas, aun asi, su temperatura corporal permanece en aproximadamente
37°C, pues las proteinas pueden dafarse (Davidovits, 2008).

La termosensacion forma parte del sentido del tacto, uno de los sentidos mas complejos. En
mamiferos, la temperatura, el dolor, las fuerzas mecanicas y algunos estimulos quimicos
son detectados por neuronas sensoriales (aferentes primarias) pertenecientes a los ganglios
de la raiz dorsal (DRG) y el ganglio trigeminal (Patapoutian, Peier, Story, y Viswanath,
2003). El ganglio de la raiz dorsal forma parte del sistema nervioso periférico, es un grupo
de cuerpos neuronales localizados en la zona lateral de la médula espinal en la columna
vertebral, y el ganglio trigeminal se halla en la cabeza (Dhaka, Viswanath & Patapoutian,
2006).

Las neuronas DRGs se proyectan a tejido periférico, la piel, donde, en el caso de las
neuronas que sensan temperatura y dolor, constituyen terminaciones nerviosas libres que
detectan el estimulo; y tienen otra proyeccion que se dirige al cuerno dorsal de la espina
dorsal, a la que transmite informacion sobre el estimulo (Patapoutian et al., 2003) (Fig. 6).
Las neuronas termosensoriales detectan temperaturas en un rango nocivo (forman parte de
los nociceptores, las neuronas que sensan dolor) o inocuo (Patapoutian et al., 2003).

Las neuronas que sensan dolor y temperatura son, segun su tamafio y velocidad de
conduccidn: fibras de diametro pequefio, no mielinizadas (conduccion lenta) de tipo C, y
fibras mas grandes, mielinizadas (conduccion mas rapida) de tipo Ad; algunos nociceptores
son polimodales, responden a varios estimulos y otros son unimodales, sélo detectan un
estimulo (Patapoutian et al., 2003).

Entre las neuronas de tipo C y AJd, se han identificado dos grupos de acuerdo a su
temperatura de activacion: un grupo de neuronas C y A9 tipo II, de diametro pequeio y
mediano responden aproximadamente a 43°C, la temperatura que esta justo en el rango de
nocividad; y otro grupo contiene neuronas Ad tipo I, de didmetro mediano y mas grande
que responden a méas de 52°C (Patapoutian et al., 2003; Dhaka et al., 2006).
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Fig. 6. Via de las neuronas DRGs. A) Se muestra la espina dorsal con el ganglio de la raiz dorsal, donde se
originan neuronas que sensan la temperatura, el dolor y estimulos mecanicos. B) Se muestra la piel, donde
terminan las proyecciones nerviosas del ganglio de la raiz dorsal. Modificado de Patapoutian et al., 2003.

Ahora bien, como sustrato molecular de la termosensacion en mamiferos, posiblemente
localizado en la punta de las proyecciones nerviosas de la piel, se sugeria era un canal
i6nico, pero no fue hasta la clonacion de TRPV1 en 1997, que dicha sugerencia adquiri6
mas certeza (Patapoutian et al., 2003). TRPV1 fue el primer termoTRP en ser identificado y
caracterizado, su umbral de activacion es de 42°C, por lo que funda dicho grupo.
Posteriormente, fueron identificados los demas termoTRPs, activados a diferentes umbrales
de temperatura, abarcando casi todas las temperaturas relevantes en mamiferos
(Patapoutian et al., 2003) (ver Fig. 5).

Debido a que TRPV1 se expresa en neuronas de tipo C y Ad (raton, Mus musculus), cuya
temperatura de activacion corresponde con la de TRPV1 (aproximadamente 42°C), se
sugirié que dicho canal es el transductor de la sefial térmica a una sefial eléctrica en dichas
neuronas (Patapoutian et al., 2003). Sin embargo, aunque el cultivo de neuronas DRGs de
un raton al que se le suprimio el gen que codifica para TRPV1 no mostro respuesta a
temperatura y capsaicina, los estudios de conducta del animal en respuesta a calor estan
intactos, con respeto al raton WT (tipo silvestre) (Dhaka et al., 2006). De esta forma, los
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resultados indican que TRPV1 no es el Gnico sensor molecular en las neuronas con un
umbral de activacion de 42°C (Zhang, 2015).

Pero, ;,cémo se da la transduccion de la sefial térmica a una sefial eléctrica en las neuronas
termosensibles debido a la mediacion de los canales activados por temperatura (incluido
TRPV1)? Los canales sensibles a temperatura detectan los cambios ambientales de
temperatura (en diferentes rangos) y se activan, permitiendo el paso de cationes que
despolarizan la célula, y ésta dispara potenciales de accién que alcanzan la médula espinal
y finalmente el cerebro, donde se traducen en respuestas fisioldgicas y de comportamiento
(Cohen y Moiseenkova-Bell, 2014) (Fig. 7).
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Fig. 7. Canales idnicos sensibles a temperatura en neuronas sensoriales. Tomado de Cohen & Moiseenkova-
Bell, 2014.

Es importante mencionar que el proceso de termosensacion descrito en esta tesis se
presenta a nivel de sistema nervioso periférico, pues después de la médula espinal, a través
del eje espino-talamico, la sefial alcanza el hipotalamo, el centro regulador de la
temperatura corporal, encargado de mantener la homeostasis a través de diversos
mecanismos de ganancia o perdida de temperatura, segun los organos efectores (Wang &
Siemens, 2016), y luego llega a la corteza somatosensorial primaria del cerebro, donde se
genera la respuesta consciente al estimulo térmico.
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De esta manera, la piel, las visceras y el sistema nervioso central en si mismo reportan
cierta temperatura, y el hipotdlamo junto con otras areas del cerebro generan respuestas
fisiologicas y de comportamiento a ésta (Fig. 8) (Wang & Siemens, 2016).
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Fig. 8. Termorregulacion de la temperatura corporal. Tomado de Wang & Siemens, 2016.
V. TRPV1: modelo de estudio

TRPV1 es uno de los canales i6nicos mas caracterizados, existe una gran cantidad de
estudios acerca de su activacion y regulacion.

Fue clonado en 1997 por el grupo del Dr. David Julius, surge como el receptor de
capsaicina (Caps), el principal compuesto activo de los chiles (género Capsicum) que les
brinda su caréacter pungente o picante. La capsaicina es un compuesto lipofilico cuya
estructura es muy parecida a la de la vainilla, por lo que se denomina compuesto vaniloide
(Fig. 9). Actla selectivamente en un subgrupo de neuronas sensoriales de tipo C y A9,
cuyas terminaciones son denominadas nociceptores, ya que son sensibles a estimulos
nocivos de tipo mecéanico, térmico o quimico; la capsaicina produce el dolor quemante
(burning pain en inglés) tipico del enchilamiento (Calixto, Kassuya, André, y Ferreira,
2005).

Otro de los compuestos que permitio identificar a TRPV1 fue la resiniferatoxina (RTX), un
diterpeno muy irritante aislado del latex de la planta Euphorbia resinifera que es incluso
mas potente que la capsaicina al activar a TRPV1, y comparte con ésta una estructura muy
parecida (Fig. 9). De esta forma, inicialmente se denomind VRL1 (receptor vaniloide 1, por
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su denominacién en inglés), ahora es conocido como TRPV1 después de que fue integrado
a la superfamilia de canales TRP. Se expresa principalmente en neuronas pequefias y de
mediano tamafio del ganglio de la raiz dorsal, asi como el ganglio trigeminal. (Calixto et
al., 2005).
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Fig. 9. Compuestos vaniloides. La capsaicina y la resiniferatoxina son denominados compuestos vaniloides,
ya que comparten el anillo vaniloide con la vainilla. Modificado de Calixto et al., 2005.

TRPV1 es un canal cati6nico no selectivo, mayoritariamente permeable a Ca**, que
funciona como integrador molecular, al activarse por estimulos de naturaleza fisica y
quimica (Calixto et al., 2005), es un canal polimodal.

Se activa por ligandos como capsaicina y resiniferatoxina; funciona como un canal
rectificador saliente, es decir, se activa a potenciales despolarizantes superiores a +60 mV
en ausencia de algan agonista (Winter, Buhala, Otvos, Josvay, Vizler et al., 2013); se activa
por pH &cido extracelular; por temperatura, aproximadamente a mas de 42°C; por
mediadores lipidicos como la anandamida (Calixto et al., 2005), un compuesto vaniloide
enddgeno.

Ahora bien, dado que Caps y RTX tienen un sitio especifico de union al canal denominado
sitio vaniloide, se consideran activadores; aquellos otros compuestos que afectan la funcion
del canal de forma positiva pero indirecta (pues no se unen a un sitio especifico del canal)
se dice que lo sensibilizan. Varios mediadores de inflamacién producidos en presencia de
dafo tisular sensibilizan o potencian al canal frente a sus agonistas, (Winter et al., 2013), tal
es el caso de la bradicinina, el glutamato, prostaglandinas o el factor de crecimiento
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nervioso (NGF) (Calixto et al., 2005). Dichos sensibilizadores acttan al unirse a receptores
acoplados a proteinas G o receptores de cinasas de tirosinas (RTKs) (Winter et al., 2013).

De esta forma, TRPV1 participa en varias cascadas de sefializacion: posee sitios de
fosforilacion en los que actuan cinasas como PKC y PKA, la fosforilacion en ciertas serinas
y treoninas del canal sensibilizan al mismo cuando es activado por Caps, protones o calor;
participa en la desensibilizacién dependiente de la concentracién de Ca?* intracelular,
donde la calmodulina (un sensor de calcio) se une al canal; o en la inhibicién con PIP; (un
fosfolipido de membrana), la cual s6lo es removida cuando PLC (fosfolipasa C) hidroliza a
PIP, (Rosenbaum y Simon, 2007).

Es asi que TRPV1 esta involucrado en la modulacion de procesos nociceptivos que
originan dolor (Calixto et al., 2005; Rosenbaum y Simon, 2007), por lo que es una diana
importante en la busqueda de analgésicos potenciales.

En ese sentido, el primer antagonista identificado de TRPV1 fue el colorante rojo de
rutenio (RuRed). No obstante, debido a que no es un antagonista especifico puesto que
actua sobre otros canales TRP, se generd de forma sintética la capsazepina, un antagonista
competitivo originado a partir de la capsaicina (Calixto et al., 2005).

Con respecto a la estructura de TRPV1 se han llevado a cabo varios estudios, pero es de
gran relevancia el estudio llevado a cabo por Julius en 2013 mediante microscopia
electronica en frio, pues la reconstruccién tridimensional de la proteina tiene una resolucion
cercana a la resolucién atomica (Liao, Cao, Julius, y Cheng, 2013).

Con base en esta estructura TRPV1 es un tetrdmero, presenta 4 subunidades, cada una de
ellas con 6 o-hélices como pases transmembranales (S1-S6), los segmentos S1-S4
presentan aminoacidos hidrofébicos que forman una estructura rigida, la cual
aparentemente permanece estatica durante la activacion del canal; entre el segmento S5 y
S6 se halla una hélice que forma parte del asa que da lugar al poro, de tal manera que se
forma una especie de cono invertido, con una simetria de 4 y el poro en el centro (Fig. 10).
El poro es como un embudo con la parte mas externa bastante amplia, seguido de un filtro
de selectividad corto, una cavidad central amplia y finalmente otra constriccion hacia el
fondo, dicha constitucion le brinda mucha flexibilidad, pues el poro se puede dilatar y
dejar pasar cationes organicos grandes (Liao et al., 2013) (Fig. 11).
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Fig 10. Diagrama en forma de cinta de TRPV1 como tetramero. Se muestra la simetria de las cuatro
subunidades que rodean al poro central (cada una de las subunidades se muestran con colores diferentes:
amarillo, rojo, verde y azul). Tomado de Liao et al., 2013.
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Fig. 11. Esquema del poro de TRPV1 en el que se muestran sus principales regiones. Tomado de Liao et al.,
2013.

La region N terminal presenta 6 repeticiones de anquirina (si bien en la estructura resuelta
solo se observan 4) y la regién C terminal tiene el dominio TRP, ambos son citoplasmicos
(Fig. 12). El dominio TRP es mayoritariamente un a-hélice de 23 a 25 aminoécidos, y con
respecto a las repeticiones de anquirina forman una estructura larga y colgante (Liao et al.,
2013).
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Fig. 12. Diagrama en forma de cinta que muestra los principales dominios del N y C terminal (dominios de
anquirina y el dominio TRP respectivamente). Tomado de Liao et al., 2013.

El dominio de repeticiones de anquirina consta de 263 aminoacidos (101-364) distribuidos
en 6 motivos (repeticiones de anquirina 0 ANK), cada repeticién esta formada por 2 hélices
alfa antiparalelas, una interna y una externa, seguidas de un asa en forma de dedo (Lishko,
Procko, Jin, Phelps, y Gaudet, 2007) (Fig. 13).

Dedo 1 Dedo 3 Dedo 5

¢ Dio 2

Hélice

ANK1 ANK2 ANK3 ANKS ANK6

Fig. 13. Estructura en forma de cinta del dominio de anquirinas de TRPV1. Cada repeticién o motivo esta
representado por un color distinto. La estructura fue resuelta mediante cristalizacion. Tomado de Lishko et al.,
2007.

VI.  Activacion de TRPV1 por temperatura

Todas las proteinas tienen cierta dependencia de la temperatura, en las proteinas con accion
enzimatica su velocidad de reaccién se modifica cuando se modifica la temperatura, no
obstante, esta dependencia es muy pequefia comparada con la dependencia que presentan
los canales idnicos activados por temperatura, el gating o respuesta del canal se modifica en
funcién de la temperatura (Jara-Oseguera e Islas, 2013).
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El coeficiente de temperatura Qo es un factor que nos dice qué tanto depende de la
temperatura un proceso determinado, se define como la razén de cambio en la velocidad de
una reaccion quimica medida a dos temperaturas separadas por 10°C (Gordon, 2015)
(Ecuacion 1); para un canal ionico considerado insensible a la temperatura es de
aproximadamente 3 (Sengupta y Garrity, 2013 citado en Cohen y Moiseenkova-Bell, 2014),
en el caso de TRPV1 es de 27 (Liu, Hui, y Qin, 2003), es un termosensor exquisito.

Ecuacién 1 AN
On= (Tl}

Donde k; y k; son las velocidades de la reaccion a la temperatura T, y T,, respectivamente (la temperatura
puede ser en grados Celsius o grados Kelvin) (Ito, Ikemoto y Yoshioka, 2015).

Ademas, TRPV1 es un termosensor intrinseco, ya que cuando fue reconstituido en
liposomas artificiales se activo por temperatura (Cao, Cordero-Morales, Liu, Qin, y Julius,
2013 citado en Cohen & Moiseenkova-Bell, 2014).

Ahora bien, se ha caracterizado la sensibilidad exquisita a la temperatura de TRPV1, y que
en general los demas termoTRPs también presentan, pero el mecanismo mediante el cual
sensan la temperatura sigue siendo un misterio. Como en los canales sensibles a voltaje
donde el S4 funge como sensor de voltaje, se ha buscado un posible sensor de temperatura.

En ese sentido, se han propuesto varios dominios sensores de temperatura (Fig. 14). En
2006, Brauchi, Orta, Salazar, Rosenmann, y Latorre realizan quimeras (combinacién de las
partes de 2 0 mas proteinas) en las que colocan el C terminal de TRPV1 en TRPM8 vy
viceversa, con lo cual la sensibilidad de ambos canales cambia, ahora TRPV1 se activa por
frio y TRPMS8 por calor (Fig. 5), por lo que se sugiere la participacion del C terminal en la
direccionalidad de la sensacion de temperatura (Cohen y Moiseenkova-Bell, 2014).

Torretadel poro  Ng28, N652 y Y653

T

C terminal

Fig. 14. Sitios que se ha postulado son responsables de la sensibilidad a temperatura de TRPV1. Modificado
de Baez et al, 2014.
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En 2008 y 2010 Grandl, Kim, Uzzell, Bursulaya, Petrus, Bandell, et al. realizaron
mutagénesis en el dominio de poro de TRPV1 y TRPV3, las cuales afectaban la
sensibilidad a temperatura (Cohen y Moiseenkova-Bell, 2014). Especificamente en 2010,
realizaron mutaciones puntuales en el poro externo de TRPV1 y encontraron que N628K,
N652T y Y653T disminuyen significativamente la sensibilidad a temperatura (Cohen y
Moiseenkova-Bell, 2014).

Y también en el poro, en 2010 Yang, Cui, Wang, y Zheng, realizaron una modificacion en
la torreta, una secuencia de 24 amino&cidos entre el pase transmembranal 5 y la hélice del
poro, sustituyeron una parte de la misma por una secuencia artificial con muchas glicinas,
el canal resultante presentaba aun sensibilidad a capsaicina, pero la sensibilidad a calor
disminuyd significativamente (Cohen y Moiseenkova-Bell, 2014). Esto sugeria un papel
muy importante de la torreta del poro en la activacién de TRPV1 por calor; no obstante, en
ese mismo afio Yao, Liu, y Qin cuestionaron tal hecho al mostrar una delecion de la misma
region, que mantenia la sensibilidad a temperatura.

Luego, un afio después (2011) nuevamente Yao, Liu, y Qin, realizaron varias quimeras de
los canales TRPV1-4, mediante las cuales convergen a una secuencia de aproximadamente
80 aminoacidos que abarca las dos Ultimas repeticiones de anquirina y la region que las
conecta con el primer pase transmembranal S1 (dominio cercano a la membrana: MPD),
como la responsable de la sensibilidad a temperatura porque es la Unica mutacion que
modifica la entalpia de activacion en los canales TRPVs.

Segun los anélisis termodinamicos de los termoTRPs, la activacion de dichos canales por
temperatura involucra un gran cambio de entalpia (AH). Esto es, si se toma en cuenta el
cambio conformacional de la proteina al activarse por temperatura como una reaccion
quimica, el paso del estado cerrado (C) a abierto (O) involucra un gran cambio en el flujo
de calor a presion constante (entalpia) (Chang & Goldsby, 2013; Baez et al, 2014). La
medicion de la entalpia se ha realizado con base en un modelo matematico de 2 estados, el
mas simple, C-O, dando valores de aproximadamente 100 Kcal/mol (Yao, Liu, y Qin,
2010b).

Y con base en los modelos antes mencionados, se ha encontrado que el cambio en la
entropia (AS), es decir, la gran probabilidad de ocurrencia de estados desordenados en la
reaccion (Davidovits, 2008), también es grande y positivo, de alrededor de 315 cal/(mol)+-K
(Yao, Liu, y Qin, 2010b); asi que AH y AS se compensan dando lugar a un cambio
relativamente pequefio en la energia libre de Gibbs (AG), la energia disponible para realizar
trabajo (Chang & Goldsby, 2013), la cual si es negativa nos indica que la reaccion es
espontanea, entonces el paso del estado abierto a cerrado del canal es un proceso
espontaneo y reversible (Ecuacion 2) (Baez et al, 2014).

Ecuacioén 2 AG = AH - TAS
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En el caso de los canales activados por temperaturas frias, los valores de AH y AS son
negativos y de aquellos que se activan por calor son positivos, esto porque cuando la
temperatura decrece, AG disminuye para un canal activado por frio (TRPMS8), y cuando la
temperatura aumenta AG decrece para un canal activado por calor (TRPV1 por ejemplo)
(Baez et al, 2014).

Uno de los primeros estudios que involucran el célculo de los parametros termodindmicos
en la activacion de TRPV1 por temperatura es el que realizaron Liu, Hui, y Qin en 2003. A
partir de un analisis de canal unitario (single channel en inglés) en ovocitos de rana
(Xenopus leavis) obtienen la probabilidad de apertura (P,) del canal con respecto a la
temperatura, dicha curva sigue una tendencia sigmoidea, saturada mas o menos a 50°C
(Fig. 15).

0.8+

0.6+

0.2+

Fig. 15. Probabilidad de apertura de TRPV1 al ser activado por temperatura. Tomado de Liu et al, 2003.

Con base en la P, realizan una regresion lineal de la grafica de Van Hoff (una grafica de In
Keqg vs 1/T, que da una idea del cambio en la velocidad de una reaccion quimica como
consecuencia del cambio en la temperatura), y encuentran valores altos de la entalpia y
entropia, principalmente de esta Gltima, por lo que sugieren que el canal presenta un gran
cambio conformacional cuando se activa por temperatura.

Pero quiza lo més interesante que explican, es la actividad del canal cuando es estimulado
por un rango de temperatura de 40°C a 50°C, pues cuando aumenta la temperatura, los
cierres largos del canal (gaps) van disminuyendo en duracion, y las aperturas del canal
(burst) se van haciendo mas largas. Dichos burst y gaps son altamente dependientes de la
temperatura segun el calculo de sus Q1.

Liu, Hui, y Qin explican que existen varios tipos de gaps y burst de diferente duracion, y
cuando aumenta la temperatura, se favorecen los cierres mas cortos y las aperturas mas
largas. De esta forma, sugieren que el canal pasa por varios estados cerrados y varios
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estados abiertos (modelo de varios estados), donde las aperturas de larga duracion y los
cierres de corta duracion estan acoplados a altas temperaturas.

Posteriormente, en 2010 Yao et al. realizaron un estudio enfocado en la cinética y
energética de TRPV1 cuando es activado por calor. A partir de un método muy rapido (en
el orden de ms) para estimular al canal por calor (un diodo laser infrarrojo), obtienen que la
temperatura es el estimulo méas rapido para activar al canal (constante de 6 ms), a diferencia
de su activacion por capsaicina o pH (Yao et al., 2010b).

Concluyen que es principalmente el curso temporal de la apertura del canal el que da cuenta
de la dependencia de temperatura del mismo en el equilibrio, y no asi el curso de cierre, el
cual mas bien depende de una temperatura fria, como en TRPMS8.

Ademas, puntualizan que el canal pasa de un estado cerrado ordenado (entropia baja) a un
estado abierto desordenado (entropia alta), donde la entropia y la entalpia se compensan, y
entonces la energia libre de Gibbs permite un proceso de activacion por temperatura muy
rapido.

Por otra parte, Latorre, Brauchi, Orta, Zaelzer, y Vargas (2007) enfatizan la idea del
acoplamiento entre la energia térmica del sensado de la temperatura y la energia mecanica
de la apertura del poro. Sugieren que TRPV1 esta compuesto por 4 modulos: el médulo N
terminal, C terminal, el médulo del poro y el médulo S1-S4, existe un médulo en el canal
capaz de sensar la temperatura que influencia la respuesta del canal o gating, permitiendo la
apertura del poro; asi como un moédulo que sensa el voltaje, igualmente acoplado al
“gating” del canal, y ademéas el sensor de voltaje y temperatura estan acoplados
alostericamente.

Una forma de explicar esta interaccion alostérica es analoga en proteinas alostéricas,
normalmente las proteinas tienen un sitio de unién donde se une su ligando, y se genera un
cambio conformacional en la proteina que permite realizar su funcion, pero existen otras
proteinas, las proteinas alostéricas que se unen a un modulador (una molécula), y la unién a
este modulador genera un cambio conformacional que facilita la union de su ligando, la
proteina pasa de un estado menos activo a uno mas activo cuando se une el modulador, de
tal forma que la unién de un ligando en un sitio, afecta la unién de otro ligando en otro sitio
de la misma proteina (Nelson & Cox, 2013). Segun la idea del acoplamiento alostérico
entre un médulo del sensado de la temperatura y uno de voltaje, ambos se detectan en sitios
distintos (sitios alostéricos, “otro lugar’’) pero acoplan sus energias, térmica y eléctrica,
respectivamente, hacia la energia mecéanica de abrir el poro.

Lo anterior se observa en una curva P, vs V (voltaje), donde en un canal activado por calor
como TRPV1, al aumentar la temperatura, dicha curva se corre hacia la izquierda (el canal
se abre a potenciales cada vez menos despolarizantes). En el caso de los canales activados
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por frio (TRPM8) al aumentar la temperatura, la curva se corre hacia la derecha (el canal se
abre a potenciales cada vez mas despolarizantes) (Chowdhury, Jarecki, y Chanda, 2014).

Para explicar el corrimiento de la curva P, vs V, y con base en la idea de que TRPV1y
TRPMS8 maés bien son canales con multiples estados abiertos y cerrados (Lui et al., 2003),
Latorre et al. (2007) proponen un modelo ramificado de 8 estados, con un sensor de voltaje
y uno de temperatura (Fig. 16).
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Fig. 16. Modelo de 8 estados del canal i6nico TRPV1. Donde L es la constante de equilibrio de la transicion
cerrado a abierto del canal sin la deteccién de algin estimulo, J cuando se detecta voltaje y K cuando se
detecta temperatura; C representa un factor alostérico del acoplamiento entre el sensor de temperatura y la
apertura del poro, D entre el sensor de voltaje y la apertura del poro, y E el acoplamiento entre el sensor de
temperatura y voltaje.

Con respecto al acoplamiento entre el sensado de voltaje y la temperatura en TRPV1, Yao
et al. (2010b) probaron que a potenciales despolarizantes baja el umbral de activacién del
canal, el tiempo de respuesta es mas rapido y la dependencia de temperatura del canal baja,
pues los valores de la entalpia y entropia bajan. No obstante, a potenciales hiperpolarizantes
aun se observa respuesta del canal a la temperatura, por lo que la activacion de los sensores
de voltaje no es necesaria para la apertura del canal.

Ahora bien, generalmente se establece que la entalpia y entropia de la activacion de TRPV1
por calor son independientes de la temperatura, entonces la curva de van Hoff (InK vs. 1/T)
es una linea recta cuya pendiente es la entalpia. No obstante, Clapham y Miller (2011)
destacan que el comportamiento de las proteinas no es asi, en un cambio conformacional se
da un cambio en la capacidad calorifica (ACy), la cantidad de calor necesario para elevar un
grado Celsius la temperatura de cierta cantidad de una sustancia dada (Chang & Goldsby,
2013), por lo que AS y AH se modifican al cambiar la temperatura (To y T).

Por consiguiente, con base en un brillante andlisis termodinamico, sostienen que la relacion
entre la constante de equilibrio (K) y la temperatura, siguen una curva en forma de U en un
modelo de dos estados (cerrado-abierto). Las curvas del canal activado por frio y la del
canal activado por calor, corresponden a la temperatura inicial (To) de 29°C y 21°C,
respectivamente (Fig. 17).
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Fig. 17. A) Curva In K vs. Temperatura en forma de U, para un canal i6nico activado por calor (linea roja) y
un canal activado por frio (linea azul). B) Grafico Po vs. T a temperaturas bajas y altas. Tomado de Clapham
y Miller (2011).

De esta manera, enfatizan que un canal activado por calor también debe ser activado por
frio, segin la forma de U de la curva In K vs. T, y sugieren que los cambios
conformacionales en el proceso de activacion por temperatura son los mismos (Fig. 17b).

Concluyen que un cambio en la capacidad calorifica es la fuente de la gran sensibilidad a
temperatura de los canales TRP, pues determina los grandes cambios de entalpia y entropia;
y que dicho cambio de capacidad calorifica proviene de la exposicion de aminoacidos
hidrofobicos al agua, entonces un canal activado por calor también puede ser activado por
frio, ya que la exposicion de aminoacidos hidrofébicos al agua ocurre en ambos procesos
de activacion.

No obstante, Jara-Oseguera e Islas (2013) destacan que si bien no se descarta un papel del
cambio en la capacidad calorifica como determinante en la sensibilidad a temperatura de
los canales TRP, existe otro mecanismo que puede dar cuenta de dicho comportamiento.

Retoman la idea del acoplamiento alostérico de Latorre et al. (2007), y destacan que la
apertura del poro no es tan dependiente de la temperatura como lo es la deteccion que
realiza el sensor de temperatura (Liu et al., 2003 y Yao et al., 2010b). Con base en ello,
proponen que existen otros pardmetros relevantes en la activacién por temperatura de
TRPV1, y que dan cuenta de la activacion del canal al mismo tiempo por temperaturas frias
y calidas, como en el modelo de Clapham & Miller (2011).

Entonces, a través de predicciones del modelo alostérico de 8 estados encuentran que la
constante de equilibrio L (la apertura del poro sin ningun estimulo), la proporciéon AH/AS y
el factor alostérico C (acoplamiento entre el sensor de temperatura y la apertura del poro)
determinan el cambio de un canal activado por calor (TRPV1) a uno activado por frio
(TRPMBS); al mantener los mismos valores de AH, sugieren que ambos canales se activan
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con valores positivos de entalpia y entropia, pero el acoplamiento entre el sensor de
temperatura y la apertura del poro es inverso.

Aln mas, encuentran que la dependencia de temperatura (entalpia) del factor alostérico C
(AHc), es muy importante en la activacion del canal tanto por temperaturas frias como
calidas, aunque se mantengan los mismos pardmetros para ambas curvas. Por lo que AHc
parece tener grandes contribuciones en el comportamiento de los termoTRPs.

De esta manera, es importante resaltar la proposicion del mecanismo de acoplamiento
inverso entre el sensor de temperatura y la apertura del poro en la activacion de un canal
por diferentes rangos de temperatura, pues enfatiza la sucesion de pasos que sigue TRPV1
al activarse por temperatura, como son y estan relacionados cada uno de ellos.

En ese mismo sentido, recientemente (2014) Chowdhury, Jarecki & Chanda realizaron un
estudio en el que mutaron varios aminoacidos del dominio sensor de voltaje (S1, S2, S3 y
S4) del canal activado por voltaje Shaker, el cual presenta una dependencia muy baja a la
temperatura, por aminoacidos con diferente polaridad, de forma que ahora Shaker
presentaba dependencia de la temperatura. Midieron la dependencia de la temperatura a
través del corrimiento de la curva P, vs V, hacia la derecha o izquierda segun sea un canal
sensible al frio o calor, respectivamente. Dichas mutaciones se realizaron en sitios donde
los aminoéacidos pasaban por cambios en solvatacion hacia la apertura del canal.

Enfatizan que segun el cambio en la polaridad de los aminoacidos, el fenotipo de un canal
dependiente de la temperatura puede cambiar de ser sensible a calor a ser sensible al frio.

Con base en lo anterior, sugieren que la sensibilidad a la temperatura de los canales como
los termoTRPs no proviene de un dominio sensor de temperatura, Sino que existen
pequefios sitios (microdominios) dentro del canal que sufren cambios en la solvatacion de
los aminoacidos, hidrofébicos o hidrofilicos, que dan lugar a cambios en la capacidad
calorifica y a su vez de la entalpia y entropia, por lo que no se requiere un gran cambio
conformacional en su activacion por temperatura.

VII.  Estimulacién de TRPV1 con pulsos de temperatura consecutivos

Con base en la informacién previa se puede notar que el mecanismo de activacion de
TRPV1 por temperatura atn no ha sido dilucidado de manera definitiva, si bien se tienen ya
ciertas caracteristicas de la activacion del canal por calor. Esto obedece, entre otras razones,
a las dificultades que conlleva estimular a TRPV1 por calor, puesto que el método de
calentamiento debe ser rapido, de lo contrario los parches o microareas de registro en la
membrana no pueden mantenerse por mucho tiempo; ademas, como la temperatura afecta
todo el sistema, el calentamiento debe ser localizado, sélo en un area pequefia.

Entonces, el laboratorio donde se llevé a cabo esta tesis desarrollé un método para activar a
TRPV1 por calor, se trata de un microcalentador al cual se le administra un voltaje, se

29



produce una corriente y calienta el area cercana a él, dicho microcalentador se ha usado
para activar corrientes de TRPV1 por temperatura satisfactoriamente (Islas, De-la-Rosa,
Rodriguez-Cortés, Rangel-Yescas & Elias-Vifias, 2015).

De esa manera, en un sistema de expresion heterélogo, ceélulas HEK 293 que expresan
TRPV1, se registraron corrientes del canal con patch clamp en configuracién inside-out
(parte intracelular del canal), y se identificé una reduccién en la corriente de TRPV1 al
estimular con pulsos de temperatura consecutivos, por lo que se sugiriéo un fenémeno de
inactivacion.

El concepto de inactivacion es casi sinonimo de desensibilizacion, ambos son procesos
donde en presencia del estimulo que activa al canal, éste entra a un estado cerrado estable,
denominado estado inactivado o estado desensibilizado. No obstante, la inactivacion se ha
usado de manera clasica en canales activados por voltaje, y la desensilizacion en canales
activados por ligando (Zagotta, 2015).

Ahora bien, en el caso de TRPV1 existe desensibilizacion por calcio. Las células no toleran
altos niveles de calcio intracelular, por lo que tienen mecanismos para regresar a niveles
normales, uno de esos mecanismos es la desensibilizacion. En TRPV1, en condiciones
fisioldgicas, su activacion por diversos estimulos (calor, protones, capsaicina) genera la
entrada de calcio, puesto que presenta una gran permeabilidad al mismo, y dicha entrada en
si misma sefializa la reduccion de actividad del canal (Gordon, 2015).

El proceso consiste en la entrada de calcio, con la subsecuente activacion de la fosfolipasa
C (una enzima que rompe fosfolipidos), la cual degrada a PIP,, y si se considera que es un
activador de TRPV1 (puesto que ain hay controversia en cuanto a su papel activador o
inhibidor en TRPV1), entonces hay desensibilizacion del canal (Zagotta, 2015; Gordon
2015).

También, existe la desensibilizacion por calcio mediada por calmodulina en lugar de PIP,.
La calmodulina es una proteina que tiene 4 sitios de union a calcio, y en el caso de TRPV1
ejerce un efecto inhibitorio sobre el gating del canal. Se ha sugerido que cuando TRPV1 es
activado por estimulos repetidos de capsaicina se genera desensibilizacion con dos
componentes, el componente rapido esta mediado por la unién de calcio a la calmodulina,
la cual se halla constitutivamente asociada al canal en un sitio de union del C terminal, la
unién del calcio permite que la calmodulina ejerza su funcion inhibitoria sobre el canal. El
componente lento esta mediado por calmodulina con independencia de calcio, puesto que
solo la calmodulina se une al N terminal de TRPV1 (Zheng, 2013).

En esta tesis, la reduccién en la corriente de TRPV1 al ser estimulado con pulsos sucesivos
de temperatura, se considera un fendmeno de inactivacion puesto que los experimentos son
Ilevados a cabo en ausencia de calcio. Sin embargo, en los antecedentes directos de la tesis
se usan ambos conceptos, e incluso se utiliza el de taquifilaxis. La taquifilaxis es un
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concepto farmacoldgico en el que después de administrar un farmaco de manera repetida, la
respuesta al mismo disminuye (Diccionario médico, 2015).

Pero, es importante resaltar que la inactivacion o desensibilizacion se generan cuando el
estimulo activador se presenta de manera sostenida por un periodo largo de tiempo, o bien
cuando se estimula de manera repetida y se varia el intervalo de tiempo entre la
estimulacion (se suele decir que la taquifilaxis se presenta s6lo cuando se dan varios pulsos
repetidos a cierto intervalo de tiempo (Schwarz, Greffrath, Busselberg & Treede, 2000)).

En 1996, Cesare y McNaughton publicaron un articulo en el que mostraron que un cultivo
de neuronas DRGs de rata (cuya corriente aumenta considerablemente después de 42°C,
corresponderia a TRPV1) al ser registrado con patch clamp en configuracion whole-cell,
era sensibilizado por bradicinina cuando se estimulaba con rampas de temperatura (25 a
49°C), al perfundir solucion calentada con un Peltier; dicha sensibilizacion provenia de la
activacion de PKC, una cinasa activada por la bradicinina.

Pero ademas, dichas neuronas fueron estimuladas con la aplicacion de calor de manera
repetida, y observaron que no se sensibilizan, a diferencia de lo que sucede en neuronas in
vivo, donde hay sensibilizacion. Por ello, sugieren que esta sensibilizacidén no es intrinseca
de las neuronas, sino mas bien de factores externos como la bradicinina, la cual se libera en
presencia de dafio tisular. Los experimentos fueron llevados a cabo con calcio extracelular.

Luego, después de la clonacion de TRPV1 en 1997, Tominaga, Caterina, Malmberg, Rosen,
Gilbert, et al. (1998) llevan a cabo un trabajo acerca de los diferentes estimulos nocivos que
activan al canal, enfatizan el efecto de los protones sobre TRPV1; y al mismo tiempo dan
cuenta de cierta sensibilizacion del canal cuando es activado por calor.

A través de sistemas de expresion heterdloga (células HEK 293 y ovocitos de Xenopus),
registran corrientes del canal con patch clamp en diferentes configuraciones, perfundiendo
solucién de registro caliente. Realizan un experimento en que sin calcio extracelular,
estimulan dos veces con capsaicina, luego estimulan tres veces con calor (observan
desensibilizacion, disminucion de la corriente), al estimular nuevamente con capsaicina no
observan corriente alguna, por lo que enfatizan la desensebilizacion cruzada; y al estimular
con ambos estimulos registran recuperacion de la corriente (Fig. 18).

Y de hecho comparan la inhibicion de las corrientes de TRPV1 debido a la
desensibilizacion, con la inhibicién por antagonistas como el rojo de rutenio y la
capsazepina.
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Fig. 18. Corrientes a través del canal TRPV1 transfectado en célula HEK 293, la cual es registrada mediante
patch clamp en configuracion whole-cell a -60 mV. La temperatura fue de 22 a 46°C y la concentracion de
capsaicina fue de 1 uM. El intervalo entre los estimulos es de 2 min. Tomado de Tominaga et al., 1998.
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En consecucion con el trabajo de Cesare y MacNaughton (1996), en 1999 Vyklicky,
Vlachovd, Vitaskovd, Dittert, Kabat, y Orkand, realizan un estudio en el que registran
mediante patch clamp un cultivo de neuronas DRGs, al cual le aplican rampas repetidas
desde 25°C hasta 49°C, y observan que la corriente activada por calor (lheat) disminuye en
el segundo pulso, asi como en los pulsos siguientes, ademas de que el umbral de activacién
de dicha corriente baja (Fig. 19).
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Fig. 19. Rampas de temperatura consecutivas en neuronas DRGs. Rampas a 49°C cada 30 s, en la parte
superior se muestra la estimulacion por temperatura y en la parte inferior las corrientes a -60 mV. También se
muestra la gréfica corriente vs. temperatura de la primera y segunda estimulacion. Neuronas DRGs pequefias
(menos de 25 um de didmetro) de rata, registradas mediante patch clamp en configuracion whole-cell, con
perfusion de solucidn caliente. Tomado de Vyklicky et al., 1999.

Este fendmeno denominado taquifilaxis, era ain mas pronunciado al activar lpe CON
rampas de temperatura que alcanzaban los 57°C, puesto que la corriente en el segundo
pulso apenas era menos del 50% de la corriente inicial, y el umbral de activacion bajaba de
43°C hasta temperaturas un poco superiores a las del bafio de registro.

Ademas, uno de los objetivos del estudio consistia en calcular el Q1o de lheat, €l cual bajaba
desde 18 en la corriente inicial, hasta 4.5 en la segunda estimulacion. Dicha taquifilaxis no
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depende de calcio como en capsaicina, puesto que los autores realizaron experimentos sin
calcio y aun fue observada.

Sugieren que un cambio tan drastico en el Qio, podria deberse a un cambio irreversible en
la estructura de la proteina responsable de Iyeqt 1a cual en ese entonces ya se planteaba que
era posiblemente TRPV1.

En ese mismo afio, Caterina, Rosen, Tominaga, Brake, y Julius (1999), clonan un canal
TRP, denominado TRPVL-1 por su similitud en secuencia con TRPV1 (actualmente
denominado TRPV2), activado por rampas de temperatura superiores a 52°C, un umbral de
activacion muy alto; y en uno de los experimentos presentados en el estudio estimulan a
TRPV1 con rampas de temperatura consecutivas, las cuales alcanzan méas de 50°C;
observan que hay una sensibilizacién y el umbral de activacion del mismo baja a
temperaturas cercanas a los 40°C (Fig. 20).
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Fig. 20. Rampas de temperatura consecutivas en ovocitos de Xenopus que expresan TRPV1. Se muestran
rampas de temperatura que alcanzan mas de 50°C al aplicar calor con perfusion de solucién caliente, mediante
las cuales se registraron corrientes de ovocito (n=4) con voltage clamp de 2 electrodos. Tomado de Caterina et
al., 1999.

Ademas, muestran que TRPV1 se expresa principalmente en neuronas pequefias (19 um de
diametro) de tipo C en el Ganglio de la Raiz Dorsal, por lo que este canal podria ser el
receptor de dichas neuronas.

Luego, Nagy y Rang, también en 1999, en uno de sus experimentos aplican calor de forma
repetida con perfusion de solucion caliente (alcanzan alrededor de 50°C) a neuronas DRGs
de pequefio diametro con sensibilidad a calor, registran single channels (canal unitario) con
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patch clamp en configuracion inside-out a -60 mV, y muestran que el canal permanece
abierto, hay una disminucién en la respuesta pero no causa desensibilizacion.

Posteriormente, en el afio 2000, Schwarz et al. realizan un estudio en el que estimulan un
cultivo de neuronas DRGs de pequefio diametro con pulsos de temperatura. Al calentar con
un intercambiador de solucion caliente alcanzan entre 43 y 47°C, y registran corrientes
mediante patch clamp en configuracion whole-cell a -60 mV. Muestran un fendmeno de
inactivacion al sostener el pulso de temperatura por cierto periodo de tiempo en las
neuronas (Fig. 21).
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Fig. 21. Inactivacion de la corriente en neurona DRG pequefia. El pulso de temperatura (35°C-45°C) se
sostuvo por aproximadamente 4 s y se observa una inactivacion de la corriente. Tomado de Schwarz et al.,
2000.

También, observan un fendmeno de taquifilaxis al repetir el mismo pulso de temperatura al
menos tres veces (Fig. 22).
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Fig. 22. Taquifilaxis en neurona DRG pequefia. Se aplican tres pulsos de temperatura con un intervalo de
tiempo de aproximadamente 30 s y se observa una reduccidn en el pico de la corriente. Tomado de Schwarz et
al., 2000.
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Ambos fendmenos son independientes de calcio, puesto que ademas ambos experimentos
fueron realizados sin calcio intracelular (uso de BAPTA) o calcio extracelular (uso de
EGTA).

Los autores sugieren que los fendmenos de inactivacion y taquifilaxis observados en estas
neuronas DRGs pequefias pueden dar cuenta de la adaptacion y supresion, respectivamente,
del disparo de potenciales de accidn en neuronas de tipo C y A (tipo 1) al ser estimuladas
por una temperatura nociva (mas de 42°C) de forma sostenida o de forma repetida in vivo.

Es interesante mencionar que en 2002, Jordt y Julius clonan un ort6logo de TRPV1 en aves
(cVR1), dicho canal no se activa con capsaicina, pero si por calor; y muestra
desensibilizacion al ser activado con estimulos repetidos de temperatura como en el TRPV1
de rata (Fig. 23).
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Fig. 23. Activacién de cVR1 por 2 estimulos de temperatura. Cuatro ovocitos de Xenopus fueron inyectados
con cVR1, y registrados con voltage clamp a -40 mV al ser activados con perfusion de solucién caliente desde
la temperatura ambiente a 50°C durante 20 s. La corriente fue normalizada al pico de corriente en 50°C.
Tomado de Jordt & Julius, 2002.

Finalmente, en 2015 Liu y Qin publicaron un articulo en el que analizan la activacion de
TRPV2 por calor, para ello emplearon células HEK 293 como sistema de expresion
heteréloga, registraron corrientes con patch clamp en configuracion whole-cell o inside-out
a -60 mV, y estimularon rapidamente por calor mediante un diodo laser infrarrojo. Estos
autores muestran la dependencia del uso de TRPV2, pues cuando el canal es estimulado
con varios pulsos de temperatura disminuye su umbral de activacion, aumenta la corriente y
disminuye la entalpia de activacion. Al caracterizar dicho fenémeno en TRPV2 sugieren
que tal vez ocurra en los demas TRPVs, asi que prueban la dependencia del uso de TRPV1.

No obstante, observan que la sensibilidad a la temperatura de TRPV1 es estable, ya que al
estimular al canal por calor con dos pulsos de temperatura no observan cambios
significativos en ambas respuestas. Si bien, es importante notar que hay una disminucién en
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la corriente del segundo pulso, el canal se comienza a activar a temperaturas inferiores a
42°C, su umbral de activacion y la entalpia de activacion baja ligeramente (Fig. 24). Los
experimentos fueron llevados a cabo sin calcio, usaron EGTA, un quelante de calcio.
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Fig. 24. La sensibilidad a temperatura de TRPV1 es estable cuando es estimulado por pulsos de temperatura
varias veces. Se observan los pulsos de temperatura de la primera estimulacion (control) y los de la segunda
(repeticion). Asi como las curvas I/l max vs. temperatura de la primera estimulacién (negro) y la segunda
(rojo). Ademas se muestra la comparacion de la corriente méxima (I max) y la entalpia de activacion de
ambas estimulaciones. Promedio de 10 experimentos en configuracion inside-out a -60 mV. Tomado de Liu &
Qin, 2016.

De esta forma, anteriormente ya se habia identificado un fendmeno de inactivacion,
desensebilizacion o taquifilaxis en TRPV1, principalmente en neuronas DRGs, pero
también en células de expresion heter6loga. No obstante, no se abord6 en detalle como un
fendbmeno propio de TRPV1, en esta tesis se caracteriza la inactivacion de TRPV1 por
temperatura al ser expresado heter6logamente en células HEK 293 y ser estimulado por un
microcalentador.

Caracterizar la inactivacion de TRPV1 por temperatura es importante porque da cuenta de
un fenémeno en el que el canal se inhibe, lo cual se relaciona con las cadenas de
sefializacion celular en las que el canal participa.
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También, puede dar idea sobre el mecanismo mediante el cual TRPV1 sensa la
temperatura, puesto que si la inactivacion disminuyera, podria relacionarse con la deteccion
de temperatura del mismo.

Ademas, la caracterizacion de este fendmeno también proporciona informacion sobre la
activacion de TRV1 por calor, tales como su umbral de activacion, su forma de
enfriamiento, la relacion entre la activacion por temperatura y voltaje, o temperatura y
capsaicina.

Objetivos
General

Caracterizar la inactivacion por temperatura del canal idnico TRPV1 expresado en células
HEK 293, mediante el uso de un microcalentador fabricado previamente en el laboratorio.

Particulares

e Establecer si la inactivacion por temperatura depende del tiempo en gue se estimula
al canal.

e Establecer la dependencia de la inactivacion de la temperatura con que se estimula
al canal.

e Probar la reversibilidad de la inactivacién al enfriar el bafio de registro.

e Probar la reversibilidad de la inactivacion al activar con capsaicina.

e Caracterizar el proceso de inactivacién con pH 9 intracelular.

e Caracterizar el proceso de inactivacion en presencia de ATP intracelular.
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Hipotesis

Si se estimula a TRPV1 con pulsos de temperatura consecutivos mediante el
microcalentador, entonces se caracterizara la inactivacion del canal en células HEK 293, un
proceso dependiente del uso y de la temperatura, ademas, estos resultados permitiran
entender el mecanismo molecular de su activacion por temperatura.
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Meétodos

l. Cultivo celular

Se empled como modelo experimental la expresion heterdloga de TRPV1 en células HEK
293 (Human Embrionic Kidney cells por sus siglas en inglés), una linea celular
inmortalizada caracterizada por presentar pocos canales ionicos enddgenos. Las células
provienen de un vial inicial y se resiembran o pasan a una caja nueva dos veces por semana
desde entonces.

El pase de células consiste en succionar el medio de cultivo DMEM, Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (Invitrogen), suplementado con 10% de suero fetal de bovino, penicilina-
estreptomicina 1%, con un pH de 7, de la caja donde esté el cultivo de células, y agregarles
1 ml de tripsina-EDTA, esto para que se despeguen del fondo de la caja, pues dichas células
se caracterizan por adherirse al sustrato. Una vez que se incuban de 3 a 5 min, se les agrega
1 ml de medio de cultivo, y se procede a despegarlas con una micropipeta al cargar y
descargar 1 ml de células, hasta que se observan pocos conglomerados celulares.
Posteriormente, se siembran alrededor de 200 pl de la suspension celular en una caja de
plastico nueva de 100 mm x 20 mm (Corning Industries) con 10 mL de medio. En el caso
de las cajas pequefias para registro electrofisiolégico de 35 mm x 10 mm, se colocan
alrededor de 10 vidrios esterilizados, los cuales son cortados al tamarfio de un cubreobjetos,
y se siembran de 50 a 100 pL de la suspension celular en 2 ml de medio segun el porcentaje
de confluencia de las células.

Las cajas son incubadas a 37°C con 5.2% de CO, (Forma Scientific Inc) hasta que se
emplean en el registro electrofisioldgico.

1. Transfeccion

Un dia después del pase de células se lleva a cabo una cotransfeccion de TRPV1 WT (de
rata) en el plasmido pcDNA3 y la proteina verde fluorescente (GFP) en el plasmido EGFP-
N1. Para ello se realiza una mezcla con 800 ng-1pg de TRPV1, 600-800 ng de eGFP y 100
pul de NaCl. En otro tubo Eppendorf, se emplea como agente de transfeccion JetPei
(PolyPlus), por lo que se agregan 4 pl del mismo mas 100 pl de NaCl; y finalmente, se
agrega la mezcla del tubo con JetPei al tubo con TRPV1. Dicha mezcla se deja incubar por
30 min, después de los cuales se agrega a la caja pequefia que contiene las células HEK 293
para registro electrofisioldgico, una vez que se ha cambiado el medio de ésta.

Aproximadamente, de 24 a 48 horas después se toma uno de los vidrios de la caja pequefia
transfectada, se monta sobre la cdmara de registro electrofisiologico, y mediante un
microscopio de epifluorescencia se observa si las células fluorescen, aquellas que emiten
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luz verde expresan GFP y muy probablemente también TRPV1, por lo que son las células
que se usan para la fijacion de voltaje en microareas de membrana.

1. Soluciones

Solucién o bafio de registro. Contiene 130 mM de NaCl, 10 mM de HEPES (amortiguador
de pH), 5 mM de EGTA y 5 mM de KCI, ajustada a un pH de 7.2 con NaOH.

Solucidn de registro con ATP. A la solucién de registro antes mencionada se le agreg6 10
mM de ATP y se ajusté el pH a 7.2.

Solucion de registro a pH 9. La solucidon de registro es ajustada a un pH de 9 con NaOH.

Capsaicina. La solucion con capsaicina se prepar6 a una concentracion de 4 UM en
solucidn de registro, a partir de una solucién stock de capsaicina 4 mM en etanol.
Reactivos obtenidos de Sigma Aldrich.

Segun la modalidad inside-out en patch clamp, la pipeta y el bafio de registro son
simétricos en cuanto a la solucion de registro, y en el caso de los experimentos con ATP o0 a
pH 9, so6lo se agregd la solucién de registro con ATP o a pH 9 en el bafio de registro, la
pipeta contenia el bafio de registro sin ATP y a pH 7.2.

IV.  Fijacion de voltaje en microareas de membrana (path clamp)

Con el fin de registrar la corriente que fluye a través de un canal i6nico al ser activado con
cierto estimulo, se emplea la técnica de fijacion de voltaje en microareas de membrana o
patch clamp.

Se emplearon pipetas de borosilicato que fueron jaladas mediante un estirador (P-97 Sutter
Instrument), con un filamento en forma de caja. Posteriormente, dichas pipetas fueron
pulidas con calor, y su resistencia final fue aproximadamente de 3-7 MQ.

Las pipetas fueron llenadas con solucion de registro, que es igual a la del bafio y se empled
un micromanipulador (Sutter Instrument) para controlar los movimientos de la pipeta.

Entonces, se usaron las configuraciones de cell-attached e inside-out para el registro
electrofisioldgico, con ésta ltima se tiene acceso al medio intracelular del canal (Fig. 25).
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Fig. 25. Configuraciones de patch clamp. A) Se observa la pipeta en contacto con la membrana de la célula,
forma un gigasello al aplicar succidn en la misma, el cual ain esta unido a la célula (cell-attached). B) Al
separar la pipeta de la célula, ésta se lleva un pedazo de membrana, la cual puede contener uno o varios
canales ionicos, se tiene asi acceso a su dominio citoplasmico (Inside-out). C) A partir de la configuracién
cell-attached, se puede aplicar succién nuevamente y al romper el pedazo de membrana que formaba el
gigasello, ahora se tiene acceso al citoplasma de la célula completa (whole-cell). D) En la configuracion
whole-cell, se puede levantar la pipeta y tomar un trozo de membrana cuyos extremos vuelven a unirse, y
entonces se tiene acceso al dominio extracelular (otside-out). Modificado de Veitinger, 2011.

V. Microcalentador

Se habia fabricado un microcalentador previamente en el laboratorio (Islas et al., 2015),
cuyo principio de funcionamiento es el calor producido al administrar una corriente
eléctrica por un cable conductor (calentamiento resistivo). EI que se usd en esta tesis
presenta algunas modificaciones. Consiste en un cable de cobre despojado del barniz que lo
cubre haciendo pasar por €l una corriente suministrada por una fuente de poder (Matrix
model: MPS-3010L-1). Este alambre es colocado dentro de un capilar de borosilicato (el
mismo que se usa para hacer pipetas de registro) y es jalado con el estirador (Sutter
Instrument) hasta que el cable queda adherido al vidrio. Después, es doblado en el centro
con calor aplicado mediante un soplete, de tal manera que se le da forma de horquilla (Fig.
26).
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3 mm

Fig. 26. Microcalentador en forma de horquilla

Posteriormente, se le agrega pegamento epoxico (Henkel) para que los dos brazos del
calentador queden unidos; se soldan los extremos de alambre a dos terminaciones en forma
de banana para que el calentador pueda ser conectado a una fuente de poder Agilent
E3631A, sin olvidar colocar los tubos térmicos que cubren los alambres expuestos del
calentador.

Para emplear el microcalentador en el registro electrofisiolégico fue montado sobre un
micromanipulador, de tal forma que se pudiera mover de manera precisa.

VI.  Calibracién de temperatura

La temperatura que alcanza el microcalentador varia en funcion del voltaje y corriente con
que se programa a la fuente de poder (Agilent E3631A), el voltaje que se empled fue
siempre de 5 Volts (V) y con base en éste se regularon distintas corrientes. Para conocer
dicha temperatura se efectuaron dos experimentos.

Primero, debido a que la resistencia de una pipeta abierta cambia segin el cambio de
temperatura (mientras la temperatura aumenta la resistencia disminuye), se tratdé de
encontrar una funcién que relacionara ambos parametros. Para ello, se coloc6 una cadmara
de registro unida a un peltier, el cual fue controlado por una fuente (PTC npi) que le
indicaba la temperatura que deberia alcanzar (en este caso 50°C). La temperatura fue
medida mediante un termistor (Warner Instruments), y la corriente por el electrodo de
registro cubierto con una pipeta abierta.

Entonces, con el amplificador (Axopatch 200B, Axon Instruments) en el programa
PatchMaster (HEKA Elektronik) el canal uno registré la corriente y el dos la temperatura,
se empled un protocolo con tres pulsos cuadrados de 10 mV separados por uno de 0 mV'y
se obtuvieron las dos curvas: corriente y temperatura. Mediante la ley de Ohm se obtuvo el
cambio en la resistencia a partir de la corriente y el voltaje (V=RI luego entonces R=V/I) y
se relaciond con el cambio en la temperatura. Ademas, se realizé un ajuste a un polinomio
de tres terminos con ambos ejes, y se obtuvo una ecuacion que relaciona la resistencia con
la temperatura (Fig. 27).
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Fig. 27. Relacion entre la temperatura y la resistencia de una pipeta abierta (linea roja), asi como el ajuste a un
polinomio de tres términos que da lugar a una ecuacion que relaciona ambos parametros (linea morada).

El segundo experimento consistio en colocar una pipeta abierta a cierta distancia del
microcalentador, administrarle cierta corriente al microcalentador programada en la fuente
de poder, entonces la corriente que detecta el electrodo en la pipeta abierta es registrada con
PatchMaster, convertida a resistencia por la ley de Ohm y finalmente a temperatura con la
ecuacion obtenida en el ajuste (Fig. 27). Es importante tomar en cuenta la temperatura del
bafio de registro al realizar el ajuste. Asi, se pueden programar diversas corrientes en la
fuente de poder y se calcula la temperatura a la que equivalen.

VII. Activacion por temperatura

Antes de iniciar el registro electrofisiologico se calibra la temperatura que alcanza el
microcalentador segun la corriente que se programa. Una vez que se tiene el parche en
configuracién inside-out, éste se coloca a una distancia aproximada de 27.58 um del
microcalentador (Fig. 28) y se procede a dar los pulsos de temperatura.
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Fig. 28. Imagen obtenida con la cAmara Micromanager 1.3 (Scion Corporation), muestra al microcalentador
(debajo) y la pipeta (arriba) separados a una distancia aproximada de 27.58 pum con el objetivo de 40X
(recuadro amarillo o ROI, realizado con el programa Image J).

Para aplicar los pulsos de temperatura se emple6 un microcontrolador Arduino Uno, el cual
controla la ejecucion de la fuente de poder que administra corriente al microcalentador.
Dicho microcontrolador tiene dos puntas, una que va a tierra y otra a la punta digital 7. A su
vez es controlado por el programa Spider (programado con Python 2.7), con el cual se
programé una rampa simétrica llamada tooth, en ésta la fuente de poder aplica 20 pulsos
consecutivos progresivos desde 0 Amperes (A) hasta la corriente deseada espaciados por
0.09 s, esto es: 0, 0.5, 1 y asi sucesivamente hasta la corriente que se requiera; la rampa
simétrica dura 2 s de subida y 2 s de bajada (desde la corriente requerida hasta 0 A, mismo
proceso).

Al mismo tiempo, el Arduino estd acoplado con PatchMaster. PatchMaster representa la
corriente registrada por el amplificador mediante un osciloscopio. En los pulsos de
temperatura se utilizé un protocolo tipo continous que consiste en un pulso continuo de 60
mV (en la calibracion es de 10 mV por la saturacién del amplificador) durante 11.3 s. Por el
canal 1 se registra la corriente y por el dos se controla el acoplamiento entre PatchMaster y
Arduino, de tal manera que en el segundo 2 del continous se enciende la fuente de poder, se
ejecuta la rampa simétrica, y se apaga en el segundo 6.

VIII. Perfusiéon de solucién fria

En el experimento de enfriar el bafio de registro se emple6 un sistema de perfusion
conectado a la camara de registro. Para enfriar la solucion, el frasco que la contenia fue
sumergido en hielo, al cual se le agregdé NaCl para bajar el punto de fusidn del agua, y se
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tratd de acelerar el suministro de la perfusion colocando presion a través de una jeringa de
60 ml; al mismo tiempo, se colocd una manguera de succion en la cAmara para evitar fugas.
La temperatura que alcanzé la solucién fue medida con el termistor.

IX.  Activacidn con capsaicina

Se empled un sistema de tubos montados en un motor de pasos, el tubo que perfundia la
solucion con capsaicina se coloco frente a la pipeta con el sello en configuracion inside-out,
se activo un protocolo en PatchMaster tipo continuos con dos pulso cuadrados, uno a +60
mV y otro a -60 mV para registrar la corriente basal, y posteriormente la pipeta se introdujo
en el tubo con capsaicina, se abrio la llave de paso de la perfusion y se registrd el cambio en
la corriente.

X. Analisis de datos

El analisis de los datos se realizé en los programas Igor Pro 6.37 y Microsoft Office Excel
2007.
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Resultados
l. Identificacion de la inactivacion por temperatura de TRPV1

Uno de los primeros protocolos que se emplearon para activar a TRPV1 por calor mediante
el microcalentador fue un secuencia de pulsos, es decir, se programaba una serie de pulsos
de intensidad progresiva en la corriente de la fuente de poder, desde la temperatura del bafio
de registro, 23°C (0 A) hasta 48°C (4 A), donde despues de cada pulso se regresaba a 23°C
(0 A). De esta forma, la respuesta del canal comenzaba con poca corriente en los primeros
pulsos, y dicha corriente aumentaba conforme la temperatura alcanzada en cada pulso
aumentaba (fig 26).

No obstante, en el tltimo pulso, donde se alcanzaba la temperatura méxima de los pulsos, la
corriente obtenida del canal disminuia con respecto al penultimo pulso (Fig. 29), este
comportamiento se observo en cinco experimentos.
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Fig. 29. Primera observacién de la inactivacion de TRPV1 por temperatura. Corriente obtenida a través
de los canales TRPV1 al aplicar un secuencia de pulsos progresivos en cuanto a la intensidad de la corriente
(desde 0 A hasta 4 A) y por ende temperatura (desde 23°C hasta 48°C), corresponde a un parche de célula
HEK 293 en configuracién inside-out que fue estimulado a +60 mV.

1. Caracterizacioén de la inactivacién por rampas simétricas

Lo anterior sugeria un fendmeno de inactivacidn posterior a la activacion de TRPV1 por
temperatura, asi que se empled un protocolo especifico para caracterizar dicha inactivacion.
A partir de una rampa simétrica de 2 s de subida y 2 s de bajada, se mide la corriente i6nica
del canal en cada punto de tiempo segun la temperatura aplicada (Fig. 30), y se estimula de
manera repetitiva a TRPV1 (dependencia del uso) mediante una serie de rampas simétricas
consecutivas.
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Cada 30 s se aplica una rampa idéntica a la primera, y se observa una disminucion
considerable de la corriente conforme se aplican las rampas (Fig. 30b). Esto se observé en
15 experimentos con diferentes células. Es importante mencionar que la inactivacion parece
ser distinta en cada parche, segun el porcentaje de corriente que se obtiene con respecto a la
primer rampa, que corresponderia a la corriente maxima.
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Fig. 30. Inactivacién por temperatura de TRPV1 al aplicar rampas simétricas cada 30 s. A) Calibracion
tipica de una rampa simétrica con 2 s de subida y 2 s de bajada en una pipeta abierta, se aplico una corriente
(I) de 4 A'y la temperatura maxima es de 49.5°C, el pulso continuo es de 10 mV. B) Respuesta en corriente de
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TRPV1 a las rampas de temperatura; la misma rampa con la que se calibré se aplica varias veces y cada una
de ellas se aplica con 30 s de diferencia. Parche de célula HEK 293 en configuracién inside-out a 60 mV.

Como parte del analisis de las rampas simétricas, se realizaron curvas corriente vs.
temperatura, con este tipo de curvas se observa la temperatura a la que se empieza a activar
TRPV1, su pendiente de activacion, la forma de enfriamiento, entre otras caracteristicas
(Fig. 31a). A traves de éstas, se puede notar que desde la primer rampa de temperatura se
observa ya cierta inactivacion, pues antes de que la rampa alcance la temperatura maxima,
la corriente comienza a disminuir (Fig. 31a).

Cuando se traslapan las corrientes generadas durante las rampas de subida y bajada de
temperatura, se observa que la curva de bajada (durante el enfriamiento) es distinta a la
curva de la rampa de subida (Fig. 31b).
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Fig. 31. Las curvas corriente vs. temperatura muestran caracteristicas importantes de la inactivacion
de TRPV1 por temperatura. A) Curvas corriente vs. temperatura que muestran la corriente idnica en
funcion de la temperatura aplicada en la rampa de subida. La rampa simétrica completa es cortada hacia la
temperatura maxima de la calibracién para obtener las rampas de subida y bajada. B) Curvas corriente vs.
temperatura en las que se muestran la subida y bajada de la rampa simétrica, asi como la rampa simétrica sin
ser cortada (completa). Estas rampas fueron obtenidas a partir del analisis de las corrientes obtenidas en el
parche de la figura 30.

Muy interesantemente, la pendiente de las curvas se modifica entre el primer pulso y los
pulsos subsecuentes de las rampas de subida, lo cual se relaciona con las distintas
temperaturas a las que el canal comienza a activarse en dichas rampas. Por ello, se realiz6
un calculo de la entalpia y entropia asociadas a la activacion de TRPV1 por temperatura.

A través de un modelo alostérico, se emplearon 7 pardmetros para ajustar la ecuacién
obtenida en el modelo a la curva corriente vs. temperatura. Los parametros incluyen: dos
factores de escala que ajustan las corrientes méaxima y minima del parche con la
probabilidad de apertura del canal, la constante L o constante de equilibrio intrinseca del
gating del canal cuando es activado sin ningun estimulo (cuyo valor es fijado en 0.001), el
parametro C del acoplamiento entre la constante de equilibrio del sensado de la temperatura
y la del gating del canal, que es fijado en 834.4 (sélo en la primer rampa, después se deja
libre) segin un célculo anterior (Jara-Oseguera e Islas, 2013); la constante de equilibrio J
de la activacion del canal cuando es estimulado por temperatura, cuyo valor depende de la
entalpia y entropia; la entalpia asociada al proceso a calcular, la entropia a calcular, y dos
parametros mas que se refieren al estado inactivado del canal, pero como en este modelo no
se toma en cuenta la inactivacion, esos parametros valen cero (Fig. 32).
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Este modelo es el modelo alostérico méas simple, puesto que no toma en cuenta la
activacion del sensor de voltaje del canal, es un modelo bidimensional de 4 estados (de los
8 estados que lo constituyen segun la proposicion de Latorre et al., 2007) (Fig. 32).
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Fig. 32. Esquema del modelo alostérico de 4 estados empleado en el ajuste para calcular la entalpia
y entropia de las rampas de subida.

Y se obtiene que ambos parametros, entalpia y entropia disminuyen en las rampas
subsecuentes con respecto a la primer rampa (Fig. 33a), lo cual se observé en practicamente
todos los experimentos en los que se realizd el ajuste (Fig. 33b). Ademéas de que ambos

parametros se compensan, pues forman una linea recta, dando lugar asi a una energia libre
de Gibbs pequefia (Ecuacion 2).

A
3.0 —— Rampa 1
—— Rampa 2
—— Rampa 3
—— Rampa 4 5 |
2.5 P DH=76.97
DS=0.241
2.0 4
<
&
@
g 15+
S DH=50.39
o DS=0.159
1.0
DH=40.16
0.5 — DS=0.126
= “ DH=31.95
DS=0.101
| [ I I I [

25 30 35 40 45 50
Temperatura (°C)

50



120 4 n=15
100 — =
) 0"
g 80 ¢
§ -
[a)
< 60
5 _ 5 N8
i '\‘!:73
g 4 i
UJ )_Pv
401 : D Rampa 1
o
* O Rampa 2
@
20 —
®
| I I I I I I
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35

Entropia, DS (kcal/mol*K)

Fig. 33. La entalpia y entropia de las rampas subsecuentes con respecto a la primer rampa disminuyen
en la inactivacion de TRPV1 por temperatura. A) Parche representativo del ajuste del modelo alostérico
(lineas) a las rampas de subida corriente vs. temperatura. B) Gréfica entalpia vs. entropia de 15 parches en los
que se muestran los puntos de la primer rampa y la segunda, con la media y el error de todos los
experimentos.

I11.  Dependencia de la inactivacion en el tiempo entre los estimulos

Entonces, una vez que se observé dicha inactivacion en varios parches, se prob6 la
dependencia de la misma en el tiempo entre los estimulos.

Dado que aumentar el intervalo de tiempo entre la aplicacion de los estimulos es una forma
tipica mediante la cual se recupera la corriente cuando existe inactivacion (Hille, 1992), se
aplicaba una primera rampa, luego se esperaba 3 minutos para dar una segunda rampa, y asi
sucesivamente hasta que el parche se rompiera (Fig. 34b).

Sin embargo, no se observo ningin cambio con respecto a la respuesta de TRPV1 cuando
fue estimulado con rampas espaciadas a 30 s y 4 A de corriente (50°C) (Fig. 34a). Lo
mismo se observé al aumentar ain mas el intervalo de tiempo entre las rampas de
temperatura a 5 minutos (Fig. 34c). De esta manera, se puede decir que la inactivacion de
TRPV1 por temperatura no depende del tiempo entre los estimulos (Fig. 34).
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Fig. 34. La inactivacion de TRPV1 por temperatura no depende del intervalo de tiempo entre los
estimulos. A) Rampas de subida representativas espaciadas a 30 s. B) Rampas de subida representativas
espaciadas a 3 min. C) Rampas representativas espaciadas a 5 min. D) Curva I/l max vs. tiempo, I/l max es un
cociente de la corriente maxima obtenida en cada rampa, entre la corriente maxima obtenida en la primera
rampa; cada punto representa un promedio de las I/l max de las rampas obtenidas en cierta posicion (2, 3,
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4...) de la serie de experimentos, con su respectiva barra de error. A la corriente maxima se le resta el leak del
parche o corriente de fuga.

IV. Dependencia de la inactivacion en el pulso de temperatura

Por consiguiente, se probo la dependencia de la inactivacion del pulso de temperatura a la
que se estimulaba a TRPV1. Para ello, se disminuy0 la corriente del pulso de temperatura
suministrado a 3 A, por lo que la temperatura alcanzada fue menor, entre 41 y 43°C. Al
aplicar rampas espaciadas por 3 minutos (dado que el tiempo no es un factor), se observo
que la corriente no disminuye como en las rampas a 4 A de corriente, a mas de 50°C (Fig.
35a), ya que la corriente apenas disminuye entre las rampas, e incluso puede aumentar, la
pendiente de las curvas corriente vs. temperatura aparentemente no cambia, se requieren
mas pulsos para generar cierta inactivacién, y por lo tanto las rampas se traslapan (Fig.
35bh).

Si se comparan las curvas I/l max vs. tiempo de los pulsos espaciados a 30 s, 3 min, 5 min
y con 3 A de corriente, se observa que las curvas de intervalo de tiempo no presentan gran
cambio en la inactivacion del canal, en cambio la curva con 3 A espaciada a 3 min presenta
menos inactivacion (Fig. 35c¢).
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Fig. 35. La inactivacién de TRPV1 por temperatura depende de la temperatura de estimulacién. A)
Rampas representativas espaciadas a 30 s con 4 A de corriente. B) Rampas representativas espaciadas a 3 min
con 3 A de corriente. C) Curvas I/Imax. vs tiempo de los distintos intervalos de tiempo y una corriente
distinta.

V. Irreversibilidad de la inactivacion por enfriamiento del bafio de registro

Después de caracterizar la inactivacion de TRPV1 por temperatura, se probo si es un
fendmeno reversible, es decir, si la corriente se puede recuperar. Para ello se enfri6 el bafio
de registro, pues éste es calentado por el microcalentador. ElI experimento consistio en
aplicar una primera rampa simétrica a 4 A, desde la cual ya se observa cierta inactivacion,
luego aplicar una segunda rampa y comprobar la corriente que conserva TRPV1.

A través de un sistema de perfusion, se intercambié el bafio de registro a temperatura
ambiente (aproximadamente 22°C) por solucion de registro fria, aproximadamente a 10°C,
por un periodo de 1 min, tratando de mantener la temperatura fria en ese intervalo, la
medicion de la temperatura fue monitoreada por un termistor colocado en el bafio de
registro. Finalmente, se aplicaba una ultima rampa a temperatura ambiente nuevamente, y
se obtuvo que la corriente no se recupera con respecto al control (Fig. 36b, 37a). El control
consistio en realizar el mismo experimento, pero sin perfundir solucion fria (Fig. 36a, 37a).

Incluso se intentd aumentar el tiempo de enfriamiento a 2 minutos, sin embargo tampoco se
hall diferencia con respecto al control (Fig. 36¢, 37b).
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Fig. 36. El enfriamiento del bafio de registro no revierte la inactivacion de TRPV1 por temperatura.
Gréficas representativas. A) Control. Se muestran las rampas de corriente, asi como las curvas corriente vs.
temperatura de subida de las mismas, sin perfundir solucion fria, manteniendo a temperatura ambiente el bafio
de registro. B) Se observan las rampas de corriente y las curvas corriente vs. temperatura de subida, con
perfusion de solucién fria por 1 minuto. C) Se muestran las rampas de corriente y las curvas corriente vs.
temperatura de subida, con perfusién de solucién fria por 2 minutos. Todos los experimentos fueron llevados
a cabo con pulsos de 4 A de corriente.
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Fig. 37. El enfriamiento del bafio de registro no revierte la inactivacion de TRPV1 por temperatura.
Promedio de los experimentos realizados. A) Promedio de los experimentos control y al enfriar durante un
minuto. E) Promedio de los experimentos control y al enfriar durante 2 minutos.

Es importante mencionar que a pesar de que el pulso de 4A de corriente es el mismo en esta
serie de experimentos, la temperatura varia entre los mismos, lo cual se debe a que la
calibracién cambia con respecto a dias distintos, pues la temperatura ambiente se modifica
y ello afecta el calentamiento del bafio de registro por el microcalentador. Sin embargo, la
temperatura se mantiene por arriba de 50°C. En cuanto a las modificaciones en la
temperatura de enfriamiento entre la serie de experimentos, resultdé complicado mantener
una temperatura constante entre los mismos, puesto que la perfusién de solucion fria no es
tan rapido y se calienta en el proceso.

Continuando, si se considera que la inactivacion decrece cuando se disminuye el pulso de
temperatura, se tratd de acortar el pulso de temperatura de 4 A (Fig. 36) a 3.5 A (Fig. 38b)
y combinar dicha disminucion con perfundir solucion fria por 2 minutos; se esperaria que
se recuperara la corriente; no obstante, aunque se requieren mas pulsos de temperatura para
inactivar (como en el pulso de 3 A en la Fig. 35b), después de enfriar, la corriente no se
recupera, sino que sigue disminuyendo (Fig. 38b, 38c), igual que en el control (Fig. 38a,
38c), donde no hay perfusion de solucion fria.
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Fig. 38. La disminucion del pulso de temperatura y el enfriamiento del bafio de registro no remueven la
inactivacion de TRPV1 por temperatura. A) Control. Pulso de temperatura a 3.5 A, sin perfusion de
solucién fria, manteniendo la temperatura ambiente del bafio de registro. B) Pulso de temperatura a 3.5 Ay
enfriamiento del bafio de registro por 2 minutos. C) Promedio de los experimentos control y enfriamiento por
2 minutos a 3.5 A.

VI.  Irreversibilidad de la inactivacion al estimular con capsaicina

TRPV1 funciona como el receptor de capsaicina, un agonista que se une de forma
especifica al canal, por lo que se planted la idea de que si el canal entra a un estado
inactivado por temperatura, tal vez podria activarse nuevamente al estimular con
capsaicina.

En ese sentido, primero se activa al canal con capsaicina (4 1M, concentracion saturante),
un pulso que nos habla de la expresion y el leak o corriente de fuga del parche; luego se
activa por temperatura, hasta que el canal haya quedado inactivado, y nuevamente se activa
con capsaicina para conocer la respuesta del canal. Sin embargo, después de que la
corriente se pierde por temperatura, el canal no se activa con capsaicina, pues solo se
obtiene una corriente muy pequefia parecida a la corriente de fuga del parche (Fig. 39) (la
figura 39 es un experimento representativo, se realizaron 4 de ellos con resultados muy
parecidos).
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Fig. 39. La estimulacion con capsaicina no logra activar a TRPV1 después de inactivar por
temperatura. A) Se muestran las rampas de corriente al activar por temperatura, con sus respectivas curvas
corriente vs. temperatura. B) Se muestran el primer pulso de capsaicina, y el segundo pulso después de activar
por temperatura. Los pulsos de temperatura fueron dados a 4 A y la estimulacion por capsaicina fue con un
protocolo continuo, pulso a 60 mV y -60 mV.

Es interesante mencionar un experimento en el que mediante un pulso menor de
temperatura, a 3.5 A (46°C), donde la inactivacion es mas lenta puesto que requiere mas
pulsos de temperatura para reducir la corriente, el Gltimo pulso de temperatura reporta
cierta corriente, y luego cuando se vuelve a activar por capsaicina, esa corriente se
mantiene (Fig. 40). Es como si se inactivara s6lo una parte de la poblacion de canales en el
parche, y los que no se han inactivado pueden volver a activarse por capsaicina.
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Fig. 40. Al inactivar con un pulso menor de temperatura la estimulacién posterior con capsaicina
retiene la corriente no inactivada. A) Se muestran los pulsos de temperatura con sus respectivas curvas
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corriente vs. temperatura. B) Se muestran los pulsos de capsaicina. El pulso de temperatura fue a 3.5 Ay el
protocolo continuo de capsaicinaa +60 mV y -60 mV.

VIl. Estabilizacion del dominio de anquirinas

Habiendo caracterizado la inactivacion de TRPV1 por temperatura, y ademas probado su
irreversibilidad por los métodos antes mencionados, se sugirié un posible mecanismo de
inactivacion, el cual proviene directamente de la idea del dominio N terminal como sensor
de temperatura. Se diria que el canal pasa al estado inactivado después de ser estimulado
por pulsos consecutivos de temperatura, porque el N terminal, encargado de sensar la
temperatura, se desnaturaliza, es decir, pierde su estructura tridimensional o terciaria y por
tanto su funcion.

En ese sentido, el dominio de anquirinas, gran parte del N terminal, se estabiliza o0 su T,
(Temperatura de fusion por su denominacién en inglés) aumenta, esto es, la temperatura
media del rango de temperatura en que el dominio se desnaturaliza (Nelson & Cox, 2013)
aumenta cuando el pH intracelular aumenta o en presencia de ATP (datos no publicados).
De esta forma, se pensaria que la inactivacién se reduciria o incluso se anularia con un pH
alto intracelular o en presencia de ATP, por lo que se realizaron experimentos ajustando el
pH del bafio de registro a 9 (Fig. 41b, 41c); no obstante, las rampas de temperatura son muy
similares a las rampas con pH de 7.2 (Fig. 41a, 41c).
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Fig. 41. Un pH de 9 en el bafio de registro no revierte la inactivacion de TRPV1 por temperatura. A)
Rampas de corriente activada por temperatura y sus respectivas curvas corriente vs. temperatura a pH 7.2. B)
Rampas de corriente activada por temperatura y sus respectivas curvas corriente vs. temperatura a pH 9. C)
Promedio de los experimentos realizados apH 9y 7.2.

En el caso de los experimentos al agregar ATP al bafio de registro (por ende cara
intracelular del canal en la modalidad inside-out), tampoco muestran diferencias con
respecto a experimentos llevados a cabo sin ATP (Fig. 42). Dichos experimentos se
realizaron a dos temperaturas diferentes segun las corrientes 3.8 A (Fig. 342a) y 4.2 A (Fig.
42b), donde la inactivacion fue mas ligera en el pulso de 3.8 A como ya se ha visto (Fig.
37a), pero muy parecida al control, sin ATP.
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Fig. 42. La presencia de ATP intracelular no modifica la inactivacion de TRPV1 por temperatura. A)
Promedio de I/Imax vs tiempo de los experimentos sin ATP (control) y con ATP a 3.8 A. B) Promedio de I/1

max vs tiempo de los experimentos sin ATP (control) y con ATP a 4.2 A.
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Discusioén

Anteriormente, se habia reportado en neuronas del Ganglio de la Raiz Dorsal (DRG) de
diametro pequefio, donde normalmente se expresa TRPV1 y cuyo umbral de activacion es
de aproximadamente 42°C, cierta inactivacion o taquifilaxis en la corriente activada por
temperatura (Vyklicky et al., 1999; Schwarz et al., 2000). También, se habia detectado en
sistemas de expresion heteréloga cierta disminucién en la corriente de TRPV1 cuando era
activado con estimulaciones repetidas de temperatura (Tominaga et al., 1997; Caterina et
al., 1999), asi como en un ortélogo de TRPV1 en aves (Jordt & Julius, 2002), pero dicho
fendmeno no se habia caracterizado de forma particular.

Aqui, mediante la expresion heter6loga de TRPV1 en células HEK 293, su estimulacion
con temperatura a través de un microcalentador fabricado en el laboratorio, y el registro de
corrientes del canal con patch clamp en configuracion inside-out a +60 mV, se observo
inactivacion de TRPV1 al ser estimulado con rampas de temperatura repetidamente.

La disminucion en la corriente de TRPV1 al ser estimulado con rampas de temperatura
consecutivas se denomind inactivacion, puesto que los experimentos fueron llevados a cabo
sin calcio y se empled EGTA en el bafio y la pipeta de registro, por lo que se descarta
desensibilizacion mediada por calcio como en la estimulacién del canal por capsaicina
(Zheng, 2013; Gordon, 2015), al igual que en los estudios anteriores en que se observé este
fendmeno, pues fueron realizados en ausencia de calcio o con el uso de algin quelante de
calcio (EGTA, BAPTA).

Ademas, dado que los experimentos se realizaron mediante patch clamp en configuracion
inside-out, se diria que el fenémeno es propio de la membrana e intrinseco del canal, pues
no depende de componentes intracelulares, como la calmodulina (un inhibidor del canal)
que tiene un sitio de unién a TRPV1 (Zheng, 2013). Y puesto que no hay calcio, la
calmodulina que necesita Ca?*, tampoco actuarfa.

Entonces, al caracterizar la inactivacion de TRPV1 por temperatura, se observa que una
primer rampa de méas de 50°C (4 A de corriente en el microcalentador) puede ya inactivar
la corriente de TRPV1, pues antes de que se alcance la temperatura maxima la corriente
comienza a descender (Fig. 31a). Si se considera que la inactivacion puede deberse a un
pulso de estimulacidn sostenido por cierto tiempo, o0 bien a varias estimulaciones repetidas
(normalmente llamado taquifilaxis), el hecho de que la rampa de temperatura dure 2 s de
subida y 2 s de bajada, puede ser comparable con la inactivacién observada en neuronas
DRGs pequenas al ser estimuladas con un pulso de temperatura que dura 4 s (Schwarz et
al., 2000) (Fig. 21).

Luego, las demas rampas de temperatura aplicadas cada 30 s dan cuenta de que en el
segundo pulso se conserva menos del 50% de la corriente inicial de TRPV1, y en la Gltima
rampa se observa sélo la corriente de fuga del parche (Fig. 30b). No obstante, es importante
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mencionar que la inactivacion observada varia entre los diferentes parches registrados, lo
cual podria deberse a que el parche se forma en regiones distintas de la pipeta, entonces la
distancia a la que se coloca el microcalentador se modifica, y esta es importante en cuanto a
la temperatura que percibe el parche.

Ahora bien, en las graficas corriente vs. temperatura se puede notar un cambio en la
temperatura a la que se empieza a activar TRPV1, al comparar la curva del primer pulso y
la del segundo (Fig. 31a) el umbral de activacién baja, como ya habia sido reportado
anteriormente (Caterina et al., 1999; Vyklicky et al., 1999; Liu & Qin, 2015).

En ese sentido, la pendiente de la curva se modifica, y al realizar un célculo de la entalpia y
entropia de la activacion del canal en el primer y segundo pulso, ambas disminuyen (Fig.
33a ), por lo que se dice que la sensibilidad a la temperatura de la poblacion de canales
disminuye, ya que los cambios altos de entalpia y entropia se asocian con la gran
sensibilidad a temperatura de los canales TRP (canales i6nicos con Q1o bajo tienen cambios
pequefios de entalpia y entropia) (Yao et al., 2011). Y dado que ambos parametros forman
una linea recta, se compensan mutuamente, dando lugar a una energia libre de Gibbs
pequefia, lo cual hace al proceso de activacion de TRPV1 por temperatura un proceso
espontaneo a temperaturas altas.

En este aspecto, se debe tomar en cuenta que para el célculo de la entalpia y entropia se
retoma el modelo alostérico de 4 estados, es decir, se retoma el acoplamiento entre algun
modulo que sensa la temperatura y la apertura del poro, ademéas de que se asume que el
canal no presenta sélo dos estados, sino que tiene varios estados abiertos y varios estados
cerrados.

Continuando, los resultados indican que la inactivacién de TRPV1 por temperatura no
depende del tiempo entre los estimulos (Fig. 34), pues al espaciar los pulsos de temperatura
hasta 5 minutos, el canal se sigue inactivando de forma muy parecida a la inactivacion con
pulsos cada 30 segundos (Fig. 34a).

No obstante, la inactivacion si depende de la temperatura con que se estimula al canal, pues
la inactivacion a 41-43°C es considerablemente menor, la corriente disminuye poco entre
los pulsos, y se requieren mas pulsos de temperatura para lograr inactivar al canal (Fig. 35).
Esto daria cuenta de las posibles variaciones en la inactivacion de cada parche, y la
discrepancia en los resultados obtenidos anteriormente en otros estudios, donde se ha
estimulado de forma repetida al canal por calor y se ha concluido que no se presenta
desensibilizacion (Cesare & McNaughton, 1996; Nagy & Rang, 1999; Liu & Qin, 2015).

En el caso del estudio de Nagy y Rang en 1999, ellos registraron canal unitario en
neuronas DRGs de diametro pequefio, y al aplicar calor de forma repetida no observan
desensibilizacion, solo una disminucion en la respuesta; resultaria pertinente tratar de

68



registrar canal unitario con las condiciones aqui presentadas para observar el efecto en
TRPV1.

Con respecto al estudio reciente (2015) de Liu & Qin, aln existe controversia sobre el
acoplamiento entre el sensado de temperatura y el de voltaje, pues si se considera que al
aumentar la temperatura TRPV1 se activa a potenciales cada vez menos despolarizantes
(Latorre et al., 2007), o bien, que un canal menos sensible a voltaje es més sensible a la
temperatura (Chowdhury et al., 2014), dado que Liu & Qin realizan sus experimentos a -
60mV, y en esta tesis se realizaron a +60mV, la dependencia del voltaje en la estimulacion
por temperatura podria ser un factor que da cuenta de las diferencias entre ambos trabajos.
Por afiadidura, la estimulacién por temperatura de TRPV1 que realizan Liu & Qin es
considerablemente mas rapida, en el orden de milisegundos.

Posteriormente, una vez que se caracteriz6 la inactivacion de TRPV1 por temperatura, un
fendmeno dependiente del uso y de la temperatura, se probo si es reversible. Sin embargo,
al enfriar el bafio de registro, el cual es calentado por el microcalentador, no se observa
recuperacion de la corriente (Fig. 36 y 37). Y un resultado concluyente se presenta en la
figura 38b, donde incluso a un pulso de temperatura (54°C) en el que la inactivacion
requiere mas pulsos para surtir efecto, despues de enfriar, la corriente continla
disminuyendo, de tal forma que no hay recuperacién de la misma.

Lo mismo se observa al estimular primero con capsaicina y luego inactivar con
temperatura, cuando se vuelve a estimular con capsaicina sélo se observa la corriente de
fuga del parche, el canal no vuelve a activarse (Fig. 39), se trata de un tipo de
desensibilizacion cruzada como en Tominaga et al., 1997 (Fig. 18).

De esa forma, al describir la inactivacion y ademas plantear que es irreversible (al menos
por los métodos presentados), se sugiri6 un posible mecanismo de inactivacion
considerando que el dominio N terminal es determinante en la sensibilidad a temperatura de
TRPV1. La idea es que una vez que se estimula a TRPV1 con pulsos repetidos de
temperatura, el canal entra a un estado inactivado porque el dominio de anquirinas
encargado de sensar la temperatura se desnaturaliza, y si es asi, el ATP y el pH baésico
intracelular estabilizan el dominio de anquirinas, pues aumentan su T, (datos del
laboratorio de trabajo ain no publicados), por lo que la inactivacion deberia ser mas ligera.

Con respecto al ATP, es un compuesto que se ha considerado un modulador positivo de
TRPV1, el cual se libera en presencia de dafio tisular o inflamacion (Calixto et al., 2005).
En 2007, Lishko et al. reportaron un sitio de union del ATP en el dominio de anquirinas,
pues existe una discusion en cuanto a si actta directamente en el canal o a través del
metabolismo celular. Ademas, en sus registros electrofisiologicos muestran que la presencia
de ATP intracelular inhibe la taquifilaxis por estimulaciones repetidas de capsaicina. Se
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esperaria que debido a ello, tuviera algin efecto en la inactivacion de TRPV1 por
temperatura.

Sin embargo, los resultados indican que aun en presencia de pH 9 intracelular, la
inactivacion es muy similar a la inactivacion en el pH de registro (7.2) (Fig. 41). Y en
presencia de ATP intracelular, la inactivacion no cambia con respecto al control (Fig. 42).

La idea de lograr revertir la inactivacion de TRPV1 por temperatura, es importante porque
podria dar cuenta del mecanismo mediante el cual el canal sensa la temperatura, puesto que
si la estimulacion con pulsos de temperatura repetidos no tiene efecto, entonces podria
relacionarse con que el canal ya no detecta la temperatura.

En ese sentido, ciertas mutaciones en el canal, ya sea en el dominio de poro, la region N
terminal o C terminal, regiones que se han considerado dominios sensores de temperatura
de TRPV1 (Fig. 14) podrian revertir la inactivacion del canal y relacionarse con la
deteccion de temperatura del mismo.
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Conclusiones

Se ha caracterizado la inactivacion de TRPV1 por temperatura en células HEK 293, un
fendmeno dependiente del uso y la temperatura, considerado ademas irreversible, pues no
hay recuperacion de la corriente al enfriar el bafio de registro o activar con capsaicina. Sin
embargo, ain no se ha dilucidado un mecanismo de inactivacion, el cual puede dar idea de
la deteccion de temperatura del canal.
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