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Abreviaturas: 
 

- DNA: Ácido desoxirribonucleico. 

- mRNA: Ácido ribonucleico Mensajero 

- BiP: Proteína de unión a inmunoglobulinas 

(Binding immunoglubulin protein). 

- BD1063: 1-[2-etil]-4-metilpiperazina. 

- BSA: Albumina de suero bovino. 

- RT-PCR: Reverse transcription polymerase 

chain reaction 

- DRG: Ganglios de la raíz Dorsal (Dorsal 

Root Ganglion). 

- GAPDH: Gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa. 

- CaM: calmodulina. 

- GFP: Green fluorescent protein. 

- DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

- PP2B: Serina-treonina proteína fosfatasa 

2B. 

-PGA: Perlas de agarosa con la proteína G 

acoplada 

- LPA: Ácido lisofosfatídico 

- HEK293: Línea celular de riñón de embrión 

humano (Human Embrionic Kidney). 

- IgG: Inmunoglobulinas. 

- IP: Inmunoprecipitado. 

- NMDA: Receptor de N-metil-D-aspartato 

- PBS: Amortiguador de fosfatos. 

 
- AKAP: Proteínas de anclaje a cinasas A. 

- InsP3R: Receptor de inositol 1,4,5-trifosfato 

- GABARAP: Proteína asociada al receptor 

GABA. 

- CaMKII: Ca+2/calmodulina cinasa II 

- PBS-T: Amortiguador de Fosfatos 

adicionado con Tween 20. 

- PKA: Proteína cinasa A. 

- PKC: Proteína cinasa C. 

- PT: Proteínas totales solubilizadas. 

- PVDF: Polivinilideno fluorido. 

- Sig-1R: Receptor sigma 1. 

- Sig-1R-GFP: Fusión del Receptor Sigma 1 

con GFP. 

- TRP: Receptor de potencial transitorio 

(Transcient Receptor Potential). 

- TRPV1: Receptor de potencial transitorio 

vaniloide subtipo 1. 

- TRPA1: Receptor de potencial transitorio de 

anquirina 1. 

- Vh: vehículos. 

- P4: Progesterona. 

- PFA: Paraformaldehído al 4%. 

- TG: Ganglío Trigeminal. 

-CRAC: Cholesterol recognition amino acid 

Consensus sequence 
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Resumen 

El canal iónico TRPV1 es una proteína expresada principalmente en neuronas 

sensoriales que muestra una estrecha relación con procesos como la inflamación y 

el dolor, por lo que este canal representa una diana molecular para el tratamiento 

de diversos padecimientos. La mayoría de los estudios sobre TRPV1 se enfocan en 

investigar distintos ligandos tanto agonistas como antagonistas, que regulen al canal 

con el fin de encontrar un tratamiento que module el dolor mediado por este canal. 

Aunque la interacción de TRPV1 con proteínas que regulan su función se ha 

explorado pobremente, por ejemplo, con proteínas de andamiaje como AKAP79 o 

del citoesqueleto como Whirlina, la modulación de TRPV1 por medio de proteínas 

con función de chaperonas no se ha dilucidado. En este proyecto se demostró que 

TRPV1 interactúa físicamente con el receptor Sigma 1 (Sig-1R), una chaperona 

cuya función puede ser regulada por diversos ligandos como la progesterona, que 

actúa como antagonista de Sig-1R y como un neuroesteroide asociado a la 

modulación del dolor. En este trabajo demostramos que la disminución en la 

expresión de Sig-1R, mediante el uso de antagonistas y utilizando un siRNA 

específico para Sig-1R, afecta concomitantemente los niveles proteícos de 

TRPV1, aunado a esto el antagonismo de Sig-1R por la progesterona, también 

produjo como resultado la regulación negativa de los niveles proteícos de TRPV1, 

de manera independiente de los receptores a progesterona nucleares y de 

membrana. A nivel fisiológico, demostramos que ratones hembra en gestación, 

etapa en la cual los niveles de progesterona son elevados, muestran un aumento 

en el umbral del dolor asociado a la activación del canal TRPV1. Nuestras 

evidencias experimentales también muestran que TRPV1 y Sig-1R colocalizan de 

manera predominante en el retículo endoplasmático y que interactúan de manera 

directa, mediante los dominios transmembranales de TRPV1. Además, 

demostramos que la interacción entre TRPV1 y Sig-1R es susceptible a ser 

interrumpida por la presencia de antagonistas de Sig-1R. Finalmente, 

demostramos que Sig-1R podría estar regulando similarmente a otro canal TRP, el 

canal TRPA1, ya que también se observó colocalización de este canal y Sig-1R. 

Con este trabajo se enfatiza como Sig-1R es relevante para regular el dolor 

mediado por canales de la familia TRP, en específico el canal TRPV1. 
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1. Introducción 

1.1 Nocicepción 

La percepción y evasión de estímulos dañinos es fundamental para el 

mantenimiento de la homeostasis celular y, en consecuencia, la supervivencia. En 

los vertebrados, las neuronas sensoriales (los llamados nociceptores) detectan 

estímulos químicos, mecánicos y térmicos nocivos, transmitiendo esta información 

a través de las fibras nerviosas C y Aδ, en estas neuronas sus somas se encuentran 

dentro de los ganglios de la raíz dorsal (DRG) (Dermot J et al., 2001). La 

información posteriormente llega al asta dorsal y continúan transmitiendo el 

mensaje a través de las neuronas de segundo orden las cuales se dirigen a la vía 

espino-talámica y finalmente hasta el cerebro donde se genera la experiencia 

sensorial del dolor (Rouwette T, et al 2015). Los nociceptores son las primeras 

células de una serie de neuronas que conducen a la sensación de dolor. Las 

funciones esenciales de los nociceptores es transducir estímulos nocivos a 

despolarizaciones que desencadenan potenciales de acción, y conducir desde el 

sitio sensorial periférico a la sinapsis en el sistema nervioso central, para que los 

potenciales de acción regulen la liberación de neurotransmisores en la terminal 

presináptica. Para que esto se lleve a cabo es necesaria la participación de 

canales iónicos (Daniel T, 2017). Por lo tanto, la nocicepción es un proceso 

fisiológico y el dolor se refiere a la repuesta emocional, la cual puede ser subjetiva. 

Por lo tanto, es gracias a las proteínas transmembranales llamadas canales iónicos, 

que el organismo posee esa capacidad de reaccionar a uno o varios estímulos de 

forma muy específica según el tipo de canales iónicos que expresen (Purves, 

2001). 
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1.2 Canales iónicos 

Las células poseen un gradiente electroquímico el cual difiere en ambos lados de la 

membrana, siendo negativo del lado intracelular y positivo del lado extracelular, 

permitiendo que se genere el potencial de membrana por la mayor concentración 

de iones positivos en uno de los lados. Este voltaje se mantiene por la difusión 

pasiva de iones a través de proteínas que se encuentran embebidas en la 

membrana plasmática llamadas canales iónicos, que pueden ser regulados por 

ligandos, voltaje, temperatura o estrés mecánico (Wilson, et al., 2007). 

Los canales iónicos son complejos multiproteicos que forman poros y facilitan el 

flujo de iones a través de las membranas celulares de acuerdo a determinados 

estímulos (Hille, B, 2001). Gracias a estos canales hay una comunicación entre las 

células y el medio que las rodea, por ejemplo, en algunos tipos de neuronas que se 

encuentran en el sistema nervioso periférico la función de algunos canales de sodio, 

de calcio y de potasio dependientes de voltaje, es generar la percepción, 

transducción y transmisión de señales que en algunos casos pueden ser dañinas 

para el organismo (Zheng, 2013). 

El dolor es causado por estímulos nocivos y por estímulos que pueden generar daño 

tisular. El dolor cumple una función fisiológica crucial como un sistema de alerta 

rápida que puede ayudar a prevenir lesiones o limitar la extensión del daño. 

Los canales iónicos que participan en la vía del dolor están codificados por 

múltiples familias de genes, que responden a diversos estímulos. Muchos de estos 

canales iónicos están ubicados en la terminal periférica del nociceptor, lo que 

afecta la excitabilidad de las neuronas después de una lesión y, como resultado, 

afecta la sensación de dolor. Canales de Na+ y Ca2+ dependientes por voltaje, 

canales de la familia TRP como el canal TRPV1, ASIC, canales activados por 

ligando, P2X, y los receptores NMDA, AMPA y Kainato, todos ellos participan en el 

proceso del dolor. (Gold & Gebhart, 2010). La activación de dichos canales iónicos 

genera una despolarización de la membrana neuronal ocasionando que se lleve a 

cabo el primer paso de la vía del dolor donde las señales nocivas se convierten en 

mensajes eléctricos o también llamado transducción (McEntire et al., 2016). Si la 

magnitud de la despolarización es suficiente, se activan los canales de sodio 
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dependientes por voltaje (Nav) donde se inicia y se propaga un potencial de acción 

a lo largo del axón (transmisión) hasta que alcanza la zona sináptica, donde la 

activación de los canales de calcio dependientes de voltaje (Cav) produce la 

liberación de neurotransmisores excitadores (Sekiguchi et al., 2018). 

Un tipo de canal iónico que participan en distintos procesos fisiológicos son los 

canales TRP, los cuales son sensores celulares para un amplio espectro de 

estímulos físicos y químicos. Están involucrados en la fisiología de la visión, 

audición, el tacto, el olfato, el gusto, la temperatura y la sensación de dolor. Los 

canales TRP también desempeñan funciones fundamentales en la señalización 

celular y permiten que la célula receptora responda a cambios ambientales 

benignos o perjudiciales. Dado que la activación del canal TRP está controlada por 

procesos muy diversos y, en muchos casos, presenta propiedades polimodales 

complejas, es crucial y desafiante entender cómo responde cada canal TRP a sus 

formas únicas de activación (Zheng 2013). 

1.3 Canales TRP 

La familia de canales iónicos TRP fue descrita en una mutante de la mosca 

Drosophila melanogaster, en la cual había la presencia de canales iónicos que al 

ser estimulados por la luz respondían de manera transitoria (Minke, 1977). La 

familia TRP se caracteriza por que muchos de sus miembros se activan ante la 

presencia de diversos estímulos, es decir, son canales polimodales que responden 

a estímulos térmicos, químicos, mecánicos y osmóticos (Moran, et al, 2004). 

Actualmente en mamíferos esta familia se clasifica en seis subfamilas 

denominadas: vaniloide (TRPV), Canónica (TRPC), Anquirina (TRPA), Melastatina 

(TRPM), Policistina (TRPP) y Mucolipina (TRPML) (Nilius & Owsianik, 2011) (Figura 

1). 

Los canales de la familia TRP están constituidos por cuatro subunidades 

(tetrámeros) dando así origen a la proteína funcional; cada subunidad posee seis 

dominios transmembranales (S1-S6) y entre el dominio S5 y S6 presentan una 

región permeable a cationes denominada poro (Revisado en Morales- Lázaro et al., 
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2013;  Nilius   &   Flockerzi,   2014).   El extremo   amino   y   carboxilo    terminal 

se encuentran en la región intracelular, además el carboxilo terminal posee una 

secuencia conservada en las subfamilias TRPC, TRPV y TRPM es la caja TRP, y 

sirve como un zipper en espiral que mantiene el canal en una conformación 

cerrada. (Clapham David etal., 2003). En el caso de las regiones de la caja TRP de 

TRPM8, TRPV5 y TRPM5 se han implicado recientemente en la detección de 

niveles de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2); una disminución de PIP2 provocó 

el cierre de los canales. Siguiendo la hipótesis estructural anterior, PIP2 podría 

sensibilizar canales desestabilizando el zipper en espiral, permitiendo que otros 

estímulos estabilicen una conformación de canal abierto (Rohacs T, et al 2005). 

Uno de los miembros más estudiado de esta familia es el denominado canal TRPV1, 

el cual se encuentra ampliamente asociado a detección de estímulos nocivos los 

cuales conllevan a la generación de dolor agudo y crónico (neuropatías) y se 

expresa predominantemente en las neuronas del ganglio de la raíz dorsal (neuronas 

DRG) y del ganglio trigeminal (TG) (Willis & Coggeshall, 2004). 

 

 

 
Figura 1. Árbol filogenético de la superfamilia de canales TRP de mamíferos. TRPC (canónico), 
TRPM (melastatina), TRPV (vaniloide), TRPA (anquirina), TRPP (policistina) y TRPML (mucolipina) 
(Modificado de Nilius et al2007). 
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1.4 Canal TRPV1 

El canal TRPV1 se expresa principalmente en neuronas pertenecientes al sistema 

nervioso periférico, aunque también se expresa en áreas específicas del sistema 

nervioso central como en la corteza cerebral, cerebelo, hipocampo, tálamo, bulbo 

olfatorio y amígdala (Menigoz & Boudes, 2011; Tóth et al., 2005). 

La región amino terminal del canal TRPV1 se caracteriza por poseer un dominio de 

seis dominios de anquirinas, lo cual genera la interacción del canal con proteínas 

del citosol y que pueden regular la actividad del canal, además de que también ha 

sido relacionado como un dominio que permite adecuadamente el tráfico de algunos 

miembros de la familia vaniloide a la membrana plasmática y que el canal se 

oligomerice correctamente (Erler et al., 2004; RNAiges et al., 2006) (Figura 2). Se 

ha comprobado que la región carboxilo terminal de TRPV1 interacciona con β-

tubulina, indicando que el canal puede ser modulado a través de las interacciones 

con el citoesqueleto (Revisado en Morales-Lázaro S. et al., 2013). En el carboxilo 

terminal presenta aminoácidos positivos permitiendo que el canal interactue 

directamente con fosfatidilinositoles como el PIP2, compuesto muy importante 

cuando el canal es activado por capsaicina (revisado en Morales-Lázaro S. et al., 

2013) (Figura 2). En cuanto a los dominios transmembranales hay sitios para la 

unión de ligandos, tal es el caso del S5, el cual posee la región para la unión de 

colesterol, el cual actúa como un inhibidor del canal (Picazo-Juárez Giovanni et al., 

2011). Además, en la región intracelular que une al S3 y S4 se encuentra el sitio 

de unión a capsaicina, anandamida y diacilglicerol (Revisado en Morales-Lázaro S. 

et al., 2013) (Figura 2). La activación de TRPV1 esta mediada por estímulos 

químicos de naturaleza exógena como el compuesto vaniloide denominado 

capsaicina (Caterine et al. 1997). Además, la activación del canal TRPV1 puede 

producirse por temperaturas de ≥42°C y por pH extracelular ácido o intracelular 

básico (revisado en Morales-Lázaro S, et al. 2013). Los compuestos endógenos 

que destacan son aquellos que son liberados durante el proceso de daño tisular o 

inflamación tales como la anandamida, el ácido lisofosfatídico (LPA), productos 

derivados de la lipooxigenasa como el ácido 12-Hidroxieicosatetraenoico, entre 

otros (revisado en Morales-Lázaro S, et al. 2013) (Figura 3). 
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Figura 2. Representación de la subunidad de TRPV1. Se muestran los seis dominios 
transmembranales de TRPV1 (S1-S6) así como el amino y carboxilo terminal localizados de manera 
intracelular. Destacando en la región del amino terminal los seis dominios de anquirina (A1-A6), 
mientras que en el carboxilo terminal destaca la presencia de la caja TRP. Además, se muestran 
distintos ligandos del canal tanto activadores, inhibidores y potenciadores (modificado de Morales- 
Lázaro S. et al., 2013) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Figura 3. Distintos activadores del canal TRPV1. A) El compuesto Vaniloide capsaicina B) Ácido 
Lisofosfatídico C) Ácido 12-Hidroxieicosatetraenoico. 

C) 

B) A) 
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Aunado a lo anterior, la función de TRPV1 es regulada por fosforilaciones 

catalizadas por distintas cinasas que participan en este proceso, entre las cuales 

se destacan la proteína cinasa “C” (PKC) que fosforila a los residuos de serina 

S502 localizado entre los dominios S2-S3 y S800 localizado en el carboxilo 

terminal; la proteína cinasa “A” (PKA) que fosforila a residuos de serina y treonina: 

S116, T144, T370 ubicados en la región amino terminal y también es capaz de 

fosforilar a S502. Por último, la Ca+2/calmodulina cinasa II (CaMKII) que fosforila 

residuos de treonina T704 y Serina Ser 502, con lo que beneficia la unión a la 

capsaicina (Szallasi et al., 2007; Btesh et al., 2015; Samelson et al., 2015, 

Rosenbaum & Simon, 2007). Estas fosforilaciones están asociadas a la 

sensibilización del canal, proceso definido como una reducción en el umbral de 

activación del canal y un aumento en la magnitud de la respuesta a la estimulación 

causada por un ligando (Gold, M, et al; 2010), lo cual produce que el canal se 

pueda activar incluso a la temperatura corporal (Morales-Lázaro et al., 2013). 

Aunque el canal no solamente se vuelve más sensible a temperaturas más bajas 

sino también a ser activado a concentraciones más bajas de sus agonistas como 

la capsaicina. 

Por otro lado, el canal TRPV1 también se regula por medio de la desfosforilación, 

esto a través de la acción de las fosfatasas dependientes de calcio como la 

calcineurina (PP2B o serina-treonina proteína fosfatasa 2B) (Jung et al., 2004; 

Szallasi & Blumberg, 2007). Esta desfosforilación se presenta después de la 

activación continua del canal TRPV1, conllevándolo a un estado refractario en el 

que, ya que no hay respuesta del canal incluso en presencia de agonistas, este 

estado es reversible y es denominado desensibilización (Szallasi & Blumberg, 

2007). Un mediador muy importante para esta desensibilización es la calmodulina 

(CaM), proteína que interacciona directamente en el amino terminal (residuos 189- 

222) y en el carboxilo terminal (residuos 767-801) del canal (Liedtke & Heller, 

2007, Rosenbaum et al 2004). La calmodulina se activa por el calcio que pasa a 

través del canal TRPV1, esto permite el reclutamiento y la activación de la 

calcineurina 2B, la responsable de la desfosforilación del canal TRPV1 (Por E. D., 

2010). 
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1.5 Interacción de TRPV1 con otras proteínas. 

A la fecha, existe un gran número de estudios enfocados en la regulación de la 

activación del canal TRPV1 por diversos ligandos, sin embargo, pocos son los 

trabajos acerca de la regulación del canal TRPV1 por medio de interacciones con 

otras proteínas. Por ejemplo, se ha descrito su interacción con la proteína de 

andamiaje AKAP79. Las proteínas de anclaje a cinasas A (AKAP) son bien 

conocidas por su capacidad para acoplar proteínas reguladoras a efectores 

posteriores. Por ejemplo, AKAP79 (también conocido como AKAP5 o AKAP150 en 

ratón) sirve de andamios para las cinasas PKA, PKC y PP2B (calcineurina) las 

cuales ejercen sus efectos sobre un gran número de canales diferentes (Zhang et 

al., 2008). 

AKAP79/150 organiza un complejo multiproteico para posicionar a la proteína 

cinasa A (PKA) o a la proteína cinasa C (PKC) en la proximidad inmediata de los 

canales TRPV1 y mejorar la eficiencia de la fosforilación. Se ha demostrado también 

que AKAP79/150 facilita un complejo que contiene TRPV1 y adenilil ciclasa (AC). 

El anclaje de AC a este complejo genera grupos locales de cAMP sensibilizando al 

canal a ciertos agonistas (Zhang et al., 2008) La interacción de AKAP79 y TRPV1 

es por medio de sus carboxilos terminales, específicamente en los residuos 326– 

336 de AKAP79 y 736–745 del canal (Btesh; et al2013). 

Otra importante interacción del canal TRPV1 es con la proteína GABARAP (Proteína 

asociada al receptor GABA) (Lainez, S, et al; 2010). La cual aumenta los niveles 

de proteína total de TRPV1 y estimula la agrupación de receptores en la superficie 

de la célula. Funcionalmente, la expresión de GABARAP modifica la dependencia 

al voltaje y la sensibilidad de TRPV1 a capsaicina, aunado a ello, en particular, la 

presencia de GABARAP aumenta selectivamente la interacción de tubulina con el 

dominio C- terminal de TRPV1. La interrupción del citoesqueleto de tubulina con 

nocodazol reduce las corrientes provocadas por capsaicina en las células que 

expresan TRPV1 y GABARAP, sin afectar la cinética de la desensibilización 

inducida por vaniloides. (Lainez, S, et al; 2010) 
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Otro mediador molecular importante para regular la cantidad relativa de canal 

TRPV1 expresada en la superficie celular, es la proteína Kvβ2 (subunidad β2 de los 

canales de potasio dependientes de voltaje). Ensayos de coinmunoprecipitación y 

experimentos de inmunofluorescencia en neuronas DRG indican una interacción 

íntima entre las dos proteínas, y relacionan a la subunidad Kvβ2 con el transporte 

del canal de TRPV1 a la membrana plasmática (Bavassano et al., 2013). 

La subunidad Kvβ2 hace que el canal TRPV1 sea significativamente más sensible 

a la capsaicina. Efectos similares se reportaron previamente para algunos canales 

de potasio dependientes de voltaje (Kv), ya que se demostró que esta proteína es 

capaz de alterar la farmacología de estos canales (Beekwilder et al2003, González 

et al2002). Como explicación de este efecto, se propuso que la proteína Kvβ2 

podría inducir un cambio alostérico en la conformación tridimensional de TRPV1, 

dando como resultado una mayor respuesta a la capsaicina (Bavassano et al., 

2013). 

Además, se ha demostrado que TRPV1 interacciona con la proteína Whirlina. Esta 

proteína interactúa con una calmodulina dependiente de serina cinasa (CASK) y 

participa en la formación de los complejos proteicos estructurales que facilitan la 

sinapsis nerviosa en el sistema nervioso central (Mburu et al2003). También se ha 

demostrado que la expresión heteróloga de Whirlina aumenta los niveles de 

proteina total y de membrana de TRPV1 y aumenta el tráfico a la membrana 

plasmática, aunado a esto promueve la agrupación de los canales. El 

silenciamiento de la expresión de Whirlina favorece la degradación concomitante 

de TRPV1 que puede prevenir mediante la inhibición del proteasoma. La cinética 

de co-degradación de TRPV1 y whirlina al detener la traducción de proteínas 

refleja una degradación concomitante. Cabe destacar que la expresión de Whirlina 

reduce significativamente la degradación de TRPV1 inducida por la exposición 

prolongada a la capsaicina (Ciardo et al2015). 

Todos estos ejemplos, demuestran como la interacción del canal TRPV1 con 

proteínas específicas, regula la cantidad/función de estos canales. Sin embargo, 

hasta la fecha, no existe ningún reporte para TRPV1 ni para otro miembro de la 

familia TRP, que haya demostrado la regulación de estos canales con proteínas tipo 
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chaperonas. Por lo tanto, el objetivo de este proyecto es estudiar la regulación de 

los niveles proteícos del canal TRPV1 por una proteína con actividad de 

chaperona, el receptor Sig-1R, que se ha asociado ampliamente a la nocicepción. 

1. 6 Receptor Sigma 1 (Sig-1R) 

El Sig-1R es una proteína implicada en una amplia gama de procesos biológicos 

que van desde la enfermedad neurodegenerativa hasta el cáncer. Este receptor se 

expresa de manera ubicua en varios órganos de mamíferos, como el cerebro, el 

hígado, el páncreas, los testículos, la placenta y la glándula suprarrenal, así como 

en los tumores malignos (Vilner et al., 1995; Hanner et al., 1996; Spruce et al., 2004). 

Varios estudios que utilizan ligandos selectivos de Sig-1R han demostrado que 

están involucrados en la regulación de la morfogénesis de las células neuronales (p. 

Ej., sinaptogénesis, diferenciación neuronal, mielinización), neuroprotección, dolor, 

fisiopatología de ciertas enfermedades humanas, como depresión, abuso de 

drogas, así como en la enfermedad de Alzheimer y cáncer (Nakazawa et al., 1998; 

Goyagi et al., 2001; Maurice, 2004; Spruce et al., 2004; Liu et al., 2005; Marrazzo et 

al., 2005; Achison et al., 2007; Bermack & Debonnel, 2007; Dun et al., 2007; Martin- 

Fardon et al., 2007; Mei y Pasternak, 2007; Renaudo et al., 2007; Hayashi & Su, 

2008; Smith et al., 2008; Tchedre & Yorio, 2008). 

Este receptor es una proteína transmembranal de 223 aminoácidos (Figura 4.) 

(Hanner, M. et al. 1996), que se localiza en el retículo endoplasmático (ER) y que 

está altamente enriquecida en la interfase del ER y la mitocondria (Hayashi & 

Fujimoto, 2010; Su, et al., 2010). También se ha reportado su localización en la 

membrana plasmática (Roth, M.D. et al. 2005) 
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Figura 4. Modelo lineal de Sig-1R: En este esquema se muestran los dominios del Sig-1R, el 
amino terminal (NH2), la región transmembranal (TM) y el carboxilo terminal (COOH). La numeración 
indica los aminoácidos que constituyen cada dominio. 

 
 
 

La determinación de la secuencia primaria de Sig-1R condujo a una extensa 

predicción y especulación con respecto a su estructura tridimensional. El primer 

modelo de Sig-1R establece que el receptor posee un segmento hidrofóbico sencillo 

cercano al amino terminal y con una pequeña porción en el lado del lumen. Por lo 

tanto, el resto de la proteína se debía encontrar en el lado citosólico, unido a la 

membrana del Retículo (Moebius, et al,1996). 

Un segundo modelo (Aydar et al. 2002) propuso una arquitectura transmembranal 

de dos pases en base a la detección de Sig-1R fusionado a la proteína fluorescente 

verde (GFP) en el amino y/o carboxilo terminal, indicando que estos dos dominios 

se encuentran del lado citosólico. El modelo de dos pases fue ampliamente 

aceptado como un hecho establecido, sirviendo como base para los esfuerzos de 

mapeo de la posición del supuesto dominio de chaperona (Ortega-Roldan et al. 

2013). Un tercer modelo surgió, el cual es similar al anterior, solamente que este 

modelo propone que los extremos amino y carboxilo se encuentran en el lumen del 

retículo, (Hayashi & Su 2007). 

La cristalización de Sig-1R mostró que a diferencia de los modelos anteriores, el 

receptor posee un solo dominio transmembranal, el cual corresponde al amino 

terminal que abarca de los residuos 8 a 32 (Schmidt, et al; 2016). El resto del 

receptor es una estructura de dominio simple, con el sitio de unión a ligando 

localizado en el centro del carboxilo terminal. Este estudio cristalográfico se realizó 

con Sig- 1R unido a dos ligandos químicamente distintos: PD144418, un 

antagonista selectivo de alta afinidad (Lever et al., 2014; Akunne et al., 1997) y 4-

IBP, otro ligando de alta afinidad (John et al., 1994). En la estructura cristalográfica 

se observó que el receptor existe en un arreglo de homotrímero, con cada 

monómero formando un triángulo 
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plano, con un dominio transmembranal en cada esquina (perteneciente a cada 

monómero), mientras que el carboxilo terminal, altamente hidrofóbico, se 

encuentra insertado en la membrana. El carboxilo terminal es la parte más grande 

de la proteína ya que forma un conglomerado por las estructuras de β-barril, las 

cuales constituyen el sitio de unión a ligando, y corresponde al dominio citosólico 

abarcando del residuo 33 al 223 (Schmidt, et al; 2016) 

 

 
Figura 5. Estructura general de Sigma1: Sig-1R está constituido por tres monómeros, formando 

una estructura triangular con una sola hélice transmembrana en cada esquina. El carboxilo terminal 
constituye la mayor parte de la proteína y de acuerdo con la estructura cristalográfica se localiza 
expuesta hacia el citoplásmica. (a) La estructura  muestra la vista paralela al plano de la membrana. 
(b) La arquitectura triangular del receptor es aparente cuando se ve a través del plano de la 
membrana frente al citosol (Modificado de Schmidt, et al; 2016). 

 

 
Recientemente, se propuso un nuevo modelo de acuerdo con evidencias 

experimentales obtenidas por medio de microscopia electrónica; este modelo 

también muestra a Sig-1R como un homotrímero en el cual el carboxilo terminal se 

encuentra hacia el lado del lumen, mientras que gran parte del amino terminal se 

encuentra embebido en la membrana y una pequeña proporción se encuentra en el 

citosol (Mavylutov T, et al, 2018). 

En la estructura del receptor Sig-1R es importante destacar que el carboxilo 

terminal se encuentran diversos sitios para la interacción de diferentes ligandos. 

Esto se ha demostrado por medido de experimentos de mutagénesis sitio dirigida y 

ensayos de unión a radioligando, identificando a los residuos ácido aspártico 126 

(D126) y ácido glutámico 172 (E172) como aminoácidos relevantes para la 
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interacción con ligandos como el haloperidol, ya que la mutación de estos residuos 

ocasiona una pérdida de la actividad de unión al ligando (Seth et al., 2001). 

Interesantemente, Sig-1R presenta afinidad a una gran variedad de fármacos 

psicotrópicos y de hormonas esteroideas como la progesterona (Hayashi & Su, 

2003); particularmente el hallazgo sobre la progesterona planteó por primera vez la 

posibilidad de que algunos esteroides funcionan como supuestos ligandos 

endógenos de Sig-1R (Maurice T,et al., 1988). 

La interacción de estos esteroides ocurre por medio de dos sitios de unión a 

esteroides (SBDL-I, SDBL-II) localizados en el carboxilo terminal de Sig-1R (Chen 

et al., 2007; Pal et al., 2007, 2008; Fontanilla et al., 2008). Estos sitios fueron 

identificados usando derivados del compuesto fenpropimorf, un inhibidor de la 

síntesis de esteroles en levadura que muestra también una alta afinidad por Sig-1R, 

estos derivados marcan de forma selectiva los aminoácidos 91–109 y 176–194, 

indicando sitios potenciales de unión para compuestos del tipo esteroideo en Sig- 

1R (Pal et al., 2007). Estos datos propusieron un modelo en el que el SBDL-I y el 

SBDL-II se yuxtaponen para formar un sitio de unión en Sig-1R (Pal et al., 2008). 

Otra característica importante de Sig-1R es que posee secuencias de aminoácidos 

similares al motivo de unión al colesterol del receptor de benzodiazepina (L/V-X1-2- 

Y-X-1-5-K/R), es decir presenta dos motivos CRAC (cholesterol recognition amino 

acid Consensus sequence, por sus siglas en inglés) localizados en los residuos 171- 

175 y 199-208 (Palmer et al., 2007). 

 

1.7 Interacción de Sig-1R con proteínas 

Diversos estudios han revelado que Sig-1R se encuentran mayoritariamente en los 

subdominios enriquecidos con colesterol de las membranas ER (es decir, MAM) 

(Hayashi & Su, 2003b; Hayashi & Su, 2004b). En este sitio Sig-1R interacciona y 

estabiliza al receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3R), y permite modular el calcio 
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intracelular para liberarlo del retículo (Hayashi, et al. 2015). Otra de sus funciones 

es encargarse del correcto plegamiento de proteínas (Soriani, O. et al.,1999); una 

característica de esta chaperona es que su localización subcelular y función puede 

regularse por diversos ligandos sintéticos y de producción endógena, por ejemplo, 

esteroides, antipsicóticos, antihistamínicos, antidepresivos, entre otros (McCann, 

D.J. et al., 1994, Gray, N.M. et al., 1990, Narita, N. et al.,1996), resultando en 

cambios en la estabilidad, tráfico y/o expresión de sus proteínas blanco, como por 

ejemplo algunos canales de potasio, calcio, sodio y receptores de NMDA. 

Con respecto a esta regulación de canales iónicos se ha reportado una estrecha 

relación entre Sig-1R y la proteína hERG, un canal de potasio cardíaco también 

expresado de manera anormal en muchos cánceres humanos primarios (Pillozzi S 

et al., 2011). Los ligandos de Sig-1R y el silenciamiento de este receptor en 

células de leucemia mieloide K562, inhibieron la maduración de canales hERG, su 

abundancia en la membrana plasmática y por lo tanto las densidades de corriente 

producidas a través de estos canales también disminuyeron, todo ello sin afectar la 

tasa transcripcional de hERG (Crottes et al., 2011). Como consecuencia directa de 

estos efectos, se observó una disminución en la adhesión celular a la fibronectina 

en células K562. Ensayos realizados en células de riñón embrionario humano 

(HEK293) que expresan hERG y Sig-1R muestran que ambas proteínas co-

inmunoprecipitan, demostrándose la formación de un complejo proteico (Crottes et 

al., 2011). 

Estos datos correlacionan con datos obtenidos por medio de microscopía de fuerza 

atómica, que muestran la unión directa de Sig-1R a monómeros, dímeros y 

tetrámeros de la proteína hERG (Balasuriya et al., 2014). Al parecer la interacción 

de estas proteínas es importante para la estabilidad y maduración del canal hERG y 

es susceptible de ser regulada por medio de los ligandos de Sig-1R. 

Dentro de los blancos moleculares de Sig-1R también se encuentran canales de 

calcio tipo N. Ambas proteínas se expresan en interneuronas colinérgicas (ChIs) del 

estriado de rata. Estas células al ser tratadas con agonistas de Sig-1R (SKF-10047) 

mostraron inhibición de las corrientes de Ca2 + de tipo N, efecto que fue abolido 

mediante el uso de un antagonista de Sig-1R, BD-1063 (Zhang et al., 2017). 
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La expresión heteróloga de Sig-1R y los canales de calcio de tipo N en ovocitos de 

Xenopus, dio como resultado una disminución de la amplitud de la corriente de Ca2+ 

tipo N en acorde al incremento en la expresión de Sig-1R. Además, un agonista de 

estos receptores como el SKF-10047 suprimió aún más las corrientes de Ca2+ de 

tipo N registradas en los ovocitos (Zhang et al., 2017). También para estos canales 

se ha demostrado la interacción con Sig-1R y se postula que esta interacción 

produce un cambio conformacional en estos canales que disminuye su 

funcionalidad. (Zhang et al., 2017). 

De manera similar se ha demostrado en cultivos primarios de células ganglionares 

de retina de rata que los canales de calcio tipo L son inhibidos por el agonista de 

Sig-1, SKF10047, efecto revertido por BD1047 (antagonista de Sig-1R) y los 

ensayos de co-inmunoprecipitación también demostraron una asociación entre 

estos canales y Sig-1R (Tchedre et al., 2008). 

La interacción de Sig-1R con algunos canales de calcio dependientes de voltaje y 

la regulación negativa de este tipo de canales por medio de agonistas de Sig-1R, 

puede estar estrechamente relacionada con efectos neuroprotectores que regulan 

la entrada de calcio por medio de este tipo de canales. 

1.8 Sig-1R y dolor 

La participación de Sig-1R en el dolor se ha reportado recientemente (Bangaru et 

al., 2013; Bae et al., 2001; Entrena et al., 2009; Cobos et al., 2008; Zamanillo et al., 

2013). Se ha demostrado que los antagonistas de Sig-1R son capaces de disminuir 

el dolor y acentuar el efecto analgésico de otras drogas (Gris et al., 2016; Kwon et 

al., 2009; Romero et al., 2012). Por otro lado, los agonistas tienen el efecto 

contrario, es decir atenúan el efecto de la analgesia y generan dolor por vía de los 

receptores de NMDA (XiaoFei et al., 2012; Zamanillo et al., 2013; Pabba et al., 

2014). 

Sig-1R se expresa altamente en diferentes áreas del SNC y la periferia, en particular 

los ganglios de la raíz dorsal (DRG), e interactúa y modula la funcionalidad de 

diferentes receptores y canales iónicos. En consecuencia, los efectos 

antinociceptivos de los antagonistas de Sig-1R que actúan solos y en combinación 
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con otros analgésicos actúan en sitios centrales y periféricos (Romero L, 2016). A 

nivel central, los hallazgos conductuales, electrofisiológicos, neuroquímicos y 

moleculares apoyan el papel de los antagonistas Sig-1R en la inhibición de la 

excitabilidad aumentada secundaria a la entrada aferente sostenida (Castany et 

al., 2018). Además, la participación de Sig-1R en los mecanismos que regulan el 

dolor en la periferia se ha confirmado recientemente (Romero L, 2016). A diferencia 

de los opioides, los antagonistas Sig-1R no modifican los umbrales de sensibilidad 

térmica y mecánica sensorial normales, sino que ejercen efectos de 

antihipersensibilidad en condiciones de sensibilización, lo que permite la reversión 

de los umbrales nociceptivos a valores normales (Merlos M, et al., 2017). Estas 

son características distintivas que permiten que los antagonistas Sig-1R ejerzan 

un efecto modulador específicamente en condiciones fisiopatológicas como el 

dolor crónico (Merlos M, et al., 2017). 

Se ha reportado que agonistas de Sig-1R producen un efecto nociceptivo en 

pruebas con formalina, que está asociada con la fosforilación de la subunidad 1 del 

receptor NMDA (pNR1). Además, se ha observado que al aplicar agonistas del 

Sig-1R estos provocan un incremento de dolor agudo inducido por NMDA. La 

fosforilación del receptor NMDA en la sensibilización central de las neuronas que 

participan de la vía del dolor, sugiere que Sig-1R es el responsable del proceso de 

sensibilización central a través de la modulación de los receptores NMDA (Ultenius 

C, et.al 2006). 

El papel modulador de Sig-1R en la nocicepción también están basado en los 

hallazgos encontrados en los ratones modificados genéticamente que no expresan 

Sig-1R (Sig-1R-/-). Estos ratones presentan resistencia a la hipersensibilidad 

mecánica inducida por la aplicación de capsaicina mientras que los ratones 

silvestres si muestran sensibilidad mecánica por efecto de la capsaicina  (Entrena, 

J.M et.al 2009). Además, los ratones de fenotipo silvestre tratados con los 

antagonistas de Sigma 1 receptor (BD1047, BD1063 y NE-100) presentaron una 

respuesta similar a los ratones Sig-1R-/-, es decir, una resistencia a la 

hipersensibilidad mecánica. 
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También se ha observado en un modelo de ratas con migraña inducida por 

capsaicina que el pretratamiento de las ratas con el antagonista de Sig-1R, BD1047 

disminuye el dolor conforme la concentración de este compuesto aumenta (10, 30 

y 100nM) (Kwon, Y et.al; 2009). 

Estos datos sugieren una posible asociación entre Sig-1R y el canal TRPV1, que no 

habían sido explorados. Por lo tanto, el presente trabajo establece las bases 

moleculares de la relación de los efectos de Sig-1R con el canal TRPV1. 

 

2. Antecedentes directos 

Para entender el mecanismo molecular que regula el dolor mediado por el canal 

TRPV1 a través de antagonistas del Sig-1R, previamente nosotros demostramos 

una reducción de los niveles del canal TRPV1 en extractos proteicos totales 

obtenidos de ganglios de la raíz dorsal de ratones tratados con el compuesto 

BD1063, un antagonista sintetico de Sig-1R (Juárez R, 2016) (Fig. 6A). De manera 

conjunta, también se demostró que los animales inyectados con BD1063 muestran 

un aumento en el umbral al dolor agudo inducido por la activación del canal TRPV1 

en comparación de los animales control inyectados sólo con solución salina 

(Juárez R, 2016) (Fig. 6B). 
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Figura 6. El antagonista de Sig-1R BD1063, disminuye la cantidad de canales TRPV1 y la respuesta de 
dolor asociada a la activación de este canal. A) WB representativo que muestra la señal para el canal 
TRPV1 de proteína total de DRG provenientes de animales control y tratados con BD1063, el panel inferior 
corresponde al control de carga (GAPDH). El tratamiento con BD1063 disminuye la cantidad de canales 
TRPV1, de acuerdo al análisis densitométrico (El grupo tratado con BD1063 muestra una reducción del 30% ± 6 
con respecto al grupo control B) Gráfica que muestra la respuesta de dolor agudo de ratones inyectados 
intradérmicamente con capsaicina, respuesta reflejada como el tiempo de lamido acumulado. El grupo control 
fueron animales inyectados con solución salina subcutáneamente en el lomo y 24 h después inyectados 
intradérmicamente en la extremidad delantera derecha con solución salina (15±2 s, grupo 1). 24 h previas a la 
aplicación intradérmica de capsaicina en la extremidad delantera, el grupo 2 fue administrado subcutáneamente 
en la región lumbar con solución salina y el grupo 3 con BD1063 (32 mg/kg). La gráfica muestra que el grupo 2 
presentó una clara respuesta de dolor por efecto de la capsaicina (47±5 s) mientras que el grupo 3 mostró una 
menor respuesta de dolor (22±3 s) (Tomado de Juarez, R 2016). 

 
 

Estos resultados fueron las primeras evidencias para establecer el mecanismo 

molecular que participa en la modulación del dolor asociado al canal TRPV1 por 

efecto de los antagonistas del Sig-1R y constituyen los antecedentes directos para 

este trabajo. 

 

 

 

A) 

B) 
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3. Hipótesis: 

La progesterona (P4), antagonista endógeno de Sig-1R, disminuye los niveles de 

proteína TRPV1 y el dolor asociado a este canal. 

4. Objetivos 

4.1 Objetivo General: 

Determinar si la progesterona (P4) a través del Sig-1R regula los niveles proteicos 
de TRPV1. 

4.2 Objetivos Particulares: 

4.2.1.- Realizar experimentos de knockdown de Sig-1R y determinar los efectos 

sobre el canal TRPV1. 

4.2.2.- Analizar si un antagonista endógeno de Sig-1R (Progesterona, P4) afecta los 

niveles proteicos de TRPV1 de manera independiente a los receptores clásicos de 

este esteroide. 

4.2.3.- Determinar si el aumento de P4 en ratones gestantes modifica el umbral de 

dolor a capsaicina. 

4.2.4.- Identificar una posible co-localización entre Sig-1R y TRPV1 (HEK 293 y 

neuronas DRG) 

4.2.5.- Determinar la interacción entre Sig-1R y TRPV1 y sí antagonistas de Sig-1R 

afectan a este complejo proteico. 

4.2.6.- Elucidar la región importante de TRPV1 que permite la interacción con Sig- 

1R. 

4.2.7.- Identificar si Sig-1R co-localiza con otro miembro de la familia de los canales 

TRPs (TRPA1). 
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5. Metodología: 

5.1 Cultivo celular 

Para obtener una adecuada expresión de las distintas proteínas, se utilizó la línea 

celular de riñón embrionario humano (HEK293) de tipo adherente, la cual sirve como 

sistema de expresión heterólogo. Las células se cultivaron en DMEM 

complementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 10,000 unidades de penicilina 

y 10 mg/ml de estreptomicina a 37°C y 5% CO2. 

Cada pasaje se realizó a partir de la adición de solución de tripsina EDTA 0.05% 

(Invitrogen) con la que se disoció la monocapa de células, la reacción enzimática se 

bloqueó al agregar el mismo volumen de medio de cultivo y se centrifugó a 1500rpm 

durante 5 min. El sobrenadante se retiró y el paquete celular se resuspendió en 1 

ml de medio de cultivo y se realizaron diluciones para obtener cultivos 

subconfluentes de alrededor del 50% respecto al original. 

5.2 Transfección 

Con el objetivo de asegurar la expresión transitoria del canal TRPV1, TRPA1 y de 

Sig-1R-GFP en el cultivo celular de HEK293 se realizaron transfecciones, para ello 

se utilizó el agente policatiónico (Jet-Pei®) que permite la internalización del DNA a 

la célula, al ser policatiónico, el agente Jet-Pei® atrae las moléculas negativamente 

cargadas del DNA, generando un complejo que interacciona con proteoglicanos de 

la membrana celular promoviendo su endocitosis. La Tabla 1 muestra todas las 

condiciones de transfección realizada para cada ensayo. 
 

Ensayos de Co-inmunoprecipitación 

Compuesto (mezcla 1) Caja P100 

pcDNA3.1-TRPV1 1µg 

pcDNA3.1-Sig-1R-GFP 2 µg 

NaCl 150 mM 500 µl 

Compuesto (mezcla 2) Caja P100 

JetPei 5 µl 

NaCl 150 mM 495 µl 
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Ensayos de Co-inmunoprecipitación de Deleciones de TRPV1 

Compuesto (mezcla 1) Caja P100 

pcDNA3.1-TRPV1 ΔCOOH 1µg 

pcDNA3.1-TRPV1 ΔNH2 1µg 

pcDNA3.1-TRPV1 ΔTM 1-6 1µg 

pcDNA3.1-Sig-1R-GFP 2 µg 

NaCl 150 mM 500 µl 

Compuesto (mezcla 2) Caja P100 

JetPei 5 µl 

NaCl 150 mM 495 µl 

Ensayos de Fluorescencias 

Compuesto (Mezcla 1) Volumen (Por pozo) 

pcDNA3.1-Sig-1R-GFP 500ng 

pcDNA3.1-rTRPV1-Cherry 500ng 

NaCl 150 mM 100 µl 

Compuesto (mezcla 2) Volumen (Por pozo) 

JetPei 3 µl 

NaCl 150 mM 100 µl 

Ensayos de Inmunofluorescencias 

Compuesto (Mezcla 1) Volumen (Por pozo) 

pcDNA3.1 hTRPA1 1µg 

pcDNA3.1-Sig-1R-GFP 500ng 

NaCl 150 mM 100 µl 

Compuesto (mezcla 2) Volumen (Por pozo) 

JetPei 3 µl 

NaCl 150 mM 100 µl 

Ensayos de siRNA Sig-1R 

Compuesto (Mezcla 1) Volumen (Por pozo) 

pcDNA3.1-rTRPV1 50ng 

siRNA Sig-1R 75 pmol 

NaCl 150 mM 100 µl 

Compuesto (mezcla 2) Volumen (Por pozo) 

JetPei 3 µl 

NaCl 150 mM 100 µl 

Tabla 1. Mezclas de reacciones para las distintas transfecciones. 
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 5.3 Extracción de DRG 

En este procedimiento primero se decapita al ratón lo más cercano al cráneo, una 

vez decapitado se baña perfectamente el cuerpo con etanol y se coloca en una base 

de unicel boca abajo estirando cada extremidad y asegurándo con una aguja. 

Después se expone la columna hacia arriba y se corta la piel desde la base del 

cuello hasta la base de la cola. De cada mitad de piel se corta el tejido conectivo y 

se pliega la piel sobre los costados sobre los cuales se coloca papel con etanol para 

evitar que el área expuesta se llene de pelo. Se retira el exceso de grasa y tejido 

muscular que tenga sobre y cerca de la columna vertebral, esto con el fin de acceder 

a la misma con facilidad. Ya limpia el área de trabajo, se corta a lo largo toda la 

columna en un ángulo de 90º y posteriormente se hacen dos cortes a 0º y se retiran 

los restos de la columna. Con las pinzas se quita la médula esto con el fin de que 

el canal de la columna quede limpio y se expongan los ganglios. Una vez extraídos 

los ganglios se colocan en una caja Petri con DMEM sin Ca+2/Mg+2. Estos ganglios 

posteriormente se lavaron con 1.5 ml de DMEM. Los ganglios se resuspendieron 

en una solución de colagenasa tipo II/tripsina en DMEM (4 y 1.25 mg/ml, 

respectivamente) y se incubaron durante 15 min en un baño de agua a 37°C. 

Luego, los ganglios se centrifugaron durante 1 minuto a 1200rpm (1464xG) para 

formar un botón celular, tras lo cual se eliminó la solución de colagenasa/tripsina. 

Finalmente, la suspensión celular se resuspendió en 2 ml de medio de cultivo 

precalentado a 37°C (DMEM con 10% de SFB y penicilina/estreptomicina) y se 

cultivó en placas de 35 mm. Las células se incubaron a 37 ° C con 95% de O2 y 5% 

de CO2. Dos horas después de la siembra, se agrega medio fresco con 100 ng/mL 

de factor de crecimiento nervioso (NGF). 
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5.4 Fluorescencia y microscopía confocal. 

Se cultivaron células HEK293 en cubreobjetos tratados con poli-D lisina (1mg/ml) y 

se transfectaron transitoriamente con rTRPV1-mCherry, Sig-1R-GFP o con hTRPA1 

y Sig-1R-GFP. 

Para la tinción de la membrana plasmática, las células se incubaron durante 5 min 

con CellMask Deep Red a 37°C, de acuerdo con las instrucciones del fabricante 

(Thermo Fisher Scientific). CellMask Deep Red son moléculas anfipáticas que 

proporcionan un ambiente lipófilo para un alto reparto en la membrana y un tinte 

hidrófilo con carga negativa para el "anclaje" de la sonda intercalándose en la 

membrana plasmática. 

Para el análisis microscópico, después de 48 h de transfección, las células se fijaron 

con paraformaldehído al 4% (PFA) durante 10 min, se lavaron con PBS 1X y se 

montaron en portaobjetos con VECTASHIELD (Vector Laboratories, Inc.). 

En el caso del marcaje para el Retículo Endoplásmico, se realizó la 

inmunocitoquimica de Calnexina; para ello se transfectaron las células con 

rTRPV1-mCherry y Sig-1R-GFP, las células se fijaron con paraformaldehído al 4% 

(PFA) durante 15 min, se lavaron con PBS 1X, después las células fueron 

permeabilizadas (Triton X-100 al 0,2% en PBS), y bloqueadas (2.5% FBS y 1% 

gelatina, todo en PBS). La primera incubación se realizó con el anticuerpo 

policlonal de conejo anti-calnexina (H70; Santa Cruz Biotechnologies) a 4°C toda 

la noche. Después las células recibieron tres lavados con PBS 1X y por último se 

incubaron con anticuerpo IgG anti-conejo acoplado a Cy5 (Thermo Fisher 

Scientific) por una hora a 4°C y se montaron en portaobjetos de microscopio con 

VECTASHIELD (Vector Laboratories, Inc.) para el análisis de inmunofluorescencia 

confocal. 

Las células co-transfectadas con Sig-1R-GFP y hTRPA1 se fijaron con 

paraformaldehído al 4% (PFA) durante 15 min, se lavaron con PBS 1X,  y se 

bloquearon durante 30 min (2.5% FBS y 1% gelatina, todos en PBS). Las células 

fueron incubadas toda la noche con el anticuerpo anti-TRPA1 de conejo (Alomone 

ACC-037) diluido 1:50 en BSA al 3 %.  
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Finalmente, las células fueron lavadas tres veces con PBS 1X e incubadas por 1 

hora con anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a Alexa594 (dilución 1:500 

en BSA 3%). Después de tres lavados exhaustivos con PBS 1X, las células se 

montaron en portaobjetos con VECTASHIELD (Vector Laboratories, Inc.), para su 

visualización por microscopia confocal. 

Para experimentos de inmunocitoquímica con cultivos primarios de neuronas DRG, 

las células fueron fijadas con PFA al 4% en PBS, permeabilizadas (Triton X-100 al 

0,2% en PBS, 2 min), y bloqueadas (2.5% FBS y 1% gelatina, todos en PBS, 30 

min). Para la inmunodetección de TRPV1, las neuronas DRG se incubaron 

secuencialmente con anticuerpo antiTRPV1 de cabra (P19; Biotecnología de Santa 

Cruz) y un IgG anticuerpo secundario anti-cabra de pollo acoplado a Alexa Fluor 

488 (Thermo Fisher Scientific). Finalmente, las células fueron incubadas con el 

anticuerpo de conejo anti-Sig-1R (NBP1-82479; Novus Biologicals) y el anticuerpo 

secundario IgG de pollo anti-conejo Alexa Fluor 594. Los anticuerpos primarios se 

diluyeron en BSA al 3% (1: 100) y se incubaron toda la noche a 4 ° C. La incubación 

con los anticuerpos secundarios se realizó durante 1 h en diluciones de 1: 500 (BSA 

al 3%, PBS) a 4°C. En el caso de TRPA1 se utilizo el anticuerpo de conejo Anti-

TRPA1 conejo (Alomone ACC-037) diluido 1:50 en BSA al 3 % y y se incubó toda 

la noche a 4°C, mientras que el anticuerpo secundario corresponde al anticuerpo 

anti-conejo Alexa Fluor 594 incubado 1:500 por 1h a 4°C. Para el Sig-1R se utilizó 

el anticuerpo anti-Sig-1R de cabra diluido 1:100 en BSA al 3 % incubado a a 4°C 

toda la noche y Alexa Fluor 488 secundario anti-cabra diluido 1:500 incubado por 

1h a 4°C. 

La visualización de las células se llevó a cabo utilizando un microscopio de barrido 

láser confocal (LSM710 Zeiss) empleando un objetivo de inmersión en agua W Plan- 

Apochromat 63 × (NA 1.0). Las imágenes fueron analizadas utilizando el software 

ImageJ.
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5.5 Ensayos de Co-inmunoprecipitación. 

La co-inmunoprecipitación generalmente se utiliza para el análisis de las 

interacciones entre proteínas. La inmunoprecipitación se realiza mediante el uso de 

un anticuerpo específico, así, aquellas proteínas que se encuentran asociadas al 

blanco inmunoprecipitado se pueden identificar posteriormente mediante ensayos 

de Western blot. En este caso nos permitiría observar una posible interacción entre 

TRPV1 y Sig-1R. 

Los 100 µl de PGA (Perlas de agarosa con la proteína G acoplada) fueron lavadas 

3 veces con 1 ml de amortiguador de lisis 1X (tabla 2, sin complete), centrifugando 

entre cada lavado a 7500 rpm durante 3 min. Posteriormente, la PGA se incubó 2 

hr a 4°C con 1ml de amortiguador de lisis 1X adicionado con 2% de BSA (paso de 

pre-equilibración de las perlas). Finalmente, la PGA fue lavada dos veces y 

resuspendida en 100 µl de amortiguador de lisis con 1X, quedando ya lista para 

agregar a cada uno de los inmunoprecipitados. 

Pasadas 48 h de transfección, las células se lisaron para aislar la proteína total a 

utilizar en cada inmunoprecipitado; esta proteína fue pre-clarificada por 2 h a 4ºC 

con 50µl de la PGA pre-equilibrada (este paso permite eliminar el fondo que es 

generado por interacciónes de aquellas proteínas que muestran cierta afinidad a la 

PGA), el pre- clarificado se centrifugó por 3 min a 7500 rpm y se recuperó el 

sobrenadante. Los lisados pre-clarificados se incubaron con 2 µg de conejo anti-

TRPV1 (VR1 ACC- 030; Alomone Laboratories) y anticuerpos de cabra anti-Sig-1R 

(S-18; sc-22948; Santa Cruz Biotechnology) e IgG de conejo o de ratón como 

control irrelevante y se agitaron por 2 h a 4°C. Finalmente, se agregaron 20 μL de 

PGA a las muestras y se incubaron durante la noche a 4°C. 

La inmunodetección de las proteínas co-inmunoprecipitadas Sig-1R y TRPV1-ΔNH2 

se llevó a cabo con un anti-Sig-1R de cabra (S-18; Santa Cruz Biotechnology). La 

proteína obtenida de las células que co-expresan Sig-1R-GFP y TRPV1-ΔCOOH se 

co-inmunoprecipitó utilizando un anticuerpo de cabra anti-TRPV1 que se dirige 

contra un epítope localizado en el extremo N-terminal de TRPV1 (P-19; Santa 

Cruz Biotechnology). Mientras que la proteína Sig-1R-GFP co- inmunoprecipitada 
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se detectó con el anticuerpo anti-Sig-1R de conejo (NBP1- 82479; Novus 

Biologicals). Los ensayos de co-inmunoprecipitación para las interacciones entre 

Sig-1R y los dominios transmembranales (TM1–6) de TRPV1 se llevaron a cabo 

con un anticuerpo de conejo anti-TRPV1 dirigido contra un epítope extracelular del 

canal (ACC-029; Alomone Laboratories), y el anticuerpo de cabra anti Sig-1R, (S-

18; Biotecnología Santa Cruz) se utilizó para detectar al Sig-1R-GFP 

inmunoprecipitado. 

Los complejos inmunoprecipitados se lavaron tres veces con 1 ml de amortiguador 

de lisis 1X y se agitaron durante 10 min en hielo y dos veces durante 5 min con 1 

ml de PBS. Las muestras se calentaron durante 5 min en 50 μl con amortiguador 

Laemmli 1X a 95 °C. Las proteínas fueron analizadas por Western blot. 

5.6 Lisis celular. 

Las células fueron cosechadas en PBS y centrifugadas a 1600 rpm por 3 min. El 

botón celular obtenido se homogeneizó en 100µl de amortiguador de lisis 1x 

(Tabla 3). Por último, cada muestra se centrifugó a 13,500rpm durante 3 min y se 

recolectó el sobrenadante, el cual contiene las proteínas totales solubilizadas. 

 
Amortiguador de lisis 

Compuesto Concentración 5X Concentración 1X 

Tris Cl pH 8 250mM 50mM 

NaCl 5M 750mM 150mM 

Triton 5% 1% 
Tabla 2. Composición de amortiguador de lisis 5X 

 
 
 

Amortiguador de lisis 1 X 

Componente Volumen 

Amortiguador de lisis 5x 200µl 

Complete 25x (1X final) 40µl 

NaF 100mM (2.5mM final) 25µl 

H2O 735µ 

Tabla 3. Composición de amortiguador de lisis 1X 
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5.7 Cuantificación de proteínas 

Para la cuantificación de las proteínas se usó el método del ácido bicinconínico 

(BCA). El BCA es una sal sódica estable en agua capaz de formar un complejo con 

iones cuprosos (Cu1+) que en un ambiente alcalino reacciona con las proteínas 

presentes con lo que forma iones cúpricos (Cu2+) (reacción de Biuret) lo que genera 

una coloración morada (Smith, et al., 1985). Se preparó una solución de trabajo 

con 9 ml de ácido bicinconínico (B964350 Sigma-aldrich) 180 µl de CuSO4 al 4%. 

Se realizó una curva de diferentes concentraciones conocidas de albúmina sérica 

bovina (BSA) (Tabla 4), así 10 µl correspondiente a cada concentración conocida 

de BSA y de muestra problema fueron cargadas por duplicado a pozos de una caja 

de ensayo tipo ELISA, y 160µl de la solución de trabajo por pozo. Se realizó una 

incubación por 30 min a 37ºC y posteriormente se leyeron las absorbancias de 

cada muestra a una longitud de onda de 562nm por medio del lector ELx808 Bio 

Tek. 

 

Concentración Volumen 

2 µg/µl 
Stock de Albúmina Sérica 
Bovina BSA 

1.5µg/µl 
45µl del Stock de BSA + 
30µl de H2O 

 
1.0µg/µl 

30µl de 1.5 µg/µl de BSA 
+ 30µl de 

H2O 

 
0.75 µg/µl 

30µl de 1.5 µg/µl de BSA 
+ 30µl de 

H2O 

0.50 µg/µl 
30µl de 1 µg/µl de BSA + 
30µl de H2O 

 
0.25 µg/µl 

30µl de 0.50 µg/µl de 
BSA + 30µl de 
H2O 

Tabla 4. Curva patrón de BSA 
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5.8 Inmunodetección de proteínas en fase sólida (Western blot). 

Los 20 µg de proteína total fueron mezclados con amortiguador Laemmli 6X (Tabla 

5) y llevados a un volumen final máximo de 48 µl con agua. La electroforesis de 

proteínas se realizó en geles de poliacrilamida al 10% (sistema SDS-PAGE, Tabla 

6), los cuales se corrieron por 2 h con una corriente constante de 20 mA por cada 

gel a un voltaje máximo en amortiguador de corrida 1X (Tabla 7) y posteriormente 

se transfirieron a membranas de PVDF (Immobilon-P; Merck Millipore) mediante el 

uso del sistema de transferencia Hoefer Semi-Dry, las condiciones fueron 220 mA 

por 2 h. Las membranas se bloquearon con leche en polvo libre de grasa al 6% en 

PBS-T (PBS con 0.1% de Tween-20) y se incubaron durante toda la noche con el 

anticuerpo primario específico para la inmunodetección de la proteína de interés. 

Al día siguiente, las membranas fueron lavadas 3 veces con PBS-T e incubadas con 

el anticuerpo 2° acoplado a peroxidasa de rábano. Las proteínas se detectaron 

utilizando un sustrato quimioluminiscente (ECL; Amersham Pharmacia). Las placas 

se digitalizaron y procesaron con el programa ImageJ, mismo que sirvió calcular el 

valor del área de bajo de la curva para cada señal. Finalmente se realizó 

normalización de la señal de TRPV1 respecto a los niveles de GAPDH, como control 

de carga. En las tablas 8-10 se enlistan cada uno de los anticuerpos utilizados para 

la realización de los experimentos de co-inmunoprecipitación y de western blot. 

 

 
 

Componente Concentración 

4xTrisCl/SDS, pH 6.8 0.35 M 

Glicerol 30 % 

SDS 10 % 

DTT 0.6 M 

Azul de bromofenol 0.012 % 

Tabla 5. Preparación de Amortiguador de carga 6X (al mezclar con muestra problema y llevar al 

volumen final deseado la concentración de cada uno de los componentes resulta ser 1X) 
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Gel Separador 10% 

Solución Volumen utilizado 

30% acrilamida/ 0.8% bis acrilamida 7.5 mL 

4X TrisCl/SDS, pH 8.8 5.625 mL 

H2O 9.375 mL 

10% (w/v) persulfato de amonio 75 μL 

TEMED† 30 μL 

Gel concentrador 

Solución stock Volumen utilizado 

30% acrilamida/ 0.8% bis acrilamida 1.3 mL 

4X TrisCl/SDS, pH 6.8 2.5 mL 

H2O 6.1 mL 
10% (w/v) persulfato de amonio 50 μL 

TEMED 20 μL 
 

Tabla 6. Preparación de mezclas para geles de poliacrilamida (Mezcla para 2 geles) 

 
Componente Concentración final 

Tris base 0.125 M 

Glicina 0.96 M 

SDS 0.5 % 
 

             Tabla 7. Preparación de Amortiguador de corrida 5X (1X para la corrida) 
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Proteína 

 
Anticuerpo 

Peso 
(KDa) 

 
Dilución 

 
Condiciones 

 

Marca 
 
Epítope 

 

 
TRPV1 

 
 

Policlonal 
de Cabra 

 

 
95 

1:1000 
en 

leche al 
3% 
con 
PBS-T 

 
Incubar toda 
la noche a 
4ºC 

 
 

Santa 
Cruz P19 

 

 
N-terminal 

 
 

Receptor 
Sigma 1 
(SIG-1R) 

 
 

Policlonal 
de Cabra 

 

 
26 

1:1000 
en 
leche al 
3% 

con 
PBS-T 

 
Incubar toda 
la noche a 
4ºC 

 
 

Santa 
Cruz S18 

 
C-terminal 
(residuos 
140-200) 

 

 
SIG-1R 

 
 

Policlonal 
de Conejo 

 

 
26 

1:1000 
en 
leche al 
3% 

con 
PBS-T 

 
Incubar toda 
la noche a 
4ºC 

 

NBP1- 
82479; 
Novus 
Biologicals 

 

 
N-Terminal 

 

GAPDH 

 
Monoclonal 
de Conejo 

 

36 
1:5000 
en 
PBS-T 

Incubar toda 
la noche a 
4ºC 

 

Cell 
signaling 
14C10 

 

C-terminal 

Tabla 8 Anticuerpos primarios 
 

 
Proteína Anticuerpo Epitope 

TRPV1 Policlonal de Conejo 

(Alomone Labs ACC-030) 

C-Terminal 

TRPV1 Policlonal de Cabra 

(Santa Cruz, P19) 

N-terminal 

TRPV1 Policlonal de Conejo 

(Alomone Labs ACC-029) 

Epitope extracelular 

GFP Policlonal de conejo 

(Sigma-Aldrich G1544) 

N-terminal 

Tabla 9 Anticuerpos Primarios para ensayos de co-inmunoprecipitación 
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Tabla 10 Anticuerpos secundarios 

 

5.9 Ensayos de conducta de dolor 

Estos ensayos de conducta de dolor consisten en aplicar intradérmicamente en la 

extremidad de un animal una solución que contiene un agente químico que causa 

dolor, y evaluar el tiempo acumulado de lamido de la extremidad afectada durante 

10 min. Los experimentos se realizaron utilizando ratones hembra embarazadas (15 

días de gestación) y hembras no embarazadas de la cepa C57BL/6J. 

Los ratones se colocaron en cajas individuales 1 h antes del experimento, esto con 

el fin de lograr la adaptación a las condiciones experimentales. Se preparó una 

solución de 20 μg/μL de capsaicina en etanol, de la cual se realizó una dilución de 

0.28 μg/μL de capsaicina en solución salina. Adicionalmente se preparó una 

solución control, que consiste en una mezcla de etanol al 1.4% (vehículo de la 

capsaicina) en solución salina. 

Los animales fueron inyectados en su extremidad delantera derecha con 10 μL de 

la solución de capsaicina diluida 0.28 μg/μL o con 10 μL de la solución control. La 

inyección se realizó mediante el uso de jeringas para insulina (31G x 6mm). El 

comportamiento de lamido de pata, como reflejo de dolor agudo, se midió como el 

tiempo acumulado de lamido durante 10 min. 

 

 

 

 
Inmunoglobulina 

 
Dilución 

Condición 
en 
amortigua
dor 

Condiciones 
de incubación 

 
Marca 

 
Anti Cabra-HRP 

 
1:5000 

Leche al 
3% 
en PBS-T 

1 hr a 
temperatura 
ambiente 

Santa Cruz 

 

Anti Conejo-HRP 
 

1:7500 
Leche al 
3% 
en PBS-T 

1 hr a 

temperatura 
ambiente 

GE Healthcare 
life Sciences 

 
Anti Ratón-HRP 

 
1:5000 

 
En PBS-T 

1 hr a 
temperatura 
ambiente 

GE Healthcare 
life Sciences 



34 
 

5.10 Tratamientos con siRNA 

Las células se co-transfectaron con 50 ng de plásmido pcDNA3.1/rTRPV1 y 75 pmol 

de siRNA específico para Sig-1R (SASI_Hs01_00189688 prediseñado) o con un 

siRNA sin especificidad (scramble) como control negativo (siRNA Control Negativo 

Universal # 1; Sigma- Aldrich). A las 48 h después de la transfección, las células 

se cosecharon para el aislamiento y cuantificación de proteínas y posteriormente 

analizar por WB la eficiencia de disminución en la expresión de Sig- 1R. 

 

5.11 Tratamientos con P4 y RU 

Los tratamientos con P4, P4+BSA y RU (antagonista de los receptores nucleares 

de progesterona A y B) fueron hechos a una concentración de 25μM por 24hrs en 

células HEK293 transfectadas con rTRPV1. Finalmente, las células se lisaron para 

obtener proteína total para su análisis por Western blot para la inmunodetección 

de la proteína TRPV1. 

 
5.12 RT-PCR 

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se aisló el RNA total con TRIzol 

(Invitrogen) de DRG’s y de células HEK293. El RT-PCR se llevó a cabo de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante utilizando 2.5 μg de RNA total, 100 ng de random 

primers y 200 U de SuperScript III (Invitrogen). La PCR se llevó a cabo con 5 μL de 

DNAc, 30 pmol de cada primer y 2.5 U Taq DNA polimerasa (Invitrogen). Las 

condiciones de la PCR fueron las siguientes: una etapa de desnaturalización inicial 

a 95°C durante 5 min seguida de 30 ciclos de reacción, luego una etapa de 

desnaturalización a 95°C durante 30 s, alineación durante 30 s y por último 

elongación durante 45 s a 72°C. Los pares de oligonucleótidos y temperaturas de 

alineamiento utilizadas para la amplificación de cada blanco están especificados en 

la tabla 11. 
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mRNA blanco/Número de acceso 

en el GenBank 
Secuencia del primer Tamaño 

(PB) 

Temperatura 

de 

alineamiento 
Receptores de progesterona 

 
Receptor de Progesterona 

Homo sapiens (PGR) variante 2, 

NM_000926 

 
Receptor de progesterona Homo 

sapiens (PGR) variante 1. 

NM_001202474 

 

Receptor de Progesterona Mus 

musculus (Pgr), NM_008829 

 
 

 
Sentido: 

5′-CTGGAGTGCATCCTGTACAAA-3′ 

 
Antisentido: 

5′-TACAGCTCCCACAGGTAAGGA-3′ 

 
 
 
 

369-371 

 
 
 
 

60°C 

Receptores de Progestina y 

adiponectina Q miembro de la 

familia 7 

 
Receptores Progestina de y 

adiponectina Q Homo sapiens 

miembro de la familia 7 

(PAQR7or mPRα). NM_178422 

 

Receptores Progestina de y 

adiponectina Q Mus musculus 

miembro de la familia VII (Paqr7 

or mPrα), NM_027995 

 
 

 
Sentido: 

5′-TTCTGGAAGCCGTACATCTAT-3′ 

 
Antisentido: 

5′-GAAGAAGAAGCTGTAATGCCA-3 

 
 
 
 
 

296-297 

 
 
 
 
 

57°C 

Receptores de Progestina y 

adiponectina Q miembro de la 

familia 5 

 
Receptores Progestina de y 

adiponectina Q Homo sapiens 

miembro de la familia 5 

(PAQR5 or mPR γ). 

NM_001104554 

 
Receptores Progestina de y 

adiponectina Q Mus musculus 

miembro de la familia V (PAQR5 

or mPR γ), NM _028748 

 
Sentido: 

5′-TGAGACTCTCAACATTTGGAC-3′ 

 
Antisentido: 

5′-CAAGAAACCTGGAGTAGCAGG-3′ 

 
 

 
380 

 
 

 
55°C 

Receptores de Progestina y 

adiponectina Q miembro de la 

familia 9 

 
Receptores Progestina de y 

adiponectina Q Homo sapiens 

miembro de la familia 9 

(PAQR9 or mPRε). NM_198504 

 
 
 

Sentido: 

5′-CCTTCTTCAACGTGAGCAAGA-3′ 

 
Antisentido: 

5′-AGGAACTTCCTGATTACCAGC-3′ 

 
 
 
 

241 

 
 
 
 

57°C 
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Receptores Progestina de y 

adiponectina Q Mus musculus 

miembro de la familia IX (Paqr9 o 

mPRε), NM _198414 

   

Componente 1 de Receptores 

de progesterona de Membrana 

   

Componente 1 de Receptores de 

progesterona de Membrana de 

Homo sapiens (PGRMC1) 

variante 1 NM_006667 

 

 
Sentido: 

5′-ATACTCATGGCCATCAACGGC-3′ 

 
 

 
246 

 
 

 
56°C 

Componente 1 de Receptores de 

progesterona de Membrana de 

Mus musculus (Pgrmc1) 

NM_016783 

Antisentido: 

5′-CAGTTTGCCCACGTGATGATA-3′ 

  

Componente 2 de Receptores 

de progesterona de Membrana 

   

Componente 2 de Receptores de 

progesterona de Membrana de 

Homo sapiens (PGRMC2) 

Sentido: 

5′-GGTCAATGGGAAAGTCTTCGA-3′ 

 

 
233-243 

 

 
50°C 

variante 1 NM_006320    

Componente 1 de Receptores de 

progesterona de Membrana de 

Antisentido: 

5′-GTCTGCCTACATAATCATATT-3′ 

  

Mus musculus (Pgrmc2) 

NM_027558 

   

 

Tabla 11 Secuencia de primer utilizados para determinar los receptores de progesterona vía RT- 

PCR 
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6. Resultados: 

6.1 Estandarización del anticuerpo policlonal de cabra para TRPV1. 

La estandarización del anticuerpo policlonal de TRPV1 obtenido de cabra (Santa 

Cruz (P19)) se realizó a partir de extractos proteícos de células HEK293 

transfectadas con TRPV1 (100ng) y como control de especificidad se usaron 

extractos de células sin transfectar. El anticuerpo primario de TRPV1 (P-19) se 

diluyó a una concentración 1:1000 en leche al 3%. En la figura 7 se muestra la 

inmunodetección de TRPV1 como una banda a la altura de 95 kDa, obsérvese que 

en células sin expresión del canal TRPV1, la señal es nula (STF, carril izquierdo). 

La estandarización del anticuerpo de TRPV1 permitió la inmunodetección de la 

proteína en experimentos posteriores. 

 

 

 

 
 

Figura 7. Inmunodetección de TRPV1 en extractos proteicos totales. En la parte superior 

izquierda se muestra la ausencia del canal rTRPV1 en las células sin transfectar, mientras que la 

parte superior derecha se muestra al canal rTRPV1 en las células transfectadas. En la parte inferior 

se muestra a actina como control de carga. 
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6.2 Alteraciones en la expresión del Sig-1R modifican los niveles proteícos del 

canal TRPV1. 

Previamente se había reportado que ratones transgénicos que carecen de la 

expresión del Sig-1R (Sig-1R-/-) muestran reducción en la hipersensibilidad 

mecánica inducida por capsaicina (Entrena et al., 2009). Como ese trabajo no 

mostró el mecanismo molecular que explique este efecto, nosotros nos 

propusimos elucidarlo. 

Como primer acercamiento, realizamos experimentos de disminución de los 

niveles proteícos del Sig-1R (knockdown) en la línea celular HEK293 y 

preguntamos cuál sería el posible efecto sobre los niveles de los canales TRPV1. 

Para ello, células HEK293 fueron transfectadas con un pequeño RNA interferente 

(siRNA) específico para la secuencia del transcrito de Sig-1R y 48 h pos-

transfección las células fueron cosechadas y lisadas para evaluar los cambios a 

nivel de proteína total del Sig-1R. La figura 8 muestra que 48 horas después de la 

transfección, los niveles de proteína Sig-1R disminuyeron un 55.2% por efecto del 

siRNA, en comparación con las células transfectadas con el siRNA control. 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Descenso en los niveles de expresión de Sig-1R por efecto del siRNA específico de 

Sig-1R. Células HEK 293 transfectadas con el siRNA control (Ctr) o con siRNA especifico de Sig-

1R. 48 h después de la transfección se aislaron las proteínas totales para la inmunodetección de 

Sig-1R. La inmunodetección de GAPDH se realizó como control de carga. Los gráficos muestran la 

señal de la densitometría de Sig-1R normalizada con el control de carga. Las células transfectadas 

con el siRNA específico mostraron un 44+8.2% de expresión del Sig-1R en comparación del 100% 

de expresión de Sig-1R en las células transfectadas con el siRNA control. n =4, t-student, *p<0.05 

 
 
 

 

 

P=0.026 
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Una vez validada la disminución de los niveles proteícos del Sig-1R mediante el 

uso del siRNA específico, se procedió a realizar experimentos de co-transfección 

de los siRNA y del vector que expresa al canal TRPV1 (pcDNA3.1+TRPV1), 

observándose a la par una disminución del 55% del Sig-1R y 39.5 % de TRPV1 en 

comparación con las células co-transfectadas con pcDNA3.1+TRPV1 y siRNA 

control, 

(figura 9). 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 9. Descenso en los niveles de los niveles proteícos de TRPV1 por efecto del siRNA 

específico de Sig-1R. La inmunodetección de TRPV1 en extractos proteicos totales de células co-

transfecctadas con siRNA-Sig-1R y el vector pcDNA3.1+TRPV1 muestran un 53+9 % de expresión 

del canal TRPV1 con respecto al 100% e expresión del canal en las células co-transfectadas con el 

siRNA control, *p<0.05. 

 

Por lo tanto, la disminución en la expresión del Sig-1R mediante el uso de un siRNA 

especifico trae como consecuencia una disminución en los niveles de proteína 

total del canal TRPV1. 

 
6.3 Tratamientos con progesterona generan una disminución en los niveles 

de TRPV1. 

Con los resultados anteriores se demostró que el knockdown de Sig-1R genera un 

descenso en los niveles proteícos del canal TRPV1, por lo tanto, nos preguntamos 

sí algún antagonista endógeno del Sig-1R, como la progesterona, podría afectar la 

los niveles proteícos del canal TRPV1 de manera dependiente del Sig-1R. Para 

ello células HEK293 con expresión transitoria de TRPV1 fueron tratadas con 25µM 

de P4 por 24 h y posteriormente se evaluó si existían cambios a nivel de proteína 

total del canal TRPV1 por efecto del tratamiento. El tratamiento con progesterona 

causó un descenso de aproximadamente el 60% en los niveles proteícos del TRPV1 

en comparación de las células control (Figura 10). 

P=0.026 
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Figura 10. Disminución en la proteína total del canal TRPV1 en células tratadas con 
progesterona (P4). Los niveles de proteína total TRPV1 en las células control y células tratadas 
con 25 μM de progesterona durante 24 h, fueron analizados por Western blot (panel superior, 
izquierda). La inmunodetección de GAPDH se usó como control de carga (panel inferior, izquierda). 
Los niveles de proteína TRPV1 normalizados de las células tratadas con P4 con respecto al control 
fueron del 37 ± 25%, n=3, *p<0.05, t-student. 

 
 

6.4 Progesterona modifica los niveles proteícos de TRPV1 de manera independiente a 

sus receptores clásicos 

La progesterona es un esteroide que principalmente ejerce sus efectos por medio 

de sus receptores nucleares clásicos y receptores de membrana. Es por ello que 

fue esencial determinar sí el efecto de este esteroide sobre el canal TRPV1 era 

mediado a través de estos receptores. 

En primer lugar, se evaluó la expresión de los receptores a progesterona en los 

sistemas biológicos usados en este trabajo, células HEK293 y ganglios de la raíz 

dorsal (DRG) de ratón. Por medio de ensayos de RT-PCR convencional no se 

detectaron los mRNA para los receptores nucleares a progesterona nuclear A y B 

(PR A/B) (Figura 11). Otra posible explicación de los efectos de P4 en los niveles 

proteícos de TRPV1 podría ser a través de la activación de receptores de 

membrana plasmática de P4, como los receptores de membrana α, γ, δ y ε o por 

los componentes de membrana del receptor de P4 1 y 2 (PGRMC1 y PGRMC2). 

Los ensayos de RT- PCR muestran claramente que mPRα, mPRγ, PGRMC1 y 

PGRMC2 se expresan en DRG y HEK293, mientras que mPRε se expresa solo en 

células HEK293. Estos resultados implican que al menos cuatro de los cinco 

receptores de membrana analizados podrían estar potencialmente implicados en 

los efectos de P4 sobre el canal TRPV1 (Figura 11). 
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pb 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11. Experimentos de RT-PCR para la detección de receptores a progesterona. Se aisló 
RNA total de DRG de ratón y de células HEK293 para analizar la expresión de RNAm del receptor de 
progesterona nuclear A/B y de los receptores de progesterona de membrana mPRα, mPRε mPRγ, 
PGRMC1 y PGRMC2. Los carriles son los siguientes: marcadores de DNA MW; +, control positivo 
RNA total de oviductos de ratones se utilizó como un control positivo de la expresión de RNAm de 
PR A/B (391 pb), mPRα (296 pb), mPRe (241 pb), mPRγ (380 pb), PGRMC1 (246 pb) y PGRMC2 
(240 pb); el RNA total de la línea celular CHO se usó como control positivo de expresión para mPRε; 
amplificación de actina (700 pb) como control positivo de expresión de RNAm; 
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Para descartar por completo los efectos de P4 por medio de este tipo de receptores, 

utilizamos un antagonista de los receptores nucleares A/B de progesterona, el 

compuesto sintético RU486 (RU) a una concentración de 25μM y determinamos si 

revertía los efectos negativos de P4 sobre los niveles de proteína TRPV1. Si los 

efectos de P4 en los niveles proteícos de TRPV1 se debían a la activación de los 

receptores nucleares, la inhibición de estos receptores debería revertir el proceso 

en la disminución del canal TRPV1. Inesperadamente, los resultados mostraron 

que la incubación con 25 μM de RU solo o junto con 25 μM P4 durante 24 hr no 

contrarrestó los efectos negativos de P4 sobre el canal TRPV1, por el contrario, 

redujo aún más los niveles de proteína TRPV1 total (73.5 ± 13.5% y 54 ± 8% para 

P4+RU y RU, respectivamente) como se muestra en la figura 12. Por lo tanto, 

estos experimentos demuestran que la vía de señalización clásica de la 

progesterona mediante sus receptores nucleares no está participando en la 

regulación negativa de la progesterona sobre el canal TRPV1. 

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. El antagonismo de los receptores nucleares a progesterona nuclear no restablece 

los niveles del canal TRPV1. La proteína total de las células de control y de las células tratadas 

con 25 μM de progesterona + 25 μM de RU486 (RU) o 25 μM de RU486 se analizaron por Western 

blot. El panel de la derecha muestra la inmunodetección TRPV1 (superior) y GAPDH (inferior). El 

porcentaje de la proteína total de TRPV1 normalizados de las células tratadas con P4 + RU con 

respecto al control fueron del 27 ± 14% y de las células tratadas con RU fueron del 46 ± 8%. ** 

p<0.01; t-student. 
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Otra explicación de los efectos de P4 sobre los niveles proteícos de TRPV1 podría 

ser la activación de los receptores de membrana plasmática de P4, como los 

receptores de membrana α, γ, δ y  o los componentes de membrana del receptor 

a progesterona 1 y 2 (PGRMC1 y PGRMC2). Por RT-PCR nosotros determinamos 

que los receptores mPRα, mPRγ, PGRMC1 y PGRMC2 se expresan en células 

DRG y HEK293, mientras que mPRε se expresa solo en células HEK293 (figura11). 

Estos resultados implican que al menos cuatro de los cinco receptores de 

membrana analizados podrían estar participando en los efectos de P4 sobre el 

canal TRPV1. Probamos esta posibilidad utilizando una P4 acoplada a albúmina 

sérica bovina (P4-BSA), este compuesto es impermeable a la membrana 

plasmática, por lo tanto, los posibles efectos de esta progesterona impermeable solo 

podrían llevarse a cabo por medio de receptores localizados en la membrana 

plasmática. Como se muestra en la figura 13, el tratamiento durante 24 horas con 

25 μM de P4-BSA en células HEK293 no produjo cambios en los niveles de proteína 

TRPV1 total, por lo tanto, se excluye la participación de los receptores a 

progesterona de membrana en la regulación a la baja del nivel de proteína TRPV1, 

quedando como única posibilidad que P4 ejerce estos efectos por medio del Sig-

1R. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 13. Los niveles de proteína de TRPV1 no se ven afectados por la progesterona 
impermeable a la membrana (P4-BSA). La proteína total de TRPV1 se obtuvo de células de 
control y células tratadas durante 24 h con progesterona 25 μM acoplada a BSA (P4-BSA). 
(Izquierda) Se muestra un experimento representativo de inmunodetección de TRPV1 y GAPDH 
(control de carga). El nivel de proteína TRPV1 de células tratadas con P4-BSA fue 120 ± 13%. 
(Derecha) Los datos se representan como media ± SEM de tres experimentos independientes; ns, 
no estadísticamente significativo. 
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6.5 La nocicepción dependiente de TRPV1 disminuye en ratones hembras gestantes 

La posible repercusión fisiológica de la disminución de la proteína total del canal 

TRPV1 por efecto de la progesterona, se abordó usando ratones en un estado 

fisiológico donde la progesterona se encuentra altamente elevada, el embarazo. 

Se ha reportado que durante la etapa de embarazo hay un incremento en los 

niveles de progesterona (P4) en las hembras (Holinka et al., 1979) a su vez 

aumentan los umbrales de dolor en las hembras aumentan durante este periodo 

(Dawson-Basoa y Gintzler, 1998; Dawson-Basoa y Gintzler, 1996) Además, que 

durante este estado fisiológico, los agonistas de Sig-1R no pueden interactuar con 

Sig-1R ya que P4 compite por el sitio de unión de este receptor (Maurice et al., 

1996). 

Por esta razón se procedió a la realización de ensayos de conducta en ratones 

hembra gestantes (de 15 días de gestación) y ratones hembras no gestantess de 

la cepa C57BL/6J a las cuales se les inyecto 2.8µg de capsaicina en la pata 

delantera y se midió el tiempo de lamido acumulado por 10 min. 

Como se puede observar en la gráfica (figura 14) las hembras embarazadas tienen 

una respuesta menor de dolor al estímulo de capsaicina (24.07 ± 1.318 s) en 

comparación a las hembras no embarazadas (43.09 ± 1.6 s). Esto se debe a que 

en las hembras embarazadas Sig-1R se encuentra bloqueado por los altos niveles 

de progesterona, lo cual podría estar causando una regulación negativa sobre el 

canal TRPV1. 
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Figura 14. Disminución del dolor mediado por el canal TRPV1 en hembras embarazadas. 
Los dos primeros grupos fueron inyectados intradérmicamente en la extremidad delantera con 
solución control: etanol al 1.4 % (vehículo de capsaicina) en solución salina (SS). Ambos 
grupos mostraron muy poca respuesta dolorosa ante la SS: no embarazadas = 6.4±1.72 s 
(n=10) y embarazadas = 3.4±1.18 s (n=14). El tercer y cuarto grupo fueron inyectadas con 
capsaicina (2.8µg), hembras no embarazadas = 43.09 ± 1.6 s (n=11) y embarazadas = 24.07 ± 
1.3 s n=15) ***P<0.05. 
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6.6 TRPV1 y Sig-1R co-localizan en el retículo endoplasmático de las células HEK293 

Para determinar en qué compartimentos celulares específicos podrían estar 

interaccionando Sig-1R y TRPV1, se evaluó si ambas proteínas estaban presentes 

en el retículo endoplásmico, para ello exploramos la colocalización de ambas 

proteínas con calnexina. La figura 15A muestra que las proteínas marcadas con 

TRPV1-mCherry (panel 1) y Sig-1R-GFP (panel 2) colocalizan (panel 4) en la 

región marcada con calnexina (panel 3). También fue importante determinar, sí 

ambas proteínas colocalizaban en la región de la membrana plasmática. Para ello 

se realizó el marcaje de la membrana plasmática con una molécula anfipática 

fluorescente (CellMask Deep Red label, molecular probes). La figura 15B muestra 

que Sig-1R y TRPV1 no co-localizan predominantemente en la membrana 

plasmática (panel 4), aunque TRPV1 está altamente enriquecido en esta 

estructura celular, como se muestra por la señal púrpura que representa el 

traslape de la señal fluorescente entre TRPV1 y la señal de la membrana. 

plasmática (panel 4). 

Figura 15. Co-localización de TRPV1 y Sig-1R en células HEK293 mediante microscopía 
confocal. (A) Los paneles 1 y 2 muestran las señales detectadas para las proteínas TRPV1-mCherry 
(1, rojo) y Sig-1R-GFP (2, verde). El panel 3 muestra la inmudetección de calnexina, (marca del 
retículo) por anticuerpos anti-calnexina de conejo y Cy5 anti-conejo (azul). La co-localización de 
TRPV1 y Sig-1R con calnexina, se muestra en el panel 4 (la flecha indica la fusión en blanco). (B) 
Panel 1, TRPV1- mCherry (rojo) y panel 2 Sig-1R-GFP (verde). El panel 3 muestra el marcaje de la 
membrana plasmática marcada con CellMask Deep Red (azul). El panel 4 se muestra la imagen de 
la co-localización de TRPV1 en púrpura en la membrana plasmática. La barra blanca indica la escala 
10 µm. 

A) 

B) 
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6.7 Sig-1R y TRPV1 colocalizan en neuronas DRG 

Adicionalmente, se evaluó si TRPV1 y Sig-1R co-localizaban en el sistema de 

expresión endógeno del canal TRPV1, las neuronas DRG. Esto se realizó con el fin 

de evaluar si la interacción de estas dos proteínas se lleva a cabo endógenamente. 

Para la inmunodetección de las proteínas individuales se realizó mediante el uso de 

anticuerpos primarios específicos anti-TRPV1 (P-19) y anti-Sig-1R (NBP1-82479). 

Las imágenes en la figura 16 confirman que ambas proteínas co-localizan en 

neuronas del ganglio de la raíz dorsal. 

 
 
 

 
Figura 16. Co-localización de TRPV1 y Sig-1R en neuronas DRG de ratón. Inmunodetección 
TRPV1 con anti-TRPV1 de cabra y anticuerpos secundarios anti-cabra Alexa Fluor 488 (verde, panel 
1) e inmunodetección Sig-1R con anticuerpos anti-Sig-1R de conejo y Alexa Fluor 594 secundario 
anti-conejo (rojo, panel 2). Merge (amarillo, panel 3) muestra la co-localización de ambas proteínas. 
(barra de Escala: 10 μm). 

 
 
 

 
6.8 Antagonistas de Sig-1R interrumpen la interacción entre Sig-1R y TRPV1 

Se ha reportado que los antagonistas de Sig-1R fortalecen la interacción de este 

receptor con otra proteína residente del retículo endoplásmico llamada BiP (proteína 

de unión a inmunoglobulina) (Hayashi & Su, 2007). Esta genera un bloqueo o 

inhibición en la actividad de chaperona Sig-1R por lo cual no puede asistir en el 

plegamiento de sus proteínas blanco (Hayashi & Su, 2007; Ortega-Roldan et al., 

2013).  
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Aunado a los ensayos de microscopia confocal que mostraron que ambas 

proteínas muestran una co-localización en el ER, esta asociación proteica fue 

observada en ensayos de co-inmunoprecipitación. Por lo tanto, ahora nos 

preguntamos si el uso de antagonistas sínteticos (BD1063) o endógenos (P4) 

podrían inhibir la asociación entre estas dos proteínas. 

Los ensayos de co-inmunoprecipitación entre TRPV1 y Sig-1R en células tratadas 

con los antagonistas de Sig-1R, BD1063 o P4 (25µM), mostraron que la asociación 

de ambas proteínas disminuye, en comparación con las células control sin 

tratamiento (figura 17). Por lo tanto, los antagonistas de Sig-1R disminuyen la 

interacción con TRPV1. 

 
 

Figura 17. Disminución en la interacción entre Sig-1R y TRPV1 por efecto de antagonistas de 

Sig-1R. (Arriba) La inmunoprecipitación se llevó a cabo con el anticuerpo TRPV1 y extractos de 

proteína total de células células HEK293 co-expresando TRPV1 y Sig-1R, en condiciones control 

(Ctr, izquierda arriba) y tratadas con BD1063 (derecha, arriba). La co-inmunoprecipitación se llevó 

a cabo con el anticuerpo TRPV1 para la proteína total de las células de control (Ctr, izquierda, 

abajo) y las células tratadas con P4 (derecha, abajo). Se determinaron las diferencias en la señal 

correspondiente al Sig-1R co-inmunoprecipitado entre las células tratadas con respecto a las 

células control (Ctr) (n=3). 



49 
 

6.9 Inmunodetección de distintas construcciones de DNA del canal TRPV1 

Anteriormente habíamos demostrado que al sobre expresar TRPV1 y Sig-1R e 

inmunoprecipitar a cualquiera de estas proteínas, ocurría una interacción entre 

ambas proteínas (Ortíz, M 2018) y que los inmunoprecipitados realizados con 

extractos de proteína total de las células tratadas con distintos antagonistas de 

Sig- 1R (BD1063 o P4) muestran una disminución en la interacción entre TRPV1 y 

Sig- 1R. Estas evidencias sugieren que Sig-1R puede asociarse con TRPV1 en 

una interacción proteína-proteína y que esta interacción regula la abundancia de 

TRPV1 en la membrana. 

Con estas evidencias, decidimos determinar qué región del canal TRPV1 es 

determinante para la interacción con Sig-1R. Para ello, se realizaron 

construcciones de DNA en las que se eliminó el amino o carboxilo terminal de 

TRPV1, así mismo también se realizó una construcción que presentara solamente 

los dominios transmembranales de TRPV1. Para comprobar que las 

construcciones fueran adecuadas se analizaron a través de Western Blot. En la 

figura 18 en el primer recuadro se muestra la señal para la construcción de TRPV1 

que carece del amino terminal, observándose como una banda de 

aproximadamente 58kDa, (para la inmunodetección de este canal sin amino 

terminal se utilizó un anticuerpo de conejo anti-TRPV1, que reconoce un epítope 

localizado en el extremo C-terminal de TRPV1). En el panel medio se muestra la 

señal para la construcción carente del carboxilo terminal con un peso de alrededor 

de 77kDa (para esta construcción se utilizó un anticuerpo de cabra anti-TRPV1 

que reconoce un epítope localizado en el extremo N-terminal de TRPV1). Mientras 

que en el último panel se muestra la señal de la construcción de TRPV1 con sus 

segmentos transmembranales únicamente, es decir carece tanto del amino como 

del carboxilo terminal y su detección fue posible utilizando un anticuerpo de conejo 

anti-TRPV1 que reconoce un epítope localizado en un asa extracelular, esta 

construcción tiene un peso alrededor de 28 kDa. 



50 
 

 

 
 
 
 

 

 

 
Figura 18. Diferentes construcciones de TRPV1. El análisis por Western blot de las distintas 
construcciones del canal TRPV1 muestra las bandas correspondientes a los tamaños esperados: 
TRPV1-ΔNH2 (58 kDa, izquierda), TRPV1-ΔCOOH (77 kDa, centro) y TRPV1-TM1-6 (28 kDa, 
Derecha). 
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6.10 Sig-1R interacciona con los dominios transmembranales de TRPV1 

Las construcciones de DNA con eliminaciones de segmentos del canal TRPV1, 

fueron utilizadas para determinar con cuál de ellas se perdía o mantenía la 

interacción con Sig-1R. Para ello, se inmunoprecipitó a las diferentes construcciones 

de TRPV1 (utilizando su debido anticuerpo) y se realizó el WB para detectar a Sig- 

1R-GFP. Como se muestra en la figura 19, Sig-1R co- inmunoprecipita con todas 

las construcciones. Esto nos indica que al eliminar los extremos amino y carboxilo 

del canal TRPV1, el receptor Sig-1R sigue interaccionando con el canal por medio 

de los segmentos transmembranales. 

 

Figura 19. Ensayos de co-inmunoprecipitación de diferentes construcciones del canal TRPV1 
con Sig-1R-GFP. Co-inmunoprecipitación de las construcciones de las deleciones de TRPV1-ΔNH2 
(Superior), TRPV1-ΔCOOH (Medio) y de los dominios transmembranales TM1-6 solamente (Inferior) 
con Sig-1R. Cada construcción de deleción de TRPV1 se inmunoprecipitó usando un anticuerpo 
específico contra un epítope específico del segmento para la posterior inmuno detección del Sig-
1R-GFP coinmunoprecipitado. 
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6.11 Co-localización de Sig-1R con el canal TRPA1 

En este trabajo hemos demostrado que TRPV1 y Sig-1R son dos proteínas que 

interactúan de forma directa y que la actividad de Sig-1R repercute sobre el canal 

TRPV1, por lo tanto, nos preguntamos si otro canal de la familia TRP también 

interactúa con Sig-1R, en este caso el canal TRPA1. Para ello realizamos 

experimentos de co-transfección del canal TRPA1 con el receptor Sig-1R fusionado 

a GFP en células HEK293. 48 hr pos-transfección las células fueron fijadas y usadas 

para la realización de la inmunocitoquimica del canal TRPA1, mediante el uso de un 

anticuerpo primario que reconoce un epítope extracelular (Alomone, ACC-037). 

Posteriormente la incubación con un anticuerpo secundario Alexa 594, permitió la 

visualización del canal TRPA1 en el canal rojo y al Sig-1R en verde debido a que 

está fusionado a GFP. Por microscopía confocal se observó que TRPA1 y Sig-1R- 

GFP, co-localizan en el sistema de expresión heteróloga como se puede observar 

en el merge. 

 

Figura 20. Colocalización de TRPA1 y Sig-1R en células HEK293 mediante microscopía 
confocal. Sig-1R-GFP (Panel 1), Inmunodetección TRPA1 con anti-TRPV1 de conejo y 
anticuerpos secundarios anticonejo Alexa Fluor 594 (rojo, panel 2). Merge (panel 3). 

 

 
También se evaluó por medio de microscopía confocal si TRPA1 y Sig-1R co- 

localizan en las neuronas de los ganglios de la raíz dorsal (DRG), el sistema 

biológico donde ambas proteínas no están sobre expresadas. Los datos obtenidos 

muestran que también en las neuronas DRG el canal TRPA1 y el Sig-1R co- 

localizan, en regiones intracelulares (figura 21). 
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Figura 21. Co-localización de TRPA1 y Sig-1R en cultivos primarios de neuronas DRG de 

ratón. Inmunodetección TRPA1 con anti-TRPA1 de conejo y anticuerpos secundarios anti-conejo 

Alexa Fluor 594 (rojo, panel 1) e inmunodetección Sig-1R con anticuerpos anti-Sig-1R de cabra y 

Alexa Fluor 488 secundario anti-cabra (verde, panel 2). Merge (amarillo, panel 3) muestra la co- 

localización de ambas proteínas. 
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7. Discusión 

La detección de estímulos ambientales que resultarían ser nocivos para cualquier 

ser vivo, requiere de sistemas celulares que puedan responder de manera 

adecuada y evitar el daño. En particular, los mamíferos contamos con un sistema 

de neuronas sensoriales que transmiten estas señales de forma altamente eficiente 

(Hille, 2001). La eficiencia de estas neuronas, está dada por la especializada 

maquinaria molecular con la que cuentan, destacándose una gran diversidad de 

canales iónicos, entre ellos el canal TRPV1, un miembro de la subfamilia vaniloide 

que forma parte de la gran familia de canales TRP (Caterina et al., 1997), canales 

de carácter polimodal ya que pueden ser activados por diferentes vías (Revisado en 

Morales-Lázaro S, et al. 2013). En particular, la activación del canal TRPV1, está 

estrechamente relacionada con la producción de dolor agudo, por efecto de algunas 

toxinas y en el dolor crónico como la neuropatía diabética, el síndrome de colon 

irritable, la artritis y el dolor en ciertos tipos de cáncer como el óseo (Nilius & 

Flockerzi, 2014). 

El dolor es uno de los problemas médicos más comunes, pero a pesar de su 

prevalencia, muchas personas todavía sufren de dolor no aliviado o poco tratado. Y 

aunque los esfuerzos de la ciencia básica y la investigación clínica para prevenir o 

disminuir el dolor, sigue prevaleciendo su manejo inadecuado. Por lo tanto, sigue 

siendo un desafío clínico y sobre todo científico, encontrar los blancos moleculares 

precisos para combatir la respuesta de dolor. Por lo mismo, existe la necesidad de 

nuevos medicamentos, con nuevos mecanismos de acción, que podrían aumentar 

la eficacia de las terapias existentes y reducir sus efectos no deseados (Turk et al., 

2011). Por ende, el canal TRPV1 se ha vuelto un blanco molecular importante en 

el tratamiento del dolor, y diversas investigaciones están enfocadas en la 

búsqueda de antagonistas que inhiban la actividad de este canal para generar un 

descenso en la respuesta al dolor. Interesantemente, otro mecanismo de 

regulación de este canal, es por medio de cambios en la cantidad de proteína 

TRPV1 presente en la membrana plasmática, lo cual en gran medida depende de 

interacciones con algunas proteínas que favorecen su adecuada localización, por lo 

que la elucidación de nuevas proteínas intracelulares que interaccionan con TRPV1 
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y las vías moleculares implicadas para regular a este canal, resultan ser de gran 

potencial para entender las diferentes formas de modular la función/expresión de 

este canal. 

Una de las interacciones primordiales de cualquier proteína que le confiere un 

plegamiento, estabilidad y tráfico intracelular adecuado, es lo que sucede con 

proteínas chaperonas (Ellis RJ, 2006). En particular, en las neuronas sensoriales 

se ha reportado que existe una chaperona que participa de manera importante en 

el proceso de la nocicepción, ya que regula la función/expresión de algunos 

canales iónicos; esta chaperona es el receptor sigma 1 (Sig-1R). Este receptor se 

activa en condiciones de estrés o por medio de ligandos que funcionan como 

agonistas (Bangaru et al., 2013; Bae et al., 2009; Entrena et al., 2009), 

favoreciendo la respuesta de dolor, mientras que los antagonistas de Sig-1R, 

disminuyen o previenen dicha respuesta, por ello, al igual que el canal TRPV1, 

Sig-1R es considerado un blanco terapéutico en el campo de la analgesia (Cobos 

et al., 2008; Zamanillo et al., 2013; Kwon et al., 2009; Romero et al., 2012). 

Por todo lo anterior, en los últimos años la chaperona Sig-1R se ha vuelto 

importante para tratar patologías que involucran dolor crónico (Cobos et al., 2008; 

Zamanillo et al., 2013) y en este trabajo se exploró si TRPV1 podría ser regulado 

por este receptor, ya que estudios previos mostraban cierta relación. En primer 

lugar, ratones transgénicos, que carecen de la expresión de Sig-1R, muestran 

menor hipersensibilidad mecánica en presencia del agonista de TRPV1, la 

capsaicina, en comparación con los animales de tipo silvestre (Entrena et al., 

2009). Aunado a lo anterior, en un modelo de dolor que mimetiza la producción de 

migraña en ratas, por la administración de capsaicina en el nervio trigémino, los 

antagonistas de Sig- 1R atenúan el dolor (Kwon, Y et al; 2009), por lo tanto, estos 

estudios aportaban las primeras evidencias sobre el posible papel de Sig-1R en la 

nocicepción mediada por el canal TRPV1. Sin embargo, faltaba descifrar el 

mecanismo molecular por el cual estas dos proteínas podrían estar relacionadas. 

En este trabajo, se demuestra que existe una estrecha relación entre estas dos 

proteínas, ya que la disminución en la expresión del Sig-1R, mediante experimentos 
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de knockdown afecta de manera concomitante los niveles proteícos de TRPV1 

(figura 8 y 9). Este dato nos aportó una evidencia molecular, de la importancia de 

Sig-1R para mantener adecuadamente los niveles de proteína de este canal. Con 

respecto a esto, previamente se había reportado que Sig-1R favorece la maduración 

de los canales de potasio hERG, favoreciendo su adecuado tráfico intracelular 

(Balasuriya et al., 2014) y alteraciones en las funciones de Sig-1R disminuye el 

grado de maduración de este tipo de canales y por ende su abundancia. 

En este sentido, Sig-1R podría estar llevando a cabo una función parecida con 

respecto a los canales TRPV1, por lo tanto, al disminuir la expresión de Sig-1R se 

afecta también los niveles de proteína de TRPV1 lo cual genera pocos canales 

funcionales en la membrana plasmática, (demostrado colateralmente en 

experimentos electrofisiológicos, realizados por coautores de este trabajo (Ortíz-

Rentería, et al, 2018). Bajo este escenario, existen pocas moléculas de Sig-1R 

para interaccionar con TRPV1, por lo tanto, el canal no madura y no puede 

translocarse adecuadamente hacia a la membrana plasmática como en el caso de 

los canales hERG. 

Este efecto, también lo pudimos asemejar, mediante el uso de un antagonista 

endógeno de Sig-1R, como la progesterona (P4). Demostramos, en el sistema de 

expresión heterólogo del canal TRPV1, que la P4 genera un descenso de los 

niveles proteícos TRPV1 (figura 10). Esta disminución se debe a que la 

progesterona al ser un antagonista de Sig-1R, favorece su interacción con otra 

proteína residente del retículo endoplasmático, BiP; esto mantiene a Sig-1R en un 

estado “secuestrado” (Hayashi y Su, 2007) dando como resultado el bloqueo de la 

actividad de chaperona Sig-1R. Esto explicaría que TRPV1 no sea asistida por Sig-

1R y no obtenga un plegamiento adecuado y esto promueva su degradación, ya 

que los polipéptidos mal plegados o incompletamente procesados son expulsados 

del retículo y degradados por la vía del proteosoma 26S (Merulla et al., 2013). 

Además, mientras que los agonistas de Sig-1R promueven conformaciones de 

monómeros y/o dímeros que permiten las interacciones de la chaperona con otras 

proteínas, los antagonistas tales como la progesterona generan que Sig-1R 

adquiera una forma 
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oligomerica, impidiendo que lleve a cabo sus funciones de chaperona (Mishra AK, 

et al. 2015). Teniendo el mismo resultado sobre las proteínas blanco de Sig-1R, 

inestabilidad proteica que conlleva a la degradación. 

Pero, ¿cómo podemos argumentar a favor de que el antagonismo de Sig-1R por 

medio de P4 promueve la degradación del canal TRPV1 por medio del 

proteasoma?, esto también fue demostrado en nuestro grupo de investigación, 

como parte de experimentos colaterales a este proyecto, en los cuales los 

tratamientos con progesterona se realizaron en presencia de un inhibidor del 

proteasoma (MG132), en este caso se previno la disminución de la proteína 

TRPV1 en contraste con las células tratadas solo con P4, que muestra 

disminución de la proteína TRPV1 (Ortíz-Rentería et al, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 El antagonismo de Sig-1R en las células HEK293 produce una baja regulación del 
nivel de proteína TRPV1 por la vía del proteasoma. (A y B, izquierda) Proteína total del control, 
25 μM de BD1063- y 25 μM de BD1063 + 25 μM de células tratadas con MG132 (A) y del control, 
25 μM de P4- y 25 μM de P4 + 25 μM de MG132 (B) se utilizaron células para la inmunodetección 
de la proteína TRPV1 (superior) y GAPDH (inferior). (A, derecha) Los niveles medios de proteína 
TRPV1 fueron 55 ± 5% para las células tratadas con BD1063 y 82 ± 8% para las células tratadas 
con BD1063 + MG132. (B, derecha) Los niveles de proteína TRPV1 fueron del 68 ± 6% para las 
células tratadas con P4 y del 93 ± 6% para las células tratadas con P4 + MG132; n = 5; * P <0.05, 
** P = 0.01, ns, no estadísticamente significativo (Tomado de Ortíz et al, 2018). 

 

 

A) 

B) 
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Ya que la P4 es un ligando de mayor afinidad por receptores específicos tanto de 

membrana como nucleares, en este trabajo, resultó de gran relevancia evidenciar 

que los efectos observados no involucran a estos receptores específicos, como lo 

demuestra la figura 11. El panaroma resultó ser más complejo, ya que, en los 

sistemas biológicos usados en este trabajo, células HEK293 y neuronas DRG, 

demostramos por experimentos de RT-PCR que la mayoría de los receptores 

membranales a progesterona se encuentran expresados (mPRα, mPRγ, PGRMC1 

y PGRMC2 se expresan en células DRG y HEK293y el receptor mPRε solo se 

expresa en las células HEK293). Aunque los receptores nucleares no los pudimos 

identificar por RT-PCR convencional, quedaba la posibilidad de una expresión muy 

baja, que escapara a nuestro sistema de detección. Por lo tanto, cualquier de 

estos receptores podrían estar potencialmente implicados en los efectos de P4 

sobre el TRPV1. 

Los posibles efectos de los receptores nucleares (PR A/B) fueron excluidos usando 

un antagonista de estos receptores RU486 (mifepristona), considerando que el co- 

tratamiento de las células con P4 y el antagonista revirtiera la disminución de TRPV1 

por efecto del esteroide, sin embargo, no se observó un rescate los niveles 

proteícos de TRPV1 (figura 12), e inesperadamente, el tratamiento sólo con 

RU486, causó gran descenso de la proteína TRPV1. Estos resultados, descartan la 

participación de los receptores nucleares a P4 y los efectos de RU486 son 

consistente con reportes que muestran que estos compuestos pueden inducir 

alteraciones en la homeostasis del ER y por ende, alterar también a las proteínas 

que se están sintetizando y plegando, que finalmente llevan la respuesta de 

proteínas mal plegadas y a su degradación (Jang JH, 2016, Wu ZY, 2011). Cabe 

resaltar que RU486 es un compuesto cuya estructura química es similar a la de 

progesterona, por lo tanto, RU486 podria estar actuando como un posible 

antagonista de Sig-1R lo cual podría explicar la diminución de los niveles de 

TRPV1. 

Para abordar la posible participación de los receptores a P4 de membrana y debido 

a la complejidad de tener varios de ellos expresados en las células HEK293, se 

pensó en una estrategia experimental que pudiera descartar/confirmar la 
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participación de todos ellos. Considerando que estos receptores muestran el sitio 

de unión a P4 del lado extracelular, se planteó el uso de una P4 impermeable a la 

membrana plasmática, la cual consiste en el esteroide acoplado covalentemente a 

la proteína BSA; al no poder atravesar la membrana, sus posibles efectos, serían 

atribuidos estrictamente a la unión a un sitio extracelular. Los tratamientos con P4-

BSA en células HEK293 con expresión transitoria del canal TRPV1, no produjo 

cambios en los niveles de proteína TRPV1 (figura 13). Esto nos indica que es 

estrictamente necesaria la internalización de la progesterona para poder ejercer los 

efectos observados sobre el canal TRPV1 y que son producto de la interacción 

directa del esteroide con el Sig-1R. Los resultados anteriores mostraban que la 

progesterona cumple un rol importante en regular al canal TRPV1 por medio del 

Sig-1R, y la pregunta que a continuación surgió fue ¿cuál es el rol fisiológico de la 

regulación de TRPV1 por medio de la progesterona y Sig-1R? Considerando que 

la progesterona es un esteroide cuyos niveles pueden variar de manera 

considerable en estados fisiológicos como el embarazo, en el que hay un 

incremento en la concentración de P4, está podría ser responsable de que los 

umbrales de dolor en las hembras aumenten considerablemente (Dawson-Basoa 

& Gintzler, 1998; Dawson-Basoa & Gintzler, 1996). 

Por esta razón realizamos experimentos en los cuales determinamos sí el umbral 

de dolor a capsaicina (activador de TRPV1) cambia en ratones hembras con 15 

días de gestación en comparación de ratonas no preñadas (control). Nuestros 

resultados muestran claramente un aumento en el umbral al dolor asociado a la 

activación de TRPV1 en comparación de las hembras control. Este resultado 

concuerda con el resultado de los tratamientos con progesterona en donde hay un 

descenso en los niveles de proteína de TRPV1, ya que las hembras gestantes el 

aumento en P4 es un factor determinante para mantener a Sig-1R en un estado 

“secuestrado” (ya sea favoreciendo la formación de complejos proteícos entre Sig-

1R y BiP ó promoviendo la oligomerización de Sig-1R). En concordancia con todo 

esto, se ha demostrado en homogenados de cerebro de ratones hembra 

embarazadas, que el Sig-1R se encuentra altamente “ocupado” por P4, evitando 

que estos sitios sean ocupados por otros ligandos del tipo sintético (Maurice et al., 

1996). 
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Con todos estos resultados, surgió la siguiente pregunta ¿El complejo proteíco 

entre Sig-1R y TRPV1 es menor en presencia de antagonistas del Sig-1R? Para ello 

fue importante demostrar que a nivel celular ambas proteínas se encuentran 

localizadas en los mismos compartimentos intracelulares. En la figura 15, se 

observa claramente que, en el sistema de expresión heterólogo, ambas proteínas 

altamente colocalizan en el retículo endoplasmático (empalme de las señales 

fluorescentes de Sig-1R y TRPV1 con calnexina) y además demostramos que no 

existe interacción de Sig-1R y el canal a nivel de membrana plasmática. La 

colocalización de ambas proteínas en el retículo endoplasmático, sugiere que la 

interacción de Sig-1R con TRPV1 se produce durante la síntesis y plegamiento del 

canal, como la mayoría de las proteínas que se origina en el retículo 

endoplasmático (Hayashi y Fujimoto, 2010; Su, et al., 2010; Soriani, O. et al. 

1999). 

Para fortalecer el resultado anterior, fue relevante demostrar que la colocalización 

observada en el sistema de expresión heterólogo, también se produce en el sistema 

de expresión nativo de ambas proteínas. Como ya mencionamos en la introducción, 

Sig-1R, al igual que TRPV1, se expresa en neuronas de los ganglios de la raíz dorsal 

(DRG) (Matsumoto, 2007; Cobos et al., 2008; Bangaru et al., 2013; Crottès et al., 

2013). Específicamente la expresión de TRPV1 ha sido reportada en neuronas de 

tamaño pequeño o mediano (no mielinizadas o poco mielinizadas), clasificadas 

como fibras C o Aδ, las cuales cuentan como principal característica su capacidad 

nociceptiva (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998; Willis y Coggeshall, 2004). 

El marcaje fluorescente específico para Sig-1R y TRPV1 en cultivos primarios de 

neuronas DRG, mostró claramente que ambas proteínas también co-localizan en 

este sistema celular (figura 16). Este dato muestra la estrecha relación entre estas 

dos proteínas y que a nivel endógeno es altamente factible una regulación del 

canal TRPV1 por efecto de ligandos que modifiquen la función del Sig-1R. 

Nuestros experimentos de co-imnuoprecipitación, confirmaron la interacción 

proteína-proteína entre TRPV1 y Sig-1R e interesantemente, esta interacción 

disminuyó en células tratadas con dos antagonistas de Sig-1R, la P4 y el compuesto 
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sintético, BD1063, figura 17. Estos resultados fueron confirmados paralelamente 

mediante ensayos tipo FRET, en los que se demostró que Sig-1R y TRPV1 

interaccionan estrechamente, de tal modo que la fluorescencia producida por una 

de las proteínas es capaz de excitar la fluorescencia de la otra, y sobre todo, que 

este efecto de FRET se ve reducido por la presencia de los antagonistas de Sig-1R 

ya sea BD1063 ó P4 (Ortíz-Rentería et al, 2018). Estos datos son muy parecidos a 

un reporte reciente, en el cuál demuestran por medio de ensayos de 

inmunoprecipitación con construcciones del canal TRPV1 y Sig-1R como estas dos 

proteínas interaccionan “in vitro” y que esta interacción disminuye por la presencia 

de ligandos del Sig-1R como la progesterona y el antagonista sintético S1RA 

(Cortés-Montero, et al, 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 FRET entre TRPV1-mCherry y Sig-1R-GFP. La relación Ao es la excitación fraccional 
de mCherry en ausencia de donante (GFP), y su valor promedio se indica mediante la línea 
discontinua. Un valor de la relación A, cuando están presentes tanto el donante como el aceptor, 
mayor que la relación Ao es indicativo de FRET. La coexpresión de TRPV1 y Sig-1R produce una 
aparente eficiencia FRET de 0.49 ± 0.02 (n = 17). (A) La incubación de las células en presencia de 
25 μM BD1063 reduce la eficiencia aparente de FRET a 0,42 ± 0,02 (n = 6), que no es diferente de 
la relación Ao. (B) El tratamiento con 25 μM de progesterona (P4) tiene un efecto similar al 
BD1063. La eficiencia aparente de FRET de control es 0.57 ± 0.03 (n = 10), y el tratamiento con 
progesterona la reduce a 0.45 ± 0.02 (n = 10) (Tomado de Ortíz et al, 2018). 
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Adicionalmente, con este trabajo demostramos que la región transmembranal del 

canal TRPV1 es determinante para la interacción con el Sig-1R, ya que la expresión 

de un canal truncado en los dominios amino y carboxilo terminal mantiene la 

formación de un complejo asociado a Sig-1R (figura 19). Este dato se asemeja a 

un reporte para los canales Kv1.3, en el cual se realizaron ensayos de co- 

inmunoprecipitación similares a los nuestros, con un canal Kv1.3 sin amino y 

carboxilo terminal el cual mostró interacción positiva con Sig-1R. (Kinoshita, M; et al 

2012), la pregunta que queda al aire con este estudio y con el nuestro es determinar 

si la interacción de Sig-1R es en un dominio transmembranal en específico o con 

alguna de las asas entrantes o salientes de estos canales. 

Contrastante a nuestro dato de interacción de Sig-1R con la construcción que 

mantiene los 6 dominios transmembranales del canal TRPV1, en un estudio reciente 

demuestran por medio de ensayos de inmunoprecipitación que la interacción de 

Sig-1R es en los dominios amino o carboxilo terminal (Cortés-Montero, et al, 

2019). Sin embargo, en este estudio solo demuestran esta interacción en 

presencia de calcio, ya que, en la ausencia del catión divalente, no observan 

interacción. Por lo tanto, con esta nueva evidencia podríamos argumentar, que el 

modo de interactuar de Sig-1R con el canal TRPV1, es dependiente de calcio, y en 

su ausencia interacciona en los dominios transmembranales de TRPV1 (Ortíz-

Rentería, 2018) y la presencia de calcio favorece la interacción de Sig-1R en el 

amino o carboxilo terminal del canal (Cortés-Montero, et al, 2019). 

Por último, nos cuestionamos si Sig-1R interacciona con otro canal de la familia 

TRP, en este caso el canal seleccionado fue el canal TRPA1 el cual se activa por el 

aceite de mostaza y tiene un papel funcional en el dolor y la inflamación 

neurogénica. Otros estudios sugieren que TRPA1 participa en procesos sensoriales 

adicionales, como la sensación de frío (Simons CT, et; al 2003). En este caso se 

realizó un primer acercamiento y determinamos que existe co-localización del canal 

TRPA1 y Sig-1R en células HEK293 con expresión transitoria del canal TRPA1 y en 

cultivos primarios neuronas DRG (figura 20 y 21). Esto nos indicó potencialmente 

que Sig-1R puede modular al canal TRPA1 de manera muy similar a como lo hace 
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con el canal TRPV1. Más aún, la interacción entre TRPA1 y Sig-1R también ha sido 

recientemente reportada, conjuntamente con la de Sig-1R y el canal TRPM8 

(Cortés-Montero, et. al 2019), un canal también expresado en las neuronas 

sensoriales e importante mediador de las señales nocivas, como el frío extremo. 

Las características estructurales únicas de Sig-1R probablemente respaldan sus 

funciones variadas. Se ha demostrado que el receptor está involucrado en varios 

procesos biológicos y patológicos, y se ha considerado como un objetivo terapéutico 

importante en muchas enfermedades del sistema nervioso central en humanos 

(Maurice y Lockhart, 1997; Maurice et al., 2002; Maurice y Su, 2009). Aunado a esto 

demostramos la interacción directa entre TRPV1 y Sig-1R reforzando el papel 

fisiológico de la participación de Sig-1R en la nocicepción, sobre todo en la etapa 

de gestación donde los altos niveles de progesterona generan que los niveles de 

TRPV1 disminuyan vía Sig-1R (Ortíz-Rentería, et al, 2018). En resumen, estos 

resultados muestran que Sig-1R interactúa directamente con TRPV1, para 

mantener estables los niveles proteícos del canal. También que la inhibición de 

función de chaperona de Sig-1R, por medio de antagonistas, reduce la interacción 

de TRPV1 con Sig-1R, y como consecuencia los niveles proteícos TRPV1 y el 

dolor asociado a este canal disminuyen (Ortíz-Rentería, et al, 2018). 

Este trabajo constituyó la primera evidencia de la interacción de un canal iónico 

miembro de la familia TRP con Sig-1R y la regulación de los niveles proteícos de 

TRPV1 por medio de ligandos de Sig-1R (Ortíz-Rentería et, al., 2018). 

Con nuestros datos y los de recientemente publicación por Cortés-Montero et al., 

se fortalece el conocimiento de cómo modular el dolor mediado por canales TRPs 

por medio de ligandos que afecten la funcionalidad del Sig-1R, poniendo en la mira 

a estos canales y a esta chaperona como blancos farmacológicos a considerar en 

el campo de la analgesia. 

 



64 
 

 

8. Conclusiones 

• En experimentos de “knokcdown” para Sig-1R en células HEK293 disminuye 

los niveles proteicos de TRPV1. 

• La progesterona reduce la cantidad de proteína TRPV1 de manera 

independiente a los receptores clásicos de este esteroide. 

• Los ratones hembras gestantes presentan un mayor umbral de dolor a 

capsaicina en comparación con las hembras control. 

• TRPV1 y Sig-1R interaccionan principalmente en el retículo endoplásmico. 

 
• Antagonistas de Sig-1R disminuyen la asociación entre el canal TRPV1 y 

esta chaperona. 

• Sig-1R interacciona con el dominio transmembranal de TRPV1. 

 
• TRPA1 y Sig-1R co-localizan en células HEK293 y en neuronas DRG. 
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The Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV1) ion channel is
expressed in nociceptors where, when activated by chemical or
thermal stimuli, it functions as an important transducer of painful
and itch-related stimuli. Although the interaction of TRPV1 with
proteins that regulate its function has been previously explored,
their modulation by chaperones has not been elucidated, as is the
case for other mammalian TRP channels. Here we show that TRPV1
physically interacts with the Sigma 1 Receptor (Sig-1R), a chaperone
that binds progesterone, an antagonist of Sig-1R and an important
neurosteroid associated to the modulation of pain. Antagonism of
Sig-1R by progesterone results in the down-regulation of TRPV1
expression in the plasma membrane of sensory neurons and,
consequently, a decrease in capsaicin-induced nociceptive re-
sponses. This is observed both in males treated with a synthetic
antagonist of Sig-1R and in pregnant females where progester-
one levels are elevated. This constitutes a previously unde-
scribed mechanism by which TRPV1-dependent nociception and
pain can be regulated.

TRPV1 | chaperone | pain | sigma 1 receptor | progesterone

Nociception is a neuronal process initiated by the activation of
specialized sensory receptors that enable the detection of

noxious stimuli. Activation of specialized receptors in the plasma
membrane of nociceptors leads to the generation of electrical
and chemical signals that reach the central nervous system,
providing information on potentially hazardous situations (1).
Among these molecular sensors is TRPV1 (Transient Re-

ceptor Potential Vanilloid 1), a nonselective cation channel that
plays important roles in the transduction of noxious stimuli such
as high temperatures (≥42 °C), extracellular acidic pH, me-
chanical damage, exogenous chemical stimuli such as capsaicin
(2), and endogenous compounds like anandamide and
lysophosphatidic acid, by-products derived from the lipoxygenase
pathway and ATP (3) that are released during inflammation and
tissue injury. When TRPV1 is activated by such stimuli, the
resulting physiological responses are pain and/or itch (2, 4).
For these reasons, the TRPV1 channel has become an im-

portant pharmacological target for the treatment of these path-
ophysiological processes (5, 6). Thus, research has been geared
toward identifying endogenous inhibitors of TRPV1’s activation,
for example, cholesterol and oleic acid, which directly bind to
TRPV1 and reduce the open probability of the channel (Po),
thus rendering it refractory to stimulation by agonists (7, 8).
Another mechanism by which the activity of TRPV1 can be

regulated is through its interaction with proteins that may alter
its function and/or trafficking to the plasma membrane. Among
such proteins are the A-kinase anchor protein (AKAP79/150) (9),
GABAA receptor-associated protein (10), beta 2 subunit of voltage-
gated K+ channel (Kvβ2) (11), and the ankyrin-rich membrane-
spanning protein/kinase D-interacting substrate adaptor protein
(ARMS) (12). Another protein with which TRPV1 interacts is
Whirlin, a cytoskeletal PDZ scaffold protein that increases ion
channel expression and stability (13). However, to date, the

interactions of TRPV1 with proteins such as chaperones that
could potentially regulate trafficking to the plasma membrane,
as well as the physiological implications of this regulation, have
not been described.
A human chaperone with a recently resolved crystal struc-

ture is the Sigma 1 receptor (Sig-1R) (14). This endoplasmic
reticulum (ER)-resident chaperone is the only one known to
be ligand-operated (15); its ligands can be either synthetic or
endogenously produced and can function as agonists [e.g., N,N
dimethyltryptamine and PRE-084 (16, 17)] or antagonists [e.g.,
BD1063 and progesterone (P4) (18)]. Although Sig-1R is an ER-
resident chaperone, under certain conditions, such as cocaine ex-
posure (19) or binding of other agonists (20), this protein may
translocate to the plasma membrane, where it interacts with
G-coupled protein receptors (GPCRs) (21) and some ion
channels (19, 22–24).
Sig-1R is also an important mediator of pain, since in animal

models the use of synthetic antagonists results in the attenuation
of pain (25). However, the mechanism by which Sig-1R modu-
lates pain attenuation is currently unresolved, and the molecular
mechanisms by which this chaperone modulates pain through
TRPV1 (or any other TRP channel) have not been elucidated.
P4, a natural antagonist of Sig-1R (26), is a neurosteroid with

pleiotropic effects, which include neuroprotection through the
inhibition of some voltage- and ligand-gated ion channels (27)
and repair after several types of brain injury (28), and also
promotes myelin repair by Schwann cells (29).

Significance

The TRPV1 ion channel has been widely associated with the
generation of painful responses. The responses of cells
expressing this ion channel and, presumably, the overall pain
response of an organism may be regulated by controlling the
amount of TRPV1 channels in the plasma membrane. TRPV1 levels
can be regulated by its interaction with intracellular proteins, but
there are no studies describing TRPV1 or any other mammalian TRP
channel’s association with chaperones or how these interactions
may affect the perception of pain. Here, we show that TRPV1-
dependent pain is decreased through Sig-1R antagonism by pro-
gesterone and determine the presence of a physical interaction
between these two proteins that may reduce pain under physio-
logical conditions such as pregnancy.
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In some neuropathic pain animal models, P4 has also been
shown to reduce pain (30). In experiments using Sig-1R–knockout
mice or mice treated with Sig-1R antagonists (like BD1063), an
inhibition of capsaicin-induced mechanical hypersensitivity was
observed, but no link to actions of P4 on TRPV1 through Sig-1R
have been proposed (31).
Here we studied the role of Sig-1R in the modulation of

TRPV1 and the consequences of this modulation on pain processes
associated with the functioning of this ion channel. Specifically, in
mice we show that pain associated with TRPV1 activation by cap-
saicin is decreased by BD1063.
We also demonstrate that both endogenous and synthetic in-

hibitors of Sig-1R, P4 and BD1063, respectively, down-regulate
TRPV1 expression in dorsal root ganglion (DRG) neurons and
in a heterologous expression system through a mechanism that
involves protein degradation by a proteasome-dependent path-
way. Moreover, knockdown experiments using a specific siRNA
for Sig-1R show that TRPV1 levels at the plasma membrane are
decreased and that TRPV1 and Sig-1R form protein–protein
interactions that are disrupted by Sig-1R antagonists such as
P4 and BD1063. Finally, we show that capsaicin-induced pain
is decreased in pregnant female mice, a condition in which
P4 levels are elevated (32). In summary, disruption of the asso-
ciation of Sig-1R with TRPV1 by synthetic or natural antagonists
leads to degradation of TRPV1 protein and to decreased levels
of the ion channel protein as well as to a decrease in TRPV1-
associated pain.

Results
Pain-Related Behavior in Response to Capsaicin Is Diminished by the
Antagonism of Sig-1R. Given that Sig-1R has been associated with
capsaicin-induced mechanical hypersensitivity (31, 33), we first
tested whether these effects, which had not been directly linked
to changes in TRPV1 activity or expression, can be explained by
a role of Sig-1R on TRPV1-mediated pain processes.
We began by assessing whether treatment of mice with BD1063

(32 mg/kg) for 24 h before pain-assessment assays would reduce
capsaicin responses. For these experiments, mice were injected
intrascapularly with BD1063 24 h before injection of capsaicin
(2.8 μg) into one hind paw, and the total paw-licking time (PLT)
was evaluated over a period of 10 min. The results from these ex-
periments (Fig. 1A) show that pretreatment with BD1063 produced
a significant decrease (52 ± 8%) in the capsaicin-associated pain
response, demonstrating that antagonism of Sig-1R modifies the
TRPV1-dependent painful response.

Regulation of TRPV1 Protein Expression Levels by Sig-1R Antagonists.
To determine if changes in the pain responses to capsaicin after
treatment with BD1063 were due to changes of TRPV1 levels in

the sensory cells where it is expressed, we performed experiments
where we initially confirmed the expression of Sig-1R in mice DRGs
and trigeminal ganglia (TG) (Fig. S1A). Then we evaluated
TRPV1 protein levels in DRGs obtained from control and BD1063-
treated (32 mg/kg) mice and found that 24 h after the injection of
vehicle and BD1063 there was a 31 ± 6% decrease in total
TRPV1 protein levels in animals treated with BD1063 compared with
control animals (Fig. 1B).
As with BD1063, we found that exposure of DRG neurons to

25 μM P4 for 24 h resulted in a 43 ± 14% decrease in
TRPV1 protein levels compared with the control experiments
(Fig. 1C), thus showing, in native neurons, a relevant role for this
natural steroid in the regulation of TRPV1 expression.
To better elucidate the mechanisms by which Sig-1R produces

changes in TRPV1 expression, we transiently transfected rat
TRPV1 in HEK293 cells, which normally express Sig-1R (Fig.
S1A). HEK293 cells were cultured in the presence of BD1063
(25 μM) or with P4 (25 μM) for 24 h and were evaluated for
TRPV1 total and plasma membrane protein levels. The data
show that in control cells the TRPV1 protein is detected as a
double band (Fig. 2 A–D, arrows), a result in agreement with the
previously reported core and hyperglycosylated (in residue
N604) forms of rat TRPV1 (34, 35).
Fig. 2 A and B shows that, compared with controls, cells

treated with BD1063 or P4 exhibit diminished total TRPV1
protein levels (45 ± 5% for BD1063 and 35 ± 2% for P4). With
regard to TRPV1 protein in the plasma membrane, we found
that, relative to control cells, BD1063 produced a 45 ± 9% de-
crease (Fig. 2C) while P4 decreased these levels by 69 ± 5% (Fig.
2D). Note that BD1063 and P4 produce more prominent de-
creases in the hyperglycosylated form (or mature protein) of
TRPV1 than in the core form of TRPV1. This indicates that
when Sig-1R is antagonized the core or immature form of the ion
channel remains in the ER, and, consequently, it does not transit
to the Golgi apparatus where it is hyperglycosylated.
To demonstrate that this effect is not due to the fact that the

concentration of loaded protein was below detection limits, we
performed experiments where the total protein concentration of
TRPV1 was varied (20, 40, 60, and 80 μg) for channel immuno-
detection and found that in cells treated with P4 or BD1063 the
hyperglycosylated form of TRPV1 decreased, thus suggesting that
the hyperglycosylated form of TRPV1 is more affected by these
treatments (Fig. S2 A and B). Additional experiments to quantify
the hyperglycosylated and core forms of TRPV1 revealed that
treatment with BD1063 produced 56% and 22% decreases in the
hyperglycosylated and core forms, respectively (Fig. S2A). Simi-
larly, P4 produced a 40% and a 10% decrease, respectively, in the
hyperglycosylated and core forms (Fig. S2B). These experiments

Fig. 1. TRPV1-mediated pain is dependent upon Sig-1R activity. (A) Response to 2.8-μg capsaicin injection into to the hind paw of male mice that had been
pretreated for 24 h by intrascapularly injecting either vehicle (water) or a Sig-1R antagonist (BD1063) (32 mg/kg in water). PLT in response to capsaicin were
50 ± 5 s for vehicle-pretreated (n = 6) and 24 ± 4 s for BD1063-pretreated (n = 6) mice; ***P < 0.0001; ANOVA. PLT for mice injected only with vehicle or
BD1063 were 19 ± 3 s and 16 ± 4 s, respectively; nonsignificant (ns), ANOVA. (B) Isolation of total protein from mouse DRGs injected 24 h before with vehicle
(water) or with BD1063 (BD) (32 mg/kg) for TRPV1 and GAPDH (loading control) immunodetection. Normalized data are 69 ± 6% for BD1063 vs. control (Ctr),
n = 3; **P < 0.001, Student’s t test. (C) Primary cultures of DRG neurons frommice treated with 25 μM P4 in 0.25%methanol for 24 h and from control cultures
(0.25% methanol). Total protein was analyzed by Western blot (WB) for immunodetection of TRPV1 and GAPDH. The mean value for total TRPV1 protein in
P4-treated cultures was 57 ± 14%; n = 4; *P < 0.05, Student’s t test.
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demonstrate that the hyperglycosylated form of TRPV1 is the one
that is most affected by treatment with Sig-1R antagonists.
As a control, to demonstrate that not all membrane proteins

are affected by the antagonism of Sig-1R, we performed exper-
iments using Na+/K+-ATPase α and determined that antagonism
of Sig-1R by BD1063 does not produce changes in plasma
membrane protein expression (113 ± 15% for the BD-1063–
treated cells with respect to control cells), indicating that protein
translation, stability, or bilayer integration processes in general
are not affected (Fig. S2C).
A decrease in TRPV1 levels at the plasma membrane should

result in a decrease in the number of responsive channels leading
to lower current-density levels of capsaicin-evoked currents.
Compared with control cells, in cells treated for 24 h with 25 μM
BD1063 the current density was diminished by 42 ± 16% (Fig.
2E). Likewise, compared with control cells, P4 also diminished
the TRPV1 current-density levels (82 ± 4% for 25 μM, 56 ± 9%
for 1 μM, and 69 ± 11% for 100 nM) (Fig. 2F). Thus, two ligands

with antagonistic effects on the function of Sig-1R exhibit similar
effects on TRPV1 expression.
To further substantiate the role of Sig-1R activity on TRPV1

expression, we cotransfected HEK293 cells with TRPV1 and a
siRNA directed against Sig-1R to evaluate changes in TRPV1
membrane levels. Fig. S3A shows that 48 h after transfection Sig-
1R protein levels were down-regulated (55.2 ± 5.3%) by the
presence of the siRNA compared with those cells transfected
with the scrambled siRNA. In cells cotransfected with Sig-1R
siRNA and TRPV1, compared with cells transfected with
scrambled siRNA and TRPV1, we observed a 46 ± 12% de-
crease in total TRPV1 protein (Fig. S3B). We also assessed the
effects of these treatments by determining changes in TRPV1
current-density levels and, as shown in Fig. S3C, inhibition of
Sig-1R expression by siRNA resulted in a 48 ± 12% decrease
in current density compared with scrambled siRNA-treated
cells. These data indicate that Sig-1R is necessary for TRPV1
expression.

Fig. 2. Antagonism of Sig-1R leads to changes in TRPV1 expression in HEK293 cells. (A and B, Left) Immunodetection of TRPV1 and GAPDH total proteins
from HEK293 cells expressing TRPV1 treated for 24 h with 25 μM BD1063 (BD) (A) or P4 (B) and control (Ctr) [water in A; methanol (0.25%) in B]. (A, Right)
Mean values of TRPV1 for the BD group were 55 ± 6% (n = 14) with respect to control. ***P < 0.001, Student’s t test. (B, Left) Mean values of TRPV1 for
P4 treatments were 65 ± 2% (n = 21) with respect to control (n = 28). **P < 0.01, Student’s t test. (C and D, Left) Plasma membrane (PM) proteins from control
and 25 μM BD1063-treated cells (C) and P4-treated cells (D) were isolated for immunodetection of TRPV1 and Na+/K+-ATPase α (load control). (C, Right) PM
TRPV1 mean values for BD1063 condition yielded 55 ± 9% with respect to control; (n = 3); *P < 0.05, Student’s t test. (D, Right) For P4 treatments, PM
TRPV1 levels were 41 ± 5%; (n = 3); **P < 0.001, Student’s t test. Arrows point to the hyperglycosylated TRPV1 form, which decreases with BD1063 and
P4 treatments. (E, Left) Average current–density plots from TRPV1-expressing HEK293 cells on the current density evoked by 4 μM capsaicin under control and
BD1063-treated conditions. (Right) Averaged current density at +120 mV was 451 ± 91 pA/pF for control (water) (n = 19) and 261 ± 74 pA/pF for
BD1063 treatment (n = 20). *P = 0.05; Student’s t test. (F, Left) Average current–density plots from TRPV1-expressing HEK293 cells on current density evoked
by 4 μM capsaicin under control and P4-treated conditions. (Right) The averaged current density at +120 mV for control cells treated for 24 h with 0.25%
methanol: 375 ± 87 pA/pF (black bar; n = 27); for control cells treated for 24 h with 0.01%methanol: 317 ± 49 pA/pF (gray bar; n = 21); for control cells treated
for 24 h with 0.0001%methanol: 322 ± 85 pA/pF (light gray bar; n = 23); for cells treated for 24 h with 25 μM P4: 67 ± 17 pA/pF (dark blue bar; n = 27); for cells
treated for 24 h with 134 ± 33 pA/pF (red bar; n = 23); and for cells treated for 24 h with 0.1 μM P4: 99 ± 36 pA/pF (aqua bar; n = 27). *P < 0.01 Student’s t test.
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Antagonism of Sig-1R Leads to Changes in TRPV1 Expression Through
a Proteasome-Dependent Pathway. It has been reported that an-
tagonists of Sig-1R promote its interaction with another ER-
resident protein, BiP (Binding Ig Protein) (15), resulting in the
blockage of Sig-1R chaperone activity that, in turn, leads to mis-
folding of this chaperone’s targets (e.g., IP3R and Insig) (15, 36).
These misfolded or incompletely processed polypeptides are then
ejected from the ER for degradation by the 26S proteasome (37).
For this reason, we explored if a proteasomal-degradation

pathway underlies the effects for the down-regulation of TRPV1
protein levels by BD1063 and P4. Fig. S4 shows that incubation
of TRPV1-expressing HEK293 cells with BD1063 or P4 together
with 25 μM MG132, an inhibitor of the proteasomal pathway,
can almost completely rescue TRPV1 protein from degradation,
compared with cells treated only with BD1063 (BD1063 = 55 ±
5% and BD1063 + MG132 = 82 ± 8%) (Fig. S4A) or P4 (P4 =
68 ± 6% and P4 + MG132 = 93 ± 6%) (Fig. S4B). These data
provide additional evidence that Sig-1R plays an important role
in TRPV1 protein expression. To delve further into this process,
we assessed if overexpression of Sig-1R would confer resistance
to degradation by prolonged exposure to capsaicin, since this
agonist results in TRPV1 degradation by the lysosomal pathway
(38). The data in Fig. S5 show that overexpression of Sig-1R does
not rescue TRPV1 expression upon a 20-min exposure to cap-
saicin, indicating that the chaperone does not confer resistance
to degradation by the lysosomal pathway. These data are con-
sistent with our observation that, when cells are treated with a
Sig-1R antagonist, TRPV1 protein levels are diminished through
a pathway that involves the proteasome pathway (Fig. S4).
Although BD1063 is presumably specific for Sig-1R (39),

P4 has been shown to bind to numerous receptors. Thus, to
eliminate the possibility that down-regulation of TRPV1 protein
levels by P4 was through pathways associated with its nuclear
receptors, we evaluated the presence of mRNA for the nuclear
progesterone receptors A and B (PR A/B) (40) in DRG and
HEK293 cells. As shown in Fig. S6A, neither of these cell-types
expressed PR A/B.
We also carried out experiments to exclude the possibility that

low levels of PR A/B mRNA went undetected in our conven-
tional RT-PCR measurements. To test for this, we used a PR
A/B antagonist, 25 μM RU486 (RU), to determine if it would
reverse the effects of P4 on TRPV1 protein levels. We hypoth-
esized that, if the effects of P4 on TRPV1 expression levels were
due to activation of the PR A/B, inhibition of these receptors
should reverse the process. Unexpectedly, our findings showed
that the incubation with 25 μM RU alone or together with
25 μM P4 for 24 h not only did not counteract the down-
regulatory effects of P4 on TRPV1 protein expression but
further decreased TRPV1 total protein levels (73.5 ± 13.5%
and 54 ± 8% for P4 + RU and RU, respectively) (Fig. S6B).
Nonetheless, these experiments did show that the PR A/B
signaling pathway was not involved in down-regulation of
TRPV1 levels, but rather another mechanism was at play. Both
P4 and RU decreased TRPV1 protein levels independently of
nuclear receptors, and this is consistent with reports that show
that these compounds are able to induce alterations in the
homeostasis of the ER (41, 42).
Still another possible explanation for the effects of P4 on

TRPV1 expression could be through the activation of plasma
membrane receptors of P4, such as the membrane receptors α, γ,
δ, and e or by P4 receptor membrane components 1 and 2
(PGRMC1 and PGRMC2) (40). We found that mPRα, mPRγ,
PGRMC1, and PGRMC2 are expressed in DRG and HEK293
cells, whereas mPRe is expressed only in HEK293 cells (Fig.
S6A). These results imply that at least four of the five membrane
receptors assayed could be potentially involved in P4’s effects on
TRPV1 protein expression. We tested this possibility by using a
membrane-impermeable P4 conjugated with BSA to establish if
any membrane-bound P4 receptor could be responsible for the
effects of this steroid on TRPV1’s expression levels. Note that
this compound binds to the plasma membrane P4 receptors with

an affinity similar to that of the unconjugated steroid (43). Fig. S6C
shows that a 24-h treatment with 25 μMof P4-BSA in HEK293 cells
did not produce changes in total TRPV1 protein levels, excluding
a role for membrane P4 receptors on TRPV1 protein-level down-
regulation.
In summary, the data presented above indicate that the

mechanism for regulation of TRPV1 expression by P4 does not
depend on the activity of its classical nuclear or membrane re-
ceptors. On the other hand, the data did indicate that an in-
ternalization of P4 is required for it to exert its effects, as
confirmed by the experiments using the P4-BSA conjugate.

Sig-1R and TRPV1 Association. Another interesting question is
whether regulation of TRPV1 levels is due to a protein–protein
interaction with Sig-1R contributing to adequate TRPV1 ex-
pression in the plasma membrane. Consequently, we explored if
there is a direct physical interaction of Sig-1R with TRPV1. We
began by determining with confocal microscopy that TRPV1 and
Sig-1R colocalize in HEK293 cells that overexpress Sig-1R-GFP
[previously it has been shown that the GFP fusion on the C
terminus yields a functional chaperone (15); Fig. S1B shows the
expression of this construct as a 55-kDa protein fusion] and
TRPV1-mCherry constructs (this fusion does not alter TRPV1
function; Fig. S7). The data show that these proteins do in fact
colocalize in the heterologous expression system (Fig. S8). To
determine what cellular compartments Sig-1R and TRPV1 in-
teract in, we next evaluated whether they were present in the ER
compartment (calnexin label). Fig. 3A shows that TRPV1-
mCherry–labeled (panel 1) and Sig-1R-GFP–labeled (panel 2)
proteins colocalize (panel 4) at the ER region (panel 3). We also
explored whether both proteins are colocalized to the plasma
membrane region. Fig. 3B shows that Sig-1R and TRPV1 do not
predominantly colocalize to the plasma membrane (panel 4),
although TRPV1 is highly expressed in this cellular structure, as
shown by the purple signal which represents the merge between
TRPV1 and the plasma membrane label (panel 4).
We also assessed whether TRPV1 and Sig-1R colocalize in

DRG neurons, a native system where the proteins are not
overexpressed. The data in Fig. 3C confirm that both proteins
colocalize in the endogenous expression system.
By performing biochemical assays, we also found that Sig-1R

and TRPV1 from HEK293 cells coimmunoprecipitated (Fig. 4A,
Left and Right, lane 2). Interestingly, Sig-1R coimmunoprecipi-
tated with the TRPV1 core form (Fig. 4A, Left, lane 2) but not
with the hyperglycosylated form of the protein. Moreover, when
cells are treated with BD1063 or P4, the association of Sig-1R
with TRPV1 is diminished compared with control cells without
treatment (lane 5 in Fig. 4 B and C, lane 5).
The biochemical assays described above suggested an in-

teraction between Sig-1R and TRPV1. To confirm a direct in-
teraction between both proteins, we used FRET analysis (44). We
measured in vivo (live cultured cells) FRET in HEK293 cells
expressing Sig-1R-GFP and TRPV1-mCherry. The results seen in
Fig. 4 D and E demonstrate that there is a close interaction be-
tween Sig-1R-GFP and TRPV1-mCherry. FRET is observed as
the difference between the direct excitation of the acceptor
(TRPV1-mCherry) at the donor excitation wavelength (ratio Ao)
and the sensitized emission of the acceptor when the donor (Sig-
1R-GFP) is present and excited (ratio A). These measurements
indicate that, when coexpressed, Sig-1R and TRPV1 directly in-
teract. This interaction was significantly reduced, as expected,
when the cells were treated with BD1063 or P4 for 24 h, as FRET
levels diminished significantly (Fig. 4 D and E, respectively).
Taken together, these diverse lines of evidence show that Sig-

1R can associate with TRPV1 in a direct protein–protein in-
teraction and that this interaction regulates the membrane
concentration of TRPV1. To determine whether Sig-1R was
binding to the N or C terminus or transmembrane domains of
TRPV1, we produced deletion constructs of TRPV1 (Fig. 4F)
and determined that removal of the N and C termini still allowed
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its interaction with Sig-1R, showing that the chaperone interacts
with the transmembrane region of the ion channel (Fig. 4G).

TRPV1-Dependent Pain Is Decreased in Pregnant Mice. With respect
to pain, it has been shown by several studies that males (human
and other animals) exhibit higher pain thresholds in response to
mechanical and thermal stimuli than their female counterparts
(45). Although the difference in responses to noxious stimuli
between genders is still controversial (46, 47), it has been
established that rats and humans exhibit elevated thresholds to
noxious stimuli during the gestation and parturition processes
(48, 49). It has also been demonstrated that during pregnancy,
when P4 levels are higher than in males (50), pain thresholds in
females are increased and that during this physiological state
agonists of Sig-1R are unable to interact with it, since P4 com-
petes for the binding site on this receptor (51).
To show the role of Sig-1R during pregnancy, we used the

paw-licking assay to elicit pain-related behavior by the injection

of capsaicin in nonpregnant and pregnant female mice. The re-
sults show an increased pain-associated response when capsaicin
was injected (43 ± 2 s and 24 ± 1 s, respectively) compared with
saline injection (6.4 ± 2 s and 3.4 ± 1 s, respectively) (Fig. 5A).
From these experiments it was also evident that the pregnant
mice exhibited a less-pronounced pain-like behavior in response
to capsaicin compared with their nonpregnant counterparts, and
these data point to a role of elevated circulating P4 levels in
this response.

Discussion
In a series of studies of the effects on mechanical allodynia of
Sig-1R agonists under control conditions and with pretreatment
with capsaicin, Entrena et al. (31, 33) found that Sig-1R agonists
did not alter sensitivity to mechanical stimulation under baseline
conditions, and mechanical allodynia was present only when the
system was pretreated with capsaicin. These effects were re-
versed by Sig-1R antagonists and absent in Sig-1R–knockout

Fig. 3. Colocalization of TRPV1 and Sig-1R in HEK293 cells and DRG neurons by confocal microscopy. (A) Panels 1 and 2 show signals detected for the TRPV1-
mCherry (1, red) and Sig-1R (2, green) proteins. Panel 3 shows labeling of the ER by rabbit anti-calnexin and anti-rabbit Cy5 antibodies (blue). Colocalization of
TRPV1 and Sig-1R in the ER is shown in panel 4 (arrow indicates the merge in white). (B) Panels 1 and 2 are the same as in A. Panel 3 shows the plasma
membrane labelled with CellMask Deep Red (blue). Panel 4 shows the merged image (purple) and strong localization of TRPV1 (red) to the plasma membrane.
(C) Colocalization of endogenous TRPV1 and Sig-1R in primary cultures of mouse DRG neurons. TRPV1 immunodetection with goat anti-TRPV1 and secondary
anti-goat Alexa Fluor 488 antibodies (green, panel 1) and Sig-1R immunodetection with rabbit anti–Sig-1R and secondary anti-rabbit Alexa Fluor 594 anti-
bodies (red, panel 2). Merge (yellow, panel 3) shows colocalization of both proteins. (Scale bars: 10 μm.) All arrows indicate colocalized signals.
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mice. Those observations prompted us to explore if there was a
connection between Sig-1R and TRPV1, since no mechanism
had been established.
Here we have investigated the interaction of two physiologically

important ligand-activated proteins involved in producing pain:
the ion channel TRPV1 (2) and the chaperone Sig-1R (25). Both
these proteins have been extensively studied, given their important
roles in pain. TRPV1 can be regulated by changing the Po and/or
by controlling the available number of channels (N) in the plasma
membrane of cells. Both these processes can result in a decrease
of nociceptor excitability and in the reduction of pain. The Po of
TRPV1 can be decreased by some natural regulators (7, 8). On
the other hand, N can be reduced by removing channels from the
plasma membrane by proteins that affect trafficking.
Among these latter proteins are the Sig-1R receptor, a

progesterone-inhibited chaperone which has been shown to in-
teract with and affect trafficking of some ion channels (19, 22, 23,
52) and GPCRs (21). However, there is a paucity of information
on how and if chaperones interact with TRP channels in general
and TRPV1 in particular. In this respect, it has only been shown
that the Drosophila TRP channel and XPORT chaperones can
form complexes that are important for the exit of this channel
from the ER (53).
In this study, we have elucidated the molecular pathway by

which the chaperone, Sig-1R, reduces pain produced by capsaicin-
activated TRPV1 channels. This was accomplished by showing
that the pain produced by injecting capsaicin into a mouse’s paw is

reduced by an antagonist of Sig-1R, BD1063 (Fig. 1A). We also
observed that BD1063 and a natural antagonist of Sig-1R, P4,
reduced the levels of TRPV1 protein of nociceptors (DRGs) and
transfected HEK293 cells (Figs. 1 B and C and 2 A–D). This
resulted in diminished capsaicin-evoked TRPV1 currents (Fig. 2 E
and F) due to a decrease in the number of functional channels (N)
in the plasma membrane. While agonists of Sig-1R promote the
mono- and/or dimeric conformations that allow interactions of the
chaperone with other proteins, antagonists such as BD1063 and
P4 promote a multimerized form of the protein that does not
allow its functions (54). Such conformations of Sig-1R are a
consequence of the binding of ligands to a hydrophobic region in
the center of the C terminus of the chaperone (14). For example,
it has been shown that BD1063 competes with the agonist
(+)-pentazocine for the same binding site in the C terminus (39,
55). Thus, it is likely that BD1063 and P4 promote a conformation
of Sig-1R that does not allow the interaction with TRPV1, leading
to a decrease in the expression of the ion channel. Although we
did not evaluate the effects of Sig-1R on TRPV1 trafficking, our
results (Fig. S5) show that degradation of TRPV1 by prolonged
agonist activation is not affected by Sig-1R overexpression. It had
been previously shown by Sanz-Salvador et al. (38) that capsaicin-
induced internalization of TRPV1 results in lysosomal degrada-
tion, a process different from the one proposed in the present
study involving the proteasomal pathway.
As mentioned before, Whirlin is a protein involved in the

stability and increased expression of TRPV1 (13). In this respect,

Fig. 4. TRPV1 and Sig-1R form protein–protein complexes. (A, Left) Coimmunoprecipitation of TRPV1 with Sig-1R antibody and immunodetection of TRPV1
(Upper) and Sig-1R (Lower). (Right) Coimmunoprecipitation of Sig-1R with TRPV1 antibody and immunodetection for TRPV1 (Upper) and Sig-1R (Lower). IgG
served as negative control. The figure is representative of three independent experiments. Input is 1/10th of the total protein used in each immunoprecipitation.
(B) Immunoprecipitation was carried out with TRPV1 antibody for the total protein from control cells (Ctr, Left) and BD1063-treated cells (Right). Differences
between control and BD1063-treated cells were determined in the signal for immunoprecipitated Sig-1R (lane 5). The figure is representative of three in-
dependent experiments. (C) Immunoprecipitation was carried out as above with total protein from control cells (Left) and P4-treated cells (Right). Differences
between control and P4-treated cells were determined in the signal for immunoprecipitated Sig-1R (lane 5). The figure is representative of three independent
experiments. (D and E) FRET between TRPV1-mCherry and Sig-1R-GFP. The ratio Ao is the fractional excitation of mCherry in the absence of donor (GFP), and its
average value is indicated by the dashed line. A value of ratio A, when both donor and acceptor are present, greater than ratio Ao is indicative of FRET. The
coexpression of TRPV1 and Sig-1R produces an apparent FRET efficiency of 0.49 ± 0.02 (n = 17). (D) Incubation of the cells in the presence of 25 μMBD1063 reduces
the apparent FRET efficiency to 0.42 ± 0.02 (n = 6), which is not different from the ratio Ao. (E) Treatment with 25 μM progesterone (P4) has an effect similar to
BD1063. Control apparent FRET efficiency is 0.57 ± 0.03 (n = 10), and progesterone treatment reduces it to 0.45 ± 0.02 (n = 10). (F) Western blot analysis for
deletion constructs of TRPV1 protein shows the bands corresponding to the expected sizes: TRPV1-ΔNH2 (58 kDa, Left), TRPV1-ΔCOOH (77 kDa, Center), and
TRPV1-TM1-6 (28 kDa, Right). (G) Coimmunoprecipitation of different TRPV1 deletion constructs with Sig-1R. Coimmunoprecipitation of the TRPV1-ΔNH2 (Top)
and TRPV1-ΔCOOH (Middle) deletion constructs and of TM1-6 transmembrane domains only (Bottom) with Sig-1R. Each deletion construct of TRPV1 was
coimmunoprecipitated with Sig-1R-GFP (IP) by using a specific antibody against a specific epitope of the segment.
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the interaction between TRPV1 and Whirlin confers resistance
to lysosomal degradation by prolonged exposure to capsaicin.
This is also a distinct mechanism from the one proposed in the
present study where Sig-1R confers resistance to proteasomal
degradation.
The responses of the two tested antagonists were mimicked by

the essential elimination of Sig-1R with a specific siRNA (Fig. S3).
Moreover, direct proof of the interaction of TRPV1 with Sig-1R
was obtained by immunoprecipitation and FRET experiments
(Fig. 4 A–E). Finally, we showed that BD1063 and P4 treatments
lead to degradation of TRPV1 by a proteasome-dependent path-
way (Fig. S4). Taken together, our data identify an interaction of a
mammalian TRP channel with a chaperone and highlight that the
TRPV1-Sig-1R pathway is a fruitful target for therapeutic devel-
opments regarding the reduction of pain (Fig. 5B).
We have also shown that antagonism of Sig-1R and Sig-1R

knockdown down-regulated TRPV1 expression (Fig. 2 A–D and
Fig. S3B) and reduced capsaicin-activated currents (Fig. 2 E and F
and Fig. S3C). Although P4 has been known to interact with other
types of receptors, including the nuclear and membrane pro-
gesterone receptors (56), we show that inhibiting these receptors
does not prevent the down-regulation of TRPV1 (Fig. S6). More-
over, by using a membrane-impermeable P4, we demonstrated that
P4 must enter the cell to exert its effects (Fig. S6C).
Previous studies have shown that Sig-1R antagonists sequester

Sig-1R in its BiP-associated form or promote its multimerized
conformation, where it is rendered inactive (15, 54). This, in
turn, leads to misfolded protein accumulation in the ER and the
activation of the proteasome degradation pathway (Fig. 5B), a
process that provides quality control (i.e., proper folding) of
nascent proteins and avoids cellular stress (57). Our experiments
using MG132, a selective antagonist of the 26S proteasome
pathway, show that it renders BD1063 and P4 ineffective and
essentially rescues TRPV1 protein expression (Fig. S4). These
data show that Sig-1R in the ER is necessary for the correct
folding of TRPV1 and for avoiding proteasomal degradation,

thus allowing the exit of TRPV1 from the ER to the plasma
membrane, constituting the mechanism by which both Sig-1R
antagonists regulate TRPV1 function (Fig. 5B).
We also observed that when Sig-1R is antagonized by BD1063

or P4, the hyperglycosylated (or mature) form of the TRPV1
protein decreases (Fig. 2 A–D and Fig. S2 A and B). This result
can be explained by noting that antagonism of Sig-1R results in
misfolding of the TRPV1 protein, and thus there is no trafficking
of the protein to the Golgi apparatus (Fig. 5B), where it is
hyperglycosylated and then transported to the plasma membrane
(58). Although we found that the core form of TRPV1 is not
completely abolished by treatment with Sig-1R antagonists, this
could be explained by having this form of the protein retained in
the ER to be eventually degraded by the proteasome. In con-
trast, a correctly folded protein (one that has not been subjected
to proteasomal degradation) is trafficked from the ER to the
Golgi apparatus where it is hyperglycosylated and then trans-
ported to the plasma membrane.
We also identified an interaction between Sig-1R and TRPV1.

This was accomplished by colocalization of fluorescently tagged
Sig-1R and TRPV1 in the ER and confirmed the presence of
these protein–protein complexes through coimmunoprecipita-
tion and FRET experiments. Moreover, this interaction was
disrupted by BD1063 and P4 (Fig. 4 B–E). To further charac-
terize this interaction, we defined that Sig-1R binds to the
transmembrane domain of TRPV1 (Fig. 4G), similar to what has
been found for Kv1.3 channels (22). This constitutes evidence of
such an association between a chaperone and a mammalian
TRP channel.
The stoichiometry of interaction of ASIC (acid-sensing ion

channels) and Sig-1R has been obtained where one Sig-1R asso-
ciates with one ASIC1 subunit, meaning that the ASIC complex
(a trimeric protein) will bind no more than three Sig-1R receptors
(59). Although analysis of the FRET experiments shown here
suggests a 1:1 interaction between Sig-1R and TRPV1, future
studies directed to answering this specific question are needed.

Fig. 5. Antagonism of Sig-1R affects TRPV1 expression and its role in pain. (A) Nonpregnant and pregnant (15 d of gestation) mice were intradermally
injected into to a hind paw with vehicle- or capsaicin (2.8 μg)-containing solutions. PLTs for vehicle injections of nonpregnant (n = 18) and pregnant females
(n = 12) were 5.2 ±1.2 s and 2.5 ± 0.9 s, respectively. For capsaicin injection PLTs were 43 ± 2 s in nonpregnant females and 24 ± 1 s in pregnant females. ***P <
0.0001; ns, not statistically significant; ANOVA. (B) Antagonism of Sig-1R promotes the association of Sig-1R with BiP leading to Sig-1R inactivation, protein
misfolding in the ER, and, finally, to ER-associated protein degradation through the proteasome which, in turn, results in decreased TRPV1 expression levels
and capsaicin-induced pain. In the absence of antagonists such as progesterone (P4) and BD1063 (BD), Sig-1R can positively regulate TRPV1 protein expression
in the plasma membrane, as shown on the right side of the figure where interactions between Sig-1R and TRPV1 are not disrupted and the channel transits
correctly to the Golgi apparatus (GA) where it is hyperglycosylated and then transported to the plasma membrane.
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The mechanism by which the interaction of TRPV1 with Sig-1R
is disrupted is through the sequestering of Sig-1R chaperone ac-
tivity by BD1063 (or P4), as they promote its association with BiP
(Fig. 5B) (15). One study with P4 showed it down-regulated the
expression of hERG channels by altering ER homeostasis (42),
whereas another study showed that Sig-1R regulates the expres-
sion of these channels through a posttranslational mechanism
(52). However, neither of these studies shows a relationship be-
tween Sig-1R and P4 in regulating hERG channel expression. In
the light of our results, we suggest that the interaction of P4 with
the chaperone could be responsible for disrupting the interaction
of Sig-1R with hERG channels, as it has been shown that Sig-1R
directly interacts with these proteins (23).
What are some of the physiological relevancies of the antag-

onism of Sig-1R? It has been shown that during periods of
pregnancy or acute stress, when P4 is elevated, its concentration
can reach 300 nM (32), a concentration well above 100 nM that
decreases TRPV1 in the plasma membrane (Fig. 2F). In this
regard, in our behavioral experiments we found that pregnant
mice exhibited a decreased response to capsaicin-induced pain
compared with nonpregnant females (Fig. 5A), thereby pointing
to a role for antagonism of Sig-1R by P4 on TRPV1-dependent
pain. In summary, our results elucidate a mechanism in which
chaperones, specifically Sig-1R, can interact with TRPV1 in a
manner that reduces pain.

Methods
Cell Cultures.HEK293 cells (ATCC CRL-1573) were cultured in complete growth
medium containing DMEM with high-glucose (DMEM Gibco) and com-
plemented with 10% FBS (HyClone) and 100 U/mL of penicillin-streptomycin
(Gibco). Cell cultures were maintained in a humidified incubator at 37 °C
with an atmosphere of 95% air and 5% CO2. Cells were subcultured every 3 d
using 0.25% (wt/vol) trypsin-EDTA solution (Gibco). Treatments with P4 or
BD1063 were given for 24 h (60).

Transient Cell Transfection and Treatments. Subconfluent HEK293 cultures in
35-mm wells were transiently transfected with 100 ng of ratTRPV1 (rTRPV1)
plasmid (pcDNA3.1-rTRPV1) using the jetPEI Polyplus transfection reagent.
For patch-clamp experiments, the cells were grown on coverslips and
transfected either with rTRPV1 (500 ng of plasmid for excised patch-clamp
or 50 ng for whole-cell experiments) in conjunction with 500 ng of pIRES-
GFP (BD Biosciences). Sixteen hours posttransfection, the medium was
substituted with fresh medium containing 25 μM of P4 or 25 μM BD1063 (60,
61) or vehicle (0.25% methanol for P4 treatments or water for BD1063
treatments) diluted in complete growth medium and maintained under
normal culture conditions for 24 h. Progesterone (Steraloids, Inc.) and
RU486 (62) (Sigma-Aldrich) were diluted in 0.25%methanol, and BD1063 was
diluted in water, all as 10-mM stock solutions. Progesterone-3-BSA conjugate
(P4-3-BSA; Abiox Company) (25 μM) (43) was directly diluted in culture me-
dium. MG132 (Sigma-Aldrich) was prepared as a 10-mM stock in DMSO
(Sigma-Aldrich), and at 18 h posttreatment with BD1063 or P4 cells were
cotreated with MG132 (25 μM) (63) and fresh P4 or BD1063 (25 μM) diluted in
culture medium for another 8 h.

For experiments where we tested the effects of prolonged capsaicin ex-
posure on TRPV1 degradation, HEK293 cells were cotransfected with
pCDNA3.1 (empty vector) and pcDNA3.1-TRPV1 or pcDNA3.1-Sig-1R-GFP and
pcDNA3.1-TRPV. After 48 h of transfection, cells were incubated for 20 min at
37 °C with 5 μM of capsaicin or vehicle (0.025% EtOH) diluted in DMEM.
Finally, cells were lysed to obtain total protein for their analysis by Western
blot for the TRPV1 protein.

Electrophysiology. Whole-cell patch-clamp recordings (64) were performed
on HEK293 cells transiently transfected with rTRPV1 and cultured under
control conditions or treated for 24 h with 25 μM BD1063 or with 0.1, 1 and
25 μM P4. Patch electrodes were pulled to obtain a tip resistance of 2–4 MΩ.
The effects of the P4 and BD1063 on the current density of TRPV1 were
analyzed using voltage-ramps executed starting at a holding potential of
0 mV from −120 mV to 120 mV at a rate of 0.5 V/s. The current density was
obtained by dividing the currents by the cell capacitance. Data were ac-
quired and analyzed with PULSE software (HEKA Elektronik) and plotted
with programs written using Igor Pro (WaveMetrics, Inc.). Solutions used for
recordings contained (in mM): 130 NaCl, 0.5 CaCl2, 10 Hepes (extracellular,
pH 7.2) and 130 NaCl, 10 Hepes, and 10 EGTA (intracellular, pH 7.2).

Inside-outmembrane patches were obtained fromHEK293 cells expressing
rTRPV1 and rTRPV1-mCherry by pulling the micropipette away from the cell.
Current recordings were performed under isotonic conditions with the fol-
lowing solutions (Sigma-Aldrich) (in mM): 130 NaCl, 3 Hepes (pH 7.2), and 1
EDTA. We measured dose–response curves for activation of TRPV1 by cap-
saicin at 120 mV as the steady-state current. This current density was nor-
malized to the response to 4 μM capsaicin. We obtained the Kd from fits to
the Hill equation:

I
Imax

=
½capsaicin�n

½capsaicin�n +Kn
d

where n is the Hill coefficient and [capsaicin] is the agonist concentration.
Leak subtraction was performed by subtracting the initial current trace in
the absence of capsaicin from the traces obtained in the presence of
the agonist.

Total Protein Isolation. Transiently transfected HEK293 cells were harvested
24 h posttreatment and rinsed with PBS. Cells were suspended in lysis buffer
[150 mM NaCl, 10 mM Tris·HCl (pH 7.5), 1% Triton X-100] supplemented with
10 mM NaF and Complete Protease Inhibitor (Roche). Lysates were centri-
fuged for 5 min at 1,500 × g, and supernatants were recovered for total
protein quantification by bicinchoninic acid assay (Sigma-Aldrich).

Cell-Surface Protein Biotinylation. HEK293 cells cultured in 100-mmwells were
transiently transfected with 1 μg of pcDNA3.1-rTRPV1 and cultured under
control or treated conditions (25 μM P4 or 25 μM BD1063). Twenty-four
hours posttreatment cells were labeled with the EZ-LinkSulfo-NHS-SS-
Biotin reagent following the manufacturer’s instructions (Pierce Cell Sur-
face Protein Isolation Kit; Thermo Scientific). Cells were lysed, and labeled
proteins were isolated with Immobilized NeutrAvidin Gel. The bound cell-
surface proteins were released using SDS/PAGE sample buffer containing
50 mM DTT (Sigma-Aldrich).

Western Blot Analysis. Total protein extracts were separated by SDS/PAGE and
blotted to PVDF membranes (Immobilon-P; Merck Millipore) by using the
Hoefer Semi-Dry transfer system. Membranes were blocked with 6% nonfat
dry milk in PBS and Tween-20 0.1% (PBS-T) and incubated overnight with
goat polyclonal anti-TRPV1 (P-19, sc12498; Santa Cruz Biotechnology) or
rabbit anti-TRPV1 (ACC-030 and ACC-029; Alomone Laboratories), diluted
1/1,000 in PBS-T with 3% nonfat dry milk. A monoclonal antibody against
GAPDH (14C10; Cell Signaling Technology) diluted 1:5,000 in PBS-T was used
as a protein load control. For immunodetection of Sig-1, the polyclonal goat
(S18; Santa Cruz Biotechnology) or rabbit (NBP1-82479; Novus Biologicals)
anti–Sig-1R antibodies were used. Finally, the Na+/K+-ATPase α was
immunodetected with the monoclonal mouse anti–Na+/K+-ATPase α antibody
(H-300; Santa Cruz Biotechnology) and was used as a load control of plasma
membrane proteins. Proteins were visualized by immobilized antigens conju-
gated to horseradish peroxidase-labeled secondary antibodies and were
detected using chemiluminescent substrate (ECL; Amersham Pharmacia).
Densitometric analysis was performed by quantifying both the hyper-
glycosylated and partially glycosylated bands of the TRPV1 protein. Thus, the
graphed results represent an average of the intensity of both bands.

Sig-1R–Knockdown Experiments. HEK293 cells were cultured on 35-mm-well
dishes at 50% confluence. Cells were cotransfected with 50 ng of pcDNA3.1/
rTRPV1 plasmid and 75 pmol of siRNA to target Sig-1R (predesigned
SASI_Hs01_00189688; Sigma-Aldrich) or with a scrambled siRNA as a neg-
ative control (siRNA Universal Negative control #1; Sigma-Aldrich). Forty-eight
hours posttransfection cells were harvested for protein isolation as de-
scribed in the Western Blot Analysis section for immunodetection of Sig-1R
and TRPV1 total protein.

Sig-1R-GFP and TRPV1 Deletions Constructs. These constructs were obtained
by PCR amplification or enzymatic restriction as described in Supporting
Information.

Fluorescence and Confocal Microscopy Analysis. HEK293 cells were cultured on
coverslips and transiently cotransfected with pcDNA3.1+ rTRPV1-mCherry
and pcDNA3.1/Sig-1R-GFP-TOPO plasmids (0.5 μg each). For microscopic
analysis, after 48 h of transfection cells were fixed with 4% para-
formaldehyde (PFA) for 10 min, washed with PBS, and mounted on micro-
scope slides with VECTASHIELD (Vector Laboratories, Inc.). Cell visualization
was carried out using a confocal laser-scanning microscope (LSM710 Zeiss)
employing a W Plan-Apochromat 63× (NA 1.0) water-immersion objective.
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Images were prepared using ImageJ software. For plasma membrane
staining, cells were incubated for 5 min with the CellMask Deep Red label at
37 °C, according to the manufacturer’s instructions (Thermo Fisher Scien-
tific). For ER staining, immunocytochemical experiments were performed by
labeling the cells, which were previously permeabilized as described in the
following paragraph, with the polyclonal rabbit anti-calnexin antibody (H70;
Santa Cruz Biotechnologies). Finally, cells were incubated with anti-rabbit
IgG (H + L) secondary antibody and Cy5 antibody (Thermo Fisher Scientific)
and were mounted on microscope slides with VECTASHIELD (Vector Labo-
ratories, Inc.) for confocal immunofluorescence analysis.

For immunocytochemistry experiments with DRG neuron primary cultures,
the cells were fixed with 4% PFA in PBS, permeabilized (0.2% Triton X-100 in
PBS), and blocked (2.5% FBS and 1% gelatin, all in PBS). For the immunode-
tection of TRPV1, DRG neurons were sequentially incubated with goat anti-
TRPV1 antibody (P19; Santa Cruz Biotechnology) and chicken anti-goat IgG
secondary antibodyAlexa Fluor 488 (ThermoFisher Scientific). Finally, cellswere
incubated with rabbit anti–Sig-1R antibody (NBP1-82479; Novus Biologicals)
and chicken anti-rabbit IgG secondary antibody Alexa Fluor 594. Primary an-
tibodies were diluted in PBS with 3% BSA (1:100) and were incubated over
night at 4 °C, and secondary antibodies were diluted 1:500 (3% BSA, PBS) and
incubated 1 h at 4 °C. Finally, the cells were mounted on microscope
slides with VECTASHIELD for confocal immunofluorescence analysis.

Coimmunoprecipitation. Following standardized methods (65), coimmuno-
precipitation assays were carried out as described in Supporting Information.

RT-PCR. Following the manufacturer’s instructions, total RNA was isolated
with TRIzol Reagent (Invitrogen) from DRGs and a HEK293 cell line. The RT-
PCR) was carried out according to the manufacturer’s instructions using
2.5 μg of total RNA, 100 ng of random primers, and 200 U of SuperScript III
(Invitrogen). The PCR was carried out with 5 μL of cDNA, 30 pmol of each
primer, and 2.5 U Taq DNA polymerase (Invitrogen). PCR conditions were as
follows: an initial denaturalization step at 95 °C for 5 min followed by
30 cycles of reaction, then a denaturalization step for 95 °C for 30 s,
annealing for 30 s, and extension for 45 s at 72 °C. Table S1 shows the
annealing temperature and the sequence of each pair of primers.

FRET Measurements. The apparent FRET efficiency Eapp was measured by the
spectra-FRET method (66) in a home-modified TE-2000U (Nikon) inverted
epifluorescence microscope. The excitation light source was an argon ion
laser (Spectra-Physics) with a laser coupled to a multimode optical fiber using
a 3-mm ball lens. Diverging light coming out of the fiber was coupled to the
illumination port by a 50-mm focal length collimating lens and then focused
into the objective by a 300-mm lens.

A Nikon 60×oil-immersion objective (numerical aperture 1.4) was used to image
the cells. The microscope was coupled to a spectrograph (Acton Instruments) and
an EMCCD camera (Luca; Andor) controlled by MicroManager software (67).

To obtain the emission spectra the following methods were used: To image a
small area of a cell, the spectrograph entrance slit was partially closed. The light
coming from the cell andpassing through the slitwasprojected across thegrating
in the spectrograph to obtain a spectral image collected by the camera. An
emission spectrum of the membrane area was obtained from this image using a
line scan along thewavelength axis. The emission spectrumof cells expressing the
Sig-1R-GFP construct was first recorded at 488-nm excitation. Direct excitation
(ratio Ao) of the TRPV1-mCherry construct by 488 nm was determined as the
ratio of the emission intensities observed by exciting at 488 and 514 nm.

When cells cotransfected with GFP and mCherry constructs were excited at
488 nm, the emission spectrum showed two peaks; the first one at 520 nm is
the emission of the GFP protein, and the second at 615 nm is the emission of
mCherry. This second peak contains three components, the first caused by
bleed-through of GFP fluorescence, the second caused by direct excitation of
mCherry at 488 nm, and the third caused by FRET with GFP (68). To quantify
the FRET efficiency from this spectrum, the GFP-only spectrum was obtained
separately, scaled to the first peak of the emission spectrum of the experi-
mental cells, and finally subtracted, leaving only the mCherry spectrum. This
subtracted spectrum contains two of the aforementioned components: the
direct excitation at 488 nm and the FRET between GFP and mCherry. Eapp, is

obtained as the difference of ratio A − ratio Ao, where ratio A is the ratio
between the subtracted mCherry spectra and a third spectrum obtained by
exciting at 514 nm.

Animals.Male and female 8- to 10-wk-old C57BL/6J mice were obtained from
the animal facility of the Instituto de Fisiología Celular. Mice were handled in
accordance with the standards of the National Institutes of Health. The
protocol was approved by the Institutional Animal Care and Use Committee
of the Instituto de Fisiología Celular of the National Autonomous University
of México (UNAM; IACUC protocol TRF17-14). Mice were maintained in an
environment with a controlled 12-h light/dark cycle and access to food and
water ad libitum. Female mice were mated, and the presence of a vaginal
plug was considered as the first day of gestation. Finally, nonpregnant and
pregnant females at 15 d of gestation were used to perform pain-related
behavior assays.

Pain Assays. Mice were placed in separate plastic containers 1 h before the
experiment to achieve adaptation to the experimental conditions (69). A stock
solution of 20 μg/μL capsaicin in ethanol was prepared, and then a working
solution of 0.28 μg/μL capsaicin in saline was prepared (70). The vehicle solu-
tion contained 1.4% ethanol in a saline solution, and 10 μL of this solution or
10 μL of capsaicin (0.28 μg/μL)-containing solution was intradermally injected
into the hind paw of a mouse using a 30-gauge needle. The paw-licking be-
havior was quantified for 10 min and reported as cumulative PLT.

Animals were intrascapularly preinjected with either vehicle (water) or
BD1063 (32 mg/kg) (71) 24 h before the pain response to capsaicin injection
into their paws was evaluated. All behavioral experiments were conducted
in an attenuated-noise room.

DRG Isolation and Primary Cultures. Adult C57BL6/J mice preinjected 24 h
before with vehicle (water) or with BD1063 (32 mg/kg) were killed for DRG
isolation, according to previous reports (72). DRGs were washed once with
PBS and homogenized in lysis buffer (see above) for total protein isolation
for immunodetection of Sig-1R, TRPV1, and GAPDH, as described in the
Western Blot section.

For cultures of dissociated primary sensory neurons, DRGs were isolated
according to a standardized protocol (72) and collected in a tube kept on ice
with DMEM without Ca+2/Mg+2. DRGs were washed with 1.5 mL DMEM.
Ganglia were suspended in a collagenase type II/trypsin solution in DMEM
(4 and 1.25 mg/mL, respectively) and incubated for 10 min in a 37 °C water
bath. Then the ganglia were centrifuged for 1 min at low speed to form a
pellet, whereupon the collagenase/trypsin solution was removed (73). Finally,
the cell suspension was homogenized in 2 mL of prewarmed culture medium
(DMEM with 10% FCS and penicillin/streptomycin) and cultured in 35-mm
dishes. The cells were incubated at 37 °C with 95% O2 and 5% CO2 (73). Two
hours after plating, fresh medium with 100 ng/mL nerve growth factor (NGF)
and 0.25% methanol (control cultures) or NGF (100 ng/mL) and 25 μM of
progesterone for 24 h was added. After 24 h of treatment, cells were fixed for
immunofluorescence experiments or harvested for total protein isolation, and
immunodetection of TRPV1 and GAPDH was performed.

Statistical Analysis. Statistical comparisons were made using the ANOVA or
Student’s t test and GraphPad Prism 7.0. P ≤ 0.05 was considered statistically
significant. Group data are reported as the mean ± SEM.
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