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Resumen 

El dolor o nocicepción es una experiencia sensorial y emocional desagradable que 

proporciona una señal de advertencia de daño potencial o real que da como 

resultado una serie de conductas dirigidas a aliviar o terminar la experiencia. El 

estudio de la naturaleza del dolor y la búsqueda de agentes que puedan 

contrarrestarlo, han sido temas importantes para la medicina moderna. 

Conjuntamente, existe mucho interés por el estudio del dimorfismo en la percepción 

del dolor entre sexos, y se ha demostrado que en ciertas condiciones las mujeres 

presentan un menor umbral y una menor tolerancia al dolor. Uno de los factores al 

que se le ha atribuido estas diferencias en la percepción del dolor son las hormonas. 

Particularmente, el estrógeno ha sido propuesto como hormona que participa en la 

regulación nociceptiva, aunque aún no es claro si tiene un efecto anti o pro-

nociceptivo. Por otro lado, cabe señalar que los estrógenos regulan a sus blancos 

moleculares por medio de dos mecanismos: genómicos y no genómicos, ambos 

efectos mediante receptores nucleares y de membrana. 

El canal TRPV1 es un transductor de señales nocivas que ha sido ampliamente 

relacionado con patologías de dolor crónico. La regulación de este canal por efecto 

de estrógenos se ha demostrado en ratones que carecen de los receptores a 

estrógenos en los cuales hay una disminución del canal TRPV1. El presente trabajo 

tuvo como objetivo determinar si existe un dimorfismo sexual en la expresión del 

canal TRPV1 y los receptores de estrógenos y su relación con la respuesta de dolor 

en ratones de la cepa C57BL/6.  Demostramos que los machos tienen una mayor 

respuesta de dolor a capsaicina (activador del canal TRPV1) en comparación con 

las hembras. Además, a nivel molecular, se determinó que existen diferencias de 

expresión de este canal entre animales de diferente sexo. Interesantemente, en 

ensayos de evaluación de dolor agudo, determinamos que ratones machos co-

inyectados con 17β-estradiol y capsaicina muestran una disminución de la 

respuesta al dolor en comparación de los animales inyectados solo con capsaicina.   

Los datos del presente estudio sugieren que la diferencia en la percepción del dolor 

asociado al canal TRPV1 entre animales de diferente sexo, está estrechamente 

relacionada con el componente hormonal y que el 17β-estradiol tiene un efecto anti–

nociceptivo en la percepción de dolor relacionada al canal TRPV1.
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I. Introducción 

 El dolor  

El dolor o nocicepción es un mecanismo de sobrevivencia que se define como una 

experiencia sensorial y emocional desagradable que proporciona una señal de 

advertencia de daño potencial o real, dando como resultado una serie de conductas 

dirigidas a aliviar o terminar la experiencia (Osterweis et al.,1987; Craig,2003).  

La vía del dolor consta de cuatro etapas: la transducción, trasmisión, modulación y 

percepción. La transducción es el proceso mediante el cual los estímulos externos 

nocivos son convertidos en señales eléctricas. Es decir, receptores específicos 

responden selectivamente a estímulos nocivos y convierten la energía química, 

mecánica o térmica recibida en impulsos neuronales (McEntire et al., 2016; Dubin y 

Patapoutian, 2010). Estos receptores se encuentran insertados en la membrana 

plasmática de las terminaciones nerviosas aferentes de primer orden, también 

llamadas nociceptores, mismos que constituyen fibras que se clasifican en Aδ y C. 

Las fibras Aδ son mielinizadas de un grosor medio y de conducción rápida, mientras 

que las fibras C son fibras amielinicas de menor diámetro, por lo tanto de conducción 

lenta, los cuerpos de ambas terminaciones se encuentran en los ganglios de la raíz 

dorsal (DRG por sus siglas en inglés). Estas fibras ingresan a la médula espinal y 

hacen sinapsis con las neuronas de segundo orden en las láminas I y II del asta 

dorsal para trasmitir la señal (Dubin y Patapoutian 2010).  

Durante la sinapsis las neuronas de primer orden liberan neurotransmisores como 

la sustancia P que a su vez induce la liberación de aminoácidos excitatorios como 

el aspartato y el glutamato que provocan la excitabilidad de las células 

postsinápticas en el asta dorsal. Es en este nivel donde los centros superiores 

pueden modular la señal del dolor de manera inhibitoria mediante la liberación de 

analgésicos endógenos a través de proyecciones de neuronas descendientes 

eferentes, estas neuronas activan las neuronas del asta dorsal para inhibir las fibras 

presinápticas utilizando neurotransmisores opioides como la encefalina y la 

serotonina  (5H) que impiden  la liberación de la sustancia P (Kelly y Ahmad, 2001; 

Kehlet et al., 2005).  
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Si la señal del estímulo tiene la intensidad necesaria para traspasar la barra 

inhibitoria, el impulso continúa hacia los centros superiores a través de las fibras 

ascendentes de segundo orden por la vía tálamo-espinal, hasta llegar a la corteza 

cerebral para iniciar con la percepción, ya que es ahí donde se le da recepción e 

interpretación a la señal, asimismo se contrasta con experiencias anteriores y se 

reconoce el dolor (Castany et al., 2016). Desde la corteza se elaboran estímulos 

eferentes en respuesta al dolor para alertar al organismo y envíar señales a centros 

inferiores que secretan sustancias analgésicas como la norepinefrina para aliviar el 

dolor (figura 1) (Kelly y Ahmad, 2001; Kehlet et al., 2005). 

 

Figura 1. Vía del dolor. El estímulo es transducido a una señal neuronal. Esta señal es 

transmitida por los nociceptores a las neuronas de segundo orden en el asta dorsal. En el 

asta dorsal se lleva a cabo el proceso de modulación por vías eferentes. Si el estímulo es 

lo suficientemente fuerte las neuronas de segundo orden lo envían por la vía espino-

talámica hasta la corteza somatosensorial donde se percibirá el dolor. Enseguida, se 

elaborarán respuestas al dolor. Figura modificada de Kehlet, 2014. 

 

 La familia TRP como receptores de estímulos nociceptivos  

Como se mencionó anteriormente, los nociceptores tienen en sus membranas 

plasmáticas una amplia variedad de receptores que detectan y trasforman estímulos 
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dañinos en señales neuronales. Algunos de los transductores más importantes de 

las señales nociceptivas pertenecen a la superfamilia de canales  iónicos TRP (por 

sus siglas en inglés, transient receptor potential), ya que estas proteínas funcionan 

como sensores de varios estímulos nocivos como la temperatura, osmolaridad, pH, 

sustancias químicas entre otros (Clapham, 2003; Kaneko y Szallasi, 2013; Nilius y 

Flockerzi, 2014).  

Particularmente, en  mamíferos hay 28 TRP los cuales están clasificados en seis 

subfamilias: vaniloide (TRPV), canónica (TRPC), anquirina (TRPA), melastatina 

(TRPM), policistina (TRPP) y mucolipina (TRPML). Existe una séptima subfamilia 

de canales TRP llamada TRPN (NO mecano potencial-C) en la cual sus integrantes 

sólo se encuentra en organismos no mamíferos (Gees et al., 2010).   

En general, los canales TRP funcionales comparten una estructura compuesta por 

cuatro subunidades polipeptídicas idénticas, cada subunidad está constituida por 

seis segmentos transmembranales (S1-S6) sumamente conservados, las 

subunidades tienen un asa hidrofóbica entre el S5 y S6 que forman el poro 

conductor de iones (figura 2a). Es importante mencionar que los aminoácidos que 

se encuentran localizados en el poro le confieren la selectividad al canal, ya que a 

pesar de que varios parecen ser canales catiónicos no selectivos, tienen una mayor 

afinidad por el calcio (Owsianik et al., 2006; Clapham, 2003, González-Ramírez et 

al., 2017). El amino terminal (N) y el carboxilo terminal (C) de estos canales se 

ubican en el lado intracelular, estos dominios citoplasmáticos juegan un rol muy 

importante en la regulación, modulación y tráfico del canal (Owsianik et al. 2006; 

Nilius y Flockerzi 2014). Algunos de los canales TRP contienen repeticiones de 

anquirinas en el N-terminal, mismas que están involucradas en interacciones 

proteína-proteína y en el tráfico de algunos canales; el número de anquirinas en el 

N-terminal de los TRP varía entre los diferentes miembros de las subfamilias 

(Owsianik et al. 2006). Un dato interesante es que las subfamilas TRPC, TRPV y 

TRPM tienen una secuencia de seis aminoácidos localizada cerca del S6 en el C 

terminal llamada caja TRP altamente conservada (Gaudet, 2007, Owsianik et al., 

2006).  
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Estructuralmente los canales TRP son muy parecidos a los canales dependiente de 

voltaje, sin embargo, se diferencian en el dominio de sensor de voltaje, el S4, ya 

que en los canales TRP se han observado pocos o ausencia de residuos cargados 

positivamente en este dominio (Minke 2010, Owsianik et al., 2006; Rosasco y 

Gordon, 2017).  

 

 El canal TRPV1  

La subfamilia TRPV está constituida por seis canales TRPV1-6. Estos canales se 

dividen en dos grupos, el primero está formado por los canales TRPV1-4 los cuales 

son catiónicos no selectivos con una baja selectividad por los cationes 

monovalentes o divalentes, no obstante, tienen una mayor afinidad por el Ca2+, 

estos canales son sensores que tienen una función importante en la transducción 

de señales térmicas y nocivas. El segundo grupo incluye a los canales TRPV5 y 

TRPV6 que son permeables solo a Ca2+ y participan en la regulación de la 

homeostasis del Ca2+ en células epiteliales del riñón y del intestino (Ramsey et al., 

2006; Gees  et al., 2010, Morales-Lázaro  y Rosenbaum ,2017).   

La familia vaniloide le debe su nombre al primer miembro que fue caracterizado, es 

decir, el canal TRPV1, el cual es activado por un compuesto vaniloide llamado 

capsaicina, compuesto presente en los chiles que provoca la sensación de picor 

(Caterina et al.,1997). La topología del canal TRPV1 corresponde al arreglo 

estructural típico de los canales TRP, ya que está constituido de cuatro subunidades 

idénticas (homotetrámero) (figura 2b-c) (Szallasi et al, 2007; Bevan et al., 2014). 

En humanos el gen TRPV1 está localizado en el cromosoma 17p13, organizado por 

17 exones que codifican para una proteína de 839 aminoácidos (Birnbaumer et al., 

2003). Este canal se expresa principalmente en las neuronas sensoriales de las 

fibras C y con menor abundancia en las fibras Aδ de los ganglios de la raíz dorsal, 

así como en los ganglios trigeminales (Caterina et al., 1997); también se ha 

reportado la expresión de este canal en ciertas partes del cerebro como el 

hipotálamo, tálamo, hipocampo, núcleo olfatorio, así como en tejidos no neuronales 



 
5 

como el sistema inmune, células del musculo liso, vejiga, queratinocitos, piel, y 

tráquea  (Bevan et al, 2014).  

TRPV1 es un canal catiónico no selectivo permeable a Ca+2, Na+ y K+; su forma de 

activación es polimodal ya que además de activarse por la capsaicina, este canal 

responde a la resiniferatoxina (RTX), compuesto químico presente en plantas como 

Euphorbia resinífera, a la alicina presente en el ajo  Allium sativum, al calor dañino 

(≥43°C) y a protones extracelulares (pH<6), (Szallasi y Blumberg, 1990; Salazar et 

al., 2008; Caterina et al., 1997). Del mismo modo se ha determinado que TRPV1 

puede ser activado por ligandos endógenos como el ácido lisofosfatídico (LPA), la 

anandamida (AEA), diacilglicerol (DGA), N-araquidonoil dopamina (NADA), entre 

otros (Morales-Lázaro et al., 2013). En cuanto a los inhibidores de TRPV1 de 

naturaleza endógena se conocen al colesterol, la adenosina y las resolvinas 

(Morales-Lázaro, S. L., & Rosenbaum, 2017; Morales-Lázaro et al., 2013).  

El canal TRPV1 se ha relacionado con enfermedades de dolor crónico,  por lo cual 

es reconocido como un mediador molecular del dolor. Además se ha observado que 

TRPV1 se sobreexpresa en condiciones de inflamación que causan la liberación de 

compuestos proinflamatorios como el factor de crecimiento neuronal (NGF), 

bradiquininas, prostaglandinas, adenosín trifosfato (ATP), entre otros (Ho et al., 

2012).  

Aunado a la regulación del canal TRPV1 por efecto de diversos ligandos o 

estímulos, otra vía para regular los efectos río abajo de la activación de este canal 

es mediante la regulación en su expresión, que puede ser mediada por diferentes 

mecanismos como la transcripción (Chu et al., 2011), modificaciones pos-

traduccionales (Veldhuis et al., 2012) y el tráfico del canal hacia la membrana 

(Szallisi y Blumbrg, 2007).   
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Figura 2 Topología de un canal TRPV1 y los sitios de interacción de varios ligandos. 

a) Representación del homotetrámero, formado por cuatro subunidades alineadas 

alrededor del poro central. b) Estructura del canal TRPV1 en estado cerrado determinado 

por crioEM, se observan la región transmembranal (TM), del poro, la parte intracelular (ICD) 

y la región de los repetidos de anquirina (ANK). c) Se muestra un esquema representativo 

de la estructura monomérica del canal TRPV1 con las repeticiones de anquirina (A1-A6), 

los dominios amino y carboxilo terminal intracelulares (NH2 y COOH) y los dominios 

transmembranales (S1-S6), así como los sitios de unión para varios agonistas 

(activadores), antagonistas (inhibidores) y sitios de fosforilación. Figuras modificadas de 

Morales-Lázaro y Rosenbaum 2014; Morales-Lázaro et al., 2013.  
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 Diferencias en la percepción del dolor entre mujeres y hombres 

El estudio sobre la naturaleza del dolor y la búsqueda de agentes que puedan 

aliviarlo, han sido temas de gran interés para la medicina moderna. Conjuntamente, 

a partir de los años noventa, el interés por el estudio del dimorfismo en la percepción 

del dolor entre mujeres y hombres fue en aumento, de modo que hoy en día existen 

un gran número de artículos que tratan este tópico (Fillingim, et al., 2009).  

Múltiples estudios epidemiológicos de condiciones clínicas y experimentos de 

laboratorio han determinado que las mujeres muestran un menor umbral y una 

menor tolerancia al dolor generado por estímulos como la presión, electricidad, 

calor, frío y sustancias químicas. Asimismo, en reportes epidemiológicos de 

patologías (en las que se han identificado a canales de la famila TRP como 

mediadores moleculares de la nocipceción), como dolor neuropático, dolor 

muscular, migraña, osteoartritis, intestino irritable, dolor temporomandibular y otras 

dolencias orofaciales, se ha demostrado que las mujeres corren un mayor de riesgo 

de padecerlas que los hombres. De igual forma se ha demostrado que las mujeres 

muestran una mayor respuesta inflamatoria que los hombres  (Fillingim, et al., 2009 

y Racine et al., 2012).  

La diferencia en la percepción del dolor observada entre hombres y mujeres se ha 

tratado de explicar mediante varios factores, sin embargo, la discrepancia de las 

hormonas sexuales ha destacado como un factor importante. Se han realizado 

estudios de la percepción del dolor en mujeres durante las fases del ciclo menstrual 

(periodo donde las concentraciones de las hormonas femeninas oscilan y cambian 

significativamente) y se ha encontrado una correlación entre los niveles de las 

hormonas gonadales y la nocicepción (Maurer et al., 2016). 

 

 Hormona gonadal 17β- estradiol 

Aunque todas las hormonas sexuales están presentes en ambos sexos, los 

andrógenos son considerados como hormonas masculinas y los estrógenos junto 

con la progesterona como hormonas femeninas (Maurer et al., 2016). Los 
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estrógenos son hormonas esteroideas endógenas que se encuentran 

representadas en tres formas, estrona (E1), estriol (E3) y 17β- estradiol (E2). El 17β- 

estradiol es el estrógeno más potente y abundante en las mujeres 

premenopáusicas. Después de la menopausia el E1 se convierte en el estrógeno 

más abundante y es sintetizado principalmente por el tejido adiposo adrenal, 

mientras E3 es producido en grandes cantidades por la placenta durante el 

embarazo (Coelingh Bennink, 2004).  

El 17β-estradiol tanto en hombre como en mujeres se produce en pequeñas 

cantidades en tejidos como las glándulas adrenales, cerebro y tejido graso, sin 

embargo, las mujeres lo producen grandes cantidades de esta hormona en las 

células de la granulosa de los folículos ováricos y por el cuerpo lúteo. En una mujer 

los niveles de 17β-estradiol varían entre 30 y 400pg/mL (0.11–2.20 nM) con los 

niveles más altos cerca del final de la fase folicular, es decir, antes de la ovulación. 

En contraste, los niveles de 17β-estradiol en hombres son de 10-55pg/mL, valores 

muy comparables con los niveles presentados en las mujeres postmenopáusicas 

(35pg/mL) (Bondesson et al., 2015).  

La síntesis del 17β-estradiol (figura 3) comienza con la formación de la 

pregnenolona a partir del colesterol en la membrana interna de la mitocondria por la 

acción de la enzima P450scc. Después, en el retículo endoplasmático liso, la 

pregnenolona es convertida en progesterona o en dehidroepiandrosterona (DHEA). 

Es a partir de estos compuestos que se llevan acabó una serie de reacciones 

enzimáticas hasta la síntesis de estrona y testosterona, que son precursores de la 

síntesis del 17β-estradiol, mediante la enzima 17β hidroxiesteroide deshidrogenasa 

(17β-HSD) (Giatti et al., 2018) (figura 3).   

El 17β-estradiol es una hormona transcendental para el desarrollo de los caracteres 

sexuales primarios y secundarios, pero también influye en el desarrollo embrionario 

y fetal del cerebro, en la diferenciación de varios órganos, en el funcionamiento del 

corazón y cerebro, así como en la modulación de la inflamación. La naturaleza 

lipídica de esta hormona permite su libre difusión a través de la membrana 
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plasmática de las células blanco y señaliza mediante receptores intracelulares de 

estrógenos específicos para regular la fisiología celular (Marino et al., 2006).  

 

 

 

Figura 3. Síntesis del 17β-estradiol. El colesterol es traslocado a la membrana interna de 

la mitocondria por complejos que incluyen varias proteínas, como la proteína translocadora 

(TSPO), la proteína reguladora aguda esteroidogénica (StAR), la proteína transportadora 

de nucleótidos adenina (ANT) y proteína del canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC), 

ahí el colesterol es convertido a pregnenolona por acción de la enzima P450scc. Después 

en el retículo endoplasmático liso la pregnenolona es convertida en progesterona o en 

dehidroepiandroserona. A partir de estas se llevan  a cabo una serie de reacciones 

enzimáticas para la síntesis de 17β-estradiol. Figura modificada de Giatti et al., 2012.  

 

 Los receptores del 17β-estradiol 

Los efectos biológicos del 17β-estradiol son mediados principalmente por dos 

miembros de la superfamilia de receptores nucleares: ERα y ERβ. El ERα es 

codificado por el gen ESR1 localizado en el cromosoma 6q24-q27 mientras tanto el 

ERβ es codificado por el gen ESR2 localizado en el cromosoma 14q22-q24, ambos 

genes contienen ocho exones separados que dan como resultado proteínas de 595 

y 530 aminoácidos respectivamente (Gosden et al., 1986; Enmark et al., 1997). 
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Ambos receptores tienen una estructura modular característica de los miembros de 

la superfamilia de receptores nucleares constituida por seis dominios (A-F) (figura 

4). 

 

Figura 4.Estructura de los recetores de estrógeno ERα y ERβ. Diagrama representativo 

de los dominios estructurales de los receptores de estrógeno (A-F), donde se muestra el 

grado de homología de cada dominio entre ERα y ERβ y los dominios funcionales. Figura 

modificada de Cui et al., 2012. 

 

El dominio C es el dominio de unión al  DNA (DBD), en este dominio se localizan, 

elementos como los dedos de zinc, la caja-P que interactúan con los elementos de 

respuesta del DNA, así como la caja-D misma que es requerida para la dimerización 

del receptor; este dominio es el más conservado entre ambos receptores y como 

consecuencia ambos receptores se unen a elementos de respuesta de DNA 

similares. El dominio D funge como bisagra y está involucrado en cambios 

conformacionales del receptor así como en interacciones proteína-proteína. El 

dominio E sirve como dominio de unión a ligando (LBD) y aunque ERα y ERβ tienen 

un grado de homología no tan conservado en este dominio los residuos que están 

en estrecha proximidad con el ligando se conservan, por ello la afinidad por el 17β-

estradiol es incuestionable. El dominio del C-terminal contiene una importante 

función de activación transcripcional (AF-2), que depende de la unión de un 

agonista, la unión de un agonista produce un cambio conformacional en el receptor 

y la activación de AF-2, que proporciona una interface de interacción con 

coactivadores transcripcionales. Los antagonistas no inducen este cambio 

conformacional específico y, por lo tanto, son incapaces de activar el AF-2. 

Adicionalmente, los dominios  cercanos al  N-terminal  A/B  tienen una segunda 
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función de activación transcripcional (AF-1), conjuntamente son un elemento 

importante tanto para el mecanismo dependiente como para el independiente de 

ligando, cabe señalar que AF-1 y AF-2 son muy poco homólogos entre ERα y ERβ 

(figura 4) (Dechering, et al., 2000; Arnal et al., 2017).  

 

La acción biológica de los ERα y ERβ (ERs) implica mecanismos complejos y 

amplios. Se han descrito mecanismos de acción que incluyen vías genómicas y  no 

genómicas. A continuación se describen las generalidades de estos mecanismos 

de acción (figura 5) (Sotoca et al., 2012). 

1. Acción genómica clásica. En esta vía el 17β-estradiol se une a formas 

monoméricas del receptor a estrógeno y en consecuencia esto produce que los 

receptores se asocien en dímero para poder translocarse al núcleo, ahí reclutan la 

maquinaria transcripcional y los cofactores necesarios para unirse a las secuencias 

blanco de los promotores, también llamadas elementos de respuesta a estrógeno 

(EREs) y de este modo comienza la regulación de la trascripción de sus genes 

blanco (Sotoca et al., 2012). 

2. Acción genómica no clásica. En este mecanismo la activación de los ER, 

favorece la asociación con otros factores de transcripción tales como proteína de 

especificidad 1 (Sp1), proteína activadora 1 (AP-1), factor nuclear kB (NF-kB), C-jun, 

entre otros, para regular indirectamente genes que carecen de EREs (Björnström y 

Sjöberg, 2005; Cui et al., 2013).  

3. Activación independiente de ligando. Bajo condiciones fisiológicas normales 

los ER pueden ser activados en ausencia de ligando. En esta vía los ER regulan la 

transcripción inducida por quinasas como PKC, PKA, MAPK o por PI3K involucradas 

en las vías de señalización de factores de crecimiento, como el factor de crecimiento 

epidérmico (EGF), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF)-1 o el factor de 

crecimiento de fibroblastos-2 (FGF)-2 (Björnström y Sjöberg, 2005; Cui et al., 2013).  

4. No genómica. Los eventos de señalización de estrógenos no genómicos incluyen 

la generación de los segundos mensajeros como Ca 2+, adenosín monofosfato 
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cíclico (cAMP) y óxido nítrico (NO), así la activación de tirosina quinasas receptoras 

como EGFR e IGF-1R y quinasas como PI3K, miembros de la familia MAPK, Akt y 

PKA/PKC (Prossnitz, et al., 2008).  

 

 

Figura 5. Mecanismo de acción de los receptores de estrógeno ERα y ERβ. 

Representación simplificada de los mecanismos de acción de los receptores a estrógeno. 

Figura modificada de Morani et al., 2008. 

 

Tradicionalmente las respuestas genómicas y no genómicas iniciadas por los 

estrógenos habían sido atribuidas a la acción de los receptores de estrógenos 

(ERs), sin embargo, en los años noventa se identificó por primera vez un miembro 

de la familia de receptores con 7 segmentos transmembranales nombrado GPR30 

o GPER1(Carmeci et al., 1997; O’Dowd et al.,1998),  mismo que años después se 

demostró ser receptor del 17β-estradiol, este hecho señalo a este receptor como un 

ERE= Elementos de respuesta a estrógeno 
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posible responsable de los mecanismos de acción no genómica del 17β-estradiol 

(Thomas et al. , 2005). El GPR30 tiene como agonistas compuestos sintéticos como 

el ICI 182,780 y el tamoxifeno los cuales son antagonistas de los ER, además, el 

GPR30 tiene un ligando selectivo llamado G-1 que también es inerte a los 

receptores de estrógeno clásicos (Prossnitz, et al., 2008; Bologa et al., 2006). El 

descubrimiento de un ligando selectivo a GPR30 ha permitido la realización de 

estudios funcionales sobre la implicación del GPR30 en las vías de señalización no  

genómicas del 17β-estradiol y se ha demostrado que el G-1 es capaz de provocar 

la movilización de calcio así como la activación de PI3K en células que expresan 

GPR30 pero no en células que expresan ERα o ERβ, sin embargo, aún no se 

conoce por completo la participación del GPR30 en las vías de señalización del 17β-

estradiol (Prossnitz, et al., 2008; Prossnitz, et al., 2010).  

 

  Relación entre el canal TRPV1 y el 17β-estradiol 

En el 2012 Cho y Chaban, observaron una disminución de la expresión del canal 

TRPV1 en DRGs a nivel de proteína en ratones transgénicos que carece de la 

expresión  de los receptores ERα ó ERβ, sugiriendo que el 17β-estradiol podría ser 

un factor importante en la regulación positiva del canal TRPV1, a partir de este 

estudio el interés sobre la investigación de la regulación del canal TRPV1 por el 

17β-estradiol fue en aumento.  

A pesar de que algunos equipos de trabajo han abordado el tema de la influencia 

del 17β-estradiol en la expresión del canal TRPV1 en los DRGs y el ganglio 

trigeminal de modelos murinos, hasta el momento no se ha realizado un estudio que 

demuestre sí realmente existe un dimorfismo sexual en la expresión del canal 

TRPV1 en estos modelos, lo cual podría explicar las diferencias en el umbral de 

dolor entre sexos opuestos. Por lo tanto, mediante el presente trabajo se busca 

determinar sí en ratones (C57BL/6) existe un dimorfismo en la respuesta de dolor a 

capsaicina y en la expresión del canal TRPV1, así como de los receptores a 

estrógeno ERα, Erβ y GPR30, tanto a nivel de RNA mensajero como a nivel de 

proteína en los DRGs.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2847286/#R12


 
14 

II.  Hipótesis 

Sí el 17β-estradiol es un regulador positivo de la expresión del canal TRPV1, 

entonces las ratonas presentaran mayor expresión del canal TRPV1 y serán más 

susceptibles al dolor asociado a este canal en comparación con los ratones.  

 

III. Objetivo general 

Determinar si existe un dimorfismo sexual en la expresión del canal TRPV1 y  los 

receptores de 17β-estradiol y su relación con la respuesta de dolor.  

  

IV. Objetivos particulares 

3.1 Establecer si existen una diferencia en el umbral de dolor a capsaicina entre 

ratones de C57BL/6 de ambos sexos. 

3.2 Determinar la expresión a nivel de RNA mensajero y de proteína de los 

receptores a estrógeno nucleares (ERα y ERβ) y el receptor de estrógeno de la 

membrana plasmática (GPR30) en los DRGs de ratones C57BL/6 de ambos sexos.  

3.3 Cuantificar y comparar la expresión a nivel de RNA mensajero y proteína total 

de ERα, ERβ, GPR30 y el canal TRPV1 en los DRGs de ratonas y ratones C57BL/6.  

3.4 Determinar si existen cambios en los niveles de proteína del canal TRPV1 en 

ratones macho y hembras ovariectomizadas (ovx) de la cepa C57BL/6.   

3.5 Realizar ensayos de conducta de dolor agudo en machos C57BL/6 co-

inyectados con 17β-estradiol y capsaicina.  
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V.  Materiales y métodos 

 Animales y extracción de tejido 

Para este trabajo se utilizaron alrededor de 90 ratones y ratonas de ocho semanas 

de edad, cepa C57BL/6 proporcionados por el bioterio Autorizado del Instituto de 

Fisiología Celular con vigencia de 21 de diciembre 2016 al 20 de diciembre del 2021, 

donde los animales son reproducidos, cuidados y mantenidos conforme la NOM-

062-ZOO-1999 “Especificaciones Técnicas para la Producción, Cuidados y Uso de 

los Animales de Laboratorio” y circunscritos al Título Tercero del bienestar de los 

animales, capítulo I del bienestar de los animales. Artículo 20 del párrafo I al IV (Ley 

federal de Sanidad Animal 2005). Los animales se mantuvieron con acceso a 

comida (LabDiet 5001) y agua ad libitum. 

   

Con el fin de extraer los ganglios de la raíz dorsal, los animales fueron sacrificados 

por decapitación (aprobado por el CICUAL del IFC-UNAM: SML127-18), después 

los cuerpos fueron colocados con la parte dorsal expuesta para cortar y remover 

tanto la piel como el músculo que cubrían la columna vertebral, enseguida la 

columna fue cortada por la parte media a lo largo, dejando expuesta la médula para 

ser retirada. Se cortó la curvatura de las vértebras para dejar al descubierto los 

DRGs y poder retirarlos. Por añadidura, se utilizó tejido ovárico y de cerebro como 

controles positivos, los cuales, fueron removidos de las hembras a las que se les 

extrajeron los DRGs. 

 Los tejidos que fueron utilizados para experimentos de extracción de RNA fueron 

lavados con  buffer de fosfatos PBS (NaCl 136.9mM, KCl 2.68 mM, Na2HPO4 

10.14mM y   KHP041.76mM) y colocados en hielo, mientras tanto los utilizados para 

extracción de proteína fueron puestos en PBS complementado con cOmplete™ 

(coctel de inhibidos de proteasas) y colocados en hielo.   

 

 Ovariectomización  

Este procedimiento se apegó a las disposiciones del numeral 8 Técnicas 

experimentales del punto 8.1 al 8.1.1. Y 8.2. De la NOM-062-ZOO1999. 
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Para este procedimiento a cada hembra se le administró subcutáneamente en la 

zona escapular 0.4 ml de una mezcla de analgésico y anestésico (xilacina y 

ketamina con una relación 1:0.8), trascurridos unos cinco minutos se examinaron 

los reflejos del animal por punción de la cola (conforme al apéndice “C” (Informativo) 

de la NOM-062-ZOO1999), una vez que no se observaron reflejo se procedió a la 

técnica quirúrgica por vía lumbar derecha e izquierda para la extracción de los 

ovarios. El tiempo de recuperación de los animales fue de dos meses antes de 

someterlos a cada una de las pruebas experimentales.  

 

 Extracción de RNA total  

La extracción de RNA total se realizó mediante el método de tiocianato de 

guanidinio-fenol-cloroformo propuesto por Chomczynski P. y Sacchi N. en 1987. 

Cuyo fundamento, es el uso de fenol y cloroformo que por sus propiedades químicas 

como la densidad y polaridad forman una emulsión bifásica. En la fase acuosa se 

solubilizan los compuestos polares como el RNA y el DNA, sin embargo, como el 

fenol se encuentra con un pH ácido el DNA es neutralizado y precipitado hacia la 

fase orgánica mientras que el RNA permanece en la fase acuosa porque tiene bases 

nitrogenadas expuestas que pueden formar enlaces de hidrógeno con el agua 

disuelta. En la fase orgánica además del DNA se localizan los compuestos no 

polares como los carbohidratos, los lípidos y las proteínas (tienen núcleos 

hidrofóbicos que interactúan con el fenol provocando su precipitación). El pH ácido 

del fenol minimiza la actividad de las nucleasas, pero para neutralizarlas por 

completo a la solución se le agrego tiocianato de guanidina que participa como 

desnaturalizante de proteínas (Zumbo, s/a).  

 

Se obtuvo el RNA total de ovario, del cerebro y los DRGs de ratones machos y 

hembras, para ello, a cada muestra se le agregó TRIzol (Invitrogen™) (1 ml por 50-

100mg), posteriormente fueron homogenizadas mecánicamente. Una vez en TRIzol 

a cada muestra se le agregó cloroformo (200 µl por ml de TRIzol) y se agitó 

vigorosamente durante 15 segundos, luego, se dejó reposar durante 5 minutos, 
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después se centrifugó a 12,000g por 15 minutos a 4°C, como resultado se 

diferenciaron la fase acuosa y la fase orgánica. Se extrajo la fase acuosa  en otro 

tubo y se le agregó  isopropanol (500µl por ml de TRIzol),  se mezcló por inversión 

durante 15 segundos y  centrifugó a 12,000g durante 10 minutos a 4°C, tras la 

centrifugación se precipitó un botón al que se le retiró el sobrenadante, 

inmediatamente, al botón se le añadió etanol al 75% en agua DEPC (agua libre de 

nucleasas, 1ml por ml de TRIzol), después de 3 minutos de incubación se centrifugó 

a 7500g   por cinco minutos a 4°C, por último fue removido el  etanol y el botón se  

homogeneizó en 50µl de agua DEPC. Para observar la integridad del RNA se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TBE al 0.5X (Trisbase 44.5mM, 

ácido bórico 44.4M, 1mM EDTA pH8.3) con bromuro de etidio (0.02mg en 100mL), 

los geles fueron observados en un transluminador de luz ultravioleta (UVP). Por 

último el RNA con alta integridad se cuantificó un NANODROP ONEC (figura 6).  

 

 
Figura 6. Pasos para la extracción del RNA total de una muestra e imagen del RNA 

corrido   en el gel de agarosa al 1.5%. Figura modificada de Vahed S. Z., 2016.  

 

 

  RT-PCR (transcripción reversa- reacción en cadena de la polimerasa) 

Una RT-PCR se compone esencialmente de dos reacciones enzimáticas. La 

primera reacción consiste en el uso de una retrotranscriptasa para sintetizar 

cadenas de DNA complementario (cDNA) a partir de moléculas de RNA. La segunda 

reacción utiliza el cDNA producto de la primera reacción en una PCR (reacción en 

cadena de la polimerasa) que es una reacción enzimática que amplifica de manera 

exponencial una secuencia blanco, ya que los productos amplificados de un ciclo 
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sirven como molde para el siguiente ciclo (santos et al., 2004; Tamay de Dios et al., 

2013).    

 

Se realizó una RT con el RNA total de ovario, del cerebro y los DRGs  de machos y 

hembras. La reacción para cada muestra se dividió en dos tubos, el primero 

contenía: RNA, oligonucleótido (hexámeros), desoxirribonucleótidos trifosfatados 

(dNTPs) y H2O, entretanto, el segundo contenía: retro transcriptasa (SuperScriptTM 

III Reverse Transcriptase), DTT, buffer 5x y H2O. Las concentraciones y las fases 

del ciclo se pueden observar en la figura 7.   

 

 

Figura 7 Procedimiento de la RT. El tubo 1 se colocó en el termociclador a 65°C durante 

5 minutos (para la desnaturalización del RNA), después se colocó el tubo en hielo y se 

mezcló con el tubo dos, posteriormente el tubo se puso en el termociclador y se sometió al 

siguiente proceso; una fase de alineación a 25 °C (5 minutos), seguido de una fase de 

retrotranscripción a 50°C (1 hora) y una fase de inhibición a 70 °C (15 segundos).  

 

Con 5 µl de cDNA obtenidos de cada muestra: el ERα, ERβ, GPR30 y actina (gen 

endógeno) fueron amplificados mediante el uso de PCR para el cual se usó Taq 

DNA polimerasa (Invitrogen™), las concentraciones de los reactivos y la 

configuración de la PCR se muestra en la tabla 1 y en la figura 8 respectivamente, 

los oligonucleótidos específicos utilizados para amplificar los fragmentos de los 
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mRNA diana se encuentran en la tabla 2. Los productos de las reacciones se 

analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con bromuro de etidio 

(0.02mg en 100mL) en TBE 0.5X.  Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo 

fueron diseñados con la secuencia de DNA entre dos exones con el uso del 

programa Vector NTI a partir de las secuencias encontradas en la base de datos 

NCBI para Mus musculus: TRPV1 NM_001001445.2, GPR30 NM_029771.3, ERα 

NM_001302531.1, ERβ NM_207707.1. Cabe señalar que las temperaturas de 

alineamiento usadas para cada oligonucleótido fueron determinadas por medio del 

programa Vector NTI.  

 

 

 

Figura 8. La reacción en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR está dividida en tres 

pasos Desnaturalización: las cadenas de DNA templado se separan por efecto térmico 

95°C (30 segundos). Hibridación: los primers se alinean al extremo 3´de la región blanco 

(la temperatura de alineación depende de los oligonucleótidos, ver tabla 2). Extensión: la 

polimerasa actúa sobre el complejo formado por el templado y los oligonucleótidos 

comenzando la catálisis de una hebra complementaria con el uso de dNTP´s  72°C (30 

segundos).  
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Tabla 1. Reactivos utilizados en las PCRs para la caracterización de los recetores de 

estrógeno (ERα, ERβ y GPR30) en los DRGs de machos y hembras. 

Reactivo Concentración final 

Buffer PCR 5X 1X 

MgCl2 (50mM) 1.5mM 

dNTPs (10mM) 0.2mM 

Oligo F (30pmoles/µl) 30 pmoles 

Oligo R (30pmoles/µl) 30 pmoles 

Taq pol (5unidades/µl) 1 unidad 

cDNA 5µl 

 

Tabla 2. Secuencias de los oligos sentido (F) y antisentido (R) utilizados en las PCR para 

los mRNA diana de ese trabajo. Así como las temperaturas de alineación para cada blanco.  

 

 

Blanco 

 

Oligo sentido (F) y oligo antisentido 

(R) 

Tempera

tura de 

alineació

n (°C) 

Tamaño del 

amplico 

ERα F 5´GTCTAATTCTGACAATCGAC 3´ 

R 5´GCCTTTCATCATGCCCACTT 3´ 

 

52°C 

305 

ERβ F 5´GCTTTGTGGAGCTCAGCCTG 3´ 

R 5´ TGCGGTAGCCAAGGGGTACA 3´ 

 

57.5°C 

350 

 

GPR30 

 

F 5´ ATCAGGACACCCAACAGAAA 3´ 

R 5´TCCAGGTGAGGAAGAAGACG 3´ 

 

 

57°C 

885 

 

Actina  

F 5´AAGATGACCCAGATCATGTT3´ 

R 5´GAGTACTTGCGCTCAGGAGG3´ 

 

56°C 

650 

 

 

TRPV1 

F 

5´CCACATCTTCACTACCAGGAGTCG

TACCCG 3´ 

R 

5´CGGAACATGACGCTGGTGACCCTC

TTGGTG 3´ 

 

 

57.5°C 

550 
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  PCR semicuantitativa  

Para establecer los niveles de expresión a nivel de mRNA de ERα, ERβ, GPR30 y 

el canal TRPV1 en los DRGs de ratones machos y hembras, se extrajo el RNA total 

de los DRGs de machos y hembras de la misma camada con el propósito de ser 

utilizados en la realización de los RT-PCRs semicuantitativas con oligos específicos 

para cada gen blanco (tabla 2). Primero, se realizó la retrotranscripción de cada 

muestra. Posteriormente se hizo la co-amplificación de cada mRNA blanco 

conjuntamente con un mRNA de referencia (actina). Para ello cada mezcla de 

reacción de PCR fue realizada en presencia de los oligonucleótidos específicos para 

cada secuencia blanco y los oligonucleótidos para el gen de actina (tabla 2). La 

actina al ser un housekeeping fue utilizada como control de carga durante la 

normalización de la expresión de cada mensajero. Las RT-PCRs se realizaron por 

parejas de la misma camada, con la configuración observada en la figura 8 con las 

temperaturas de alineación correspondiente a cada gen que se muestran en la tabla 

2, empero con un aumento en el número de ciclos a 45. A partir del ciclo 30 cada 

cinco ciclos se obtuvieron 5µl de cada muestra, mismo que fueron corridos en un 

gel de agarosa al 1.5% con bromuro de etidio (0.02mg en 100mL) en TBE 0.5X. En 

el caso del receptor de membrana GPR30 por motivo de su baja expresión en los 

DRGs se realizó la reacción en tubos separados, es decir, se realizó una mezcla 

para GPR30 y otra para actina en cada muestra, los tubos fueron colocados al 

mismo tiempo en el termociclador y a partir de ciclos 30  tanto al tubo de GPR30 

como al de actina de cada muestra se le extrajeron 5µl. Los 5µl de ambos tubos de 

cada ciclo fueron corridos juntos el gel de agarosa al 1.5% con bromuro de etidio 

(0.02mg en 100mL) en TBE 0.5X. 
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Tabla 3. Concentraciones finales de los reactivos utilizados en las PCRs semicuantitavas 

para los cuatro genes diana. Cabe señalar que el tubo de la mezcla contenía los oligos del 

gen housekeeping (actina) excepto para receptor GPR30 para el cual se utilizaron tubos 

separados para el gen blanco y el housekeeping. 

 

Reactivo ERα ERβ GPR30 TRPV1 

Buffer PCR 5X 1X 1X 1X 1X 

MgCl2 (50mM) 1.5mM 1.5mM 1.5mM 1.5mM 

dNTPs (10mM) 0.2mM 0.2mM 0.2mM 0.2mM 

Oligo F (blanco) 

(30pmoles/µl) 

30pmoles 30pmoles 30pmoles 30pmoles 

Oligo R (blanco) 

(30pmoles/µl) 

30pmoles 30pmoles 30pmoles 30pmoles 

Oligo F actina 

(30pmoles/µl) 

30pmoles 30pmoles 7.5pmoles 15pmoles 

Oligo R actina 

(30pmoles/µl) 

30pmoles 30pmoles 7.5pmoles 15pmoles 

Taq pol 

(5unidades/µl) 

2 unidades 2 unidades 1 unidad por 

reacción. 

2 unidades 

cDNA  5µl 5µl 5µl 5µl 

 

 

 Obtención de proteína total 

Para determinar y comparar los niveles de expresión en los DRGs de los receptores 

nucleares ERα, ERβ, GPR30 y TRPV1 a nivel de proteína entre ratones machos y 

hembras se procedió a la obtención de DRGs de cada animal. Los ganglios fueron 

macerados en 250µl de buffer de lisis (50 mM Tris pH7.4, 150 mM NaCl, 1% 

CHAPS, 2.5 mM NaF y 1X cOmplete™) con el fin de extraer la proteína total integra, 

después se centrifugó durante 5 minutos a 13,500g, de manera que se distinguieron 

dos fases: una fase sólida donde se condensaron los restos celulares y una fase 

acuosa que contenía la proteína. La fase acuosa fue recolectada y colocada a 4°C.  
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 Cuantificación de proteína total 

La proteína fue cuantificada por el método de ácido bicinconínico (figura 9). En una 

placa de 96 pozos se agregaron por duplicado 10µl de proteína de albumina de 

suero bovino (BSA) a diferentes concentraciones con 10µl del buffer de lisis utilizado 

en las muestras de los DRGs, en seguida, en la misma placa se añadieron por  

duplicado 10µl de las muestras de proteína de los DRGs con 10 µl de agua, 

inmediatamente a cada pozo se le agregaron 160µl de solución de trabajo (9 ml 

ácido bicinconínico + 180 µl de sulfato de cobre +2), luego, la placa se dejó en 

incubación a 37°C durante media hora. Transcurrido el tiempo se dio lectura a la 

absorbancia de las muestras con un espectrofotométro ELx808 (BioTek). Mediante 

el uso del programa GraphPad Prism, con los valores de absorbancia de BSA se 

realizó una regresión lineal, los valores de las muestras se interpolaron a la ecuación 

de la curva de calibración y se obtuvo la concentración total de proteína de cada 

muestra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Ensayos de Western Blot (WB) 

El ensayo de westerrn blot es una técnica que permite la detección específica de 

proteínas en una muestra biológica mediante el uso de anticuerpos. El western blot, 

combina la técnica de separación de las proteínas de acuerdo con su peso 

molecular mediante la electroforesis en gel, las cuales son transferidas a una 

Figura 9. Fundamento del método de 

BCA.  El método de BCA depende de la 

reducción del Cu+2 en presencia de 

proteínas en un sistema alcalino (los 

elementos que determinan esta reacción 

son el número de enlaces peptídicos y la 

presencia aminoácidos como la cisteína, 

cistina, triptófano y tirosina en la estructura 

de la proteína). Después el Cu+1 es 

detectado selectivamente por el ácido 

bicinconínico dando como resultado una 

reacción colorimétrica purpura detectable 

a 562nm (Smith et al., 1985).  
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membrana de nitroceluosa o PVDF (difluoruro de polivideno) con la 

inmunodetección de la proteína en la membrana mediante el reconocimiento y unión 

de un anticuerpo primario a un epítopo único de la proteína de interés. El anticuerpo 

primario después es detectado por un anticuerpo secundario conjugado con la 

enzima peroxidasa de rábano (HRP). Cuando la HRP entra en contacto con su 

sustrato (peróxido de hidrógeno) provoca una reacción enzimática que resulta en 

una reacción luminiscente. La luz emitida por la reacción puede ser detectada en 

una película de rayos X, o de forma digital, mediante un sistema de captación de 

imágenes (Towbin, 1979; Advansta, 2011) (figura  10). 

 

 

Figura 10.  Western blot. Representación de los pasos del procedimiento de western blot.   

Figuras adquiridas y editada de creative diagnostics y health gallery. 

 

Las proteínas de los DRGs de machos y hembras, cuantificadas previamente, 

fueron separadas por su peso molecular mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida al 10%. Los geles estaban compuestos por dos fases la del 

concentrador y la del separador (tabla 4). Los geles fueron ensamblados en la 

cámara de electroforesis y cubiertos con el buffer de corrida (Tris.Cl 0.025M, Glicina 
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0.192M y SDS 0.1%). Se realizaron los cálculos para que la concentración (20 µg/µl) 

de la proteína que se colocó en los pozos de los geles fuese la misma; las muestras 

fueron mezcladas con buffer de carga 1X (Tris.Cl 0.5M con 0.4% de SDS pH6.8 

[0.35M], glicerol 5%, SDS 1.67%, DTT 0.1M y Azul de bromofenol 0.002%). La 

electroforesis duró dos horas a 20mV por gel (Figura 10). 

 

Tabla 4 Reactivos utilizados para la elaboración de cada gel de poliacrilamida.  

Concentrador Separador (10%) 

Reactivo Volumen Reactivo Volumen 

 

Acrilamida (30%) / 

bisacrilamida (0.8%) 

650 µl Acrilamida (30%) / 

bisacrilamida 

(0.8%) 

3.75 ml 

4X TrisCl 0.5M /SDS 

0.4% pH 6.8 

1.25 ml Tris Cl1/SDS pH 

8.8 

2.81ml 

Persulfato de amonio 

(10%) 

25µl Persulfato de 

amonio (10%) 

37.5µl 

TEMED 

 

10 µl TEMED 15 µl 

H2O 

 

3.05 ml H2O 4.68ml 

 

Las proteínas separadas electroforéticamente en los geles fueron transferidas a una 

membrana de PVDF en un sistema semi seco con una cámara TE70XP (Hoefer), 

entre papeles saturados con buffer de trasferencia (Glicina 39mM, Tris base Cl 

48mM, SDS 1.28mM y Metanol 20%) a un amperaje constante de 220 mA durante 

dos horas. Al terminar la transferencia la membrana fue bloqueada con leche 

descremada al 6% en PBS con Tween20 al 0.1% (PBS-T) durante una hora. 

Después del bloqueo, las membranas fueron lavadas con PBS-T para eliminar el 

exceso de leche.   

Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario correspondiente (tabla 

5), luego de la incubación las membranas se lavaron con PBS-T para eliminar el 
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anticuerpo no unido a la proteína, enseguida la membrana se incubó con el 

anticuerpo secundario (tabla 6), más adelante, las membranas fueron lavadas con 

PBS-T. Posteriormente, la membrana se expuso al sustrato de la enzima 

ensamblada en el anticuerpo secundario y la señal de la luz emitida por la reacción 

fue captura en una placa de rayos X. 

 

Tabla 5. Anticuerpos primarios utilizados para el reconocimiento de los epítopes de las 

proteínas blanco.  

Proteína objetivo  

Tipo y 

origen 

 

Dilución 

 

Condiciones 

de 

incubación 

 

Marca 

Nombre Peso 

(KDa) 

TRPV1 95 Policlonal 

de cabra 

1:1,000 en 

leche al 3% 

en PBS-T 

Toda la 

noche. 

Santa Cruz  

(P19) 

ERα 65 Policlonal 

de conejo 

1:1,000 en 

leche al 3% 

en PBS-T 

Toda la 

noche. 

Abcam 

ab75635 

ERβ 59 Policlonal 

de conejo 

1:1,000 en 

leche al 3% 

en PBS-T 

Toda la 

noche. 

Abcam 

ab3576 

GPR30 42 Policlonal 

de conejo 

1:1,000 en 

leche al 3% 

en PBS-T 

Toda la 

noche. 

Abcam 

ab39742 

GAPDH 36 Policlonal 

de conejo 

1:1,000 en 

leche al 3% 

en PBS-T 

Toda la 

noche. 

 

Cell signaling 

(14C10) 

Actina 

 

 

42 Monoclanal 

de ratón 

1:500 en 

PBS-T 

Toda la 

noche. 

Casero 

CINVESTAV 
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Tabla 6. Anticuerpos secundarios utilizados para el reconocimiento de los anticuerpos 

primarios.  

Epitope Blanco Dilución  Disuelto 

en 

Condiciones 

de 

incubación 

Maca 

 Anticuerpo de conejo  1:5,000 Leche al 

3% en 

PBS-T 

1 hora a 

temperatura 

ambiente 

GE 

Healthcare 

life 

Sciences 

Anticuerpo de cabra  1:5,000 Leche al 

3% en 

PBS-T 

1 hora a 

temperatura 

ambiente 

Santa Cruz 

 

 Ensayo de dolor agudo   

5.9.1. Ensayos de conducta de dolor agudo en machos y hembras C57BL/6  

Se utilizaron ratones y ratonas C57BL/6 de dos meses de edad. Cada grupo fue 

dividido en dos tratamientos. El primer tratamiento correspondió a la inyección de 

2.8μg de capsaicina disuelta en etanol concentrado y el segundo tratamiento 

correspondió a la inyección de la cantidad equivalente del primer tratamiento, pero 

sólo de vehículo (etanol). Ambos tratamientos fueron llevados a un volumen final de 

10μl en solución salina e inyectados intradérmicamente (con aguja del calibre 26) 

en la pata delantera derecha, la observación del tiempo de lamido de la pata 

inyectada tuvo una duración de 10 minutos (Caterina et al., 2000).   

   

5.9.2. Ensayos de conducta de dolor agudo en machos coinyectados con 17β-

estradiol y capsaicina 

Se trabajó con ratones machos de dos meses de edad, mismos que fueron 

separados en cuatro grupos. Al primer grupo se les inyectaron 2.8μg de 17β-

estradiol, al segundo 1μg de capsaicina, al tercer grupo 1μg de capsaicina con 2.8μg 

de 17β-estradiol y al cuarto grupo se les inyectó 1μg de capsaicina con el volumen 

de etanol equivalente a la cantidad de 17β-estradiol. Los tratamientos de los cuatro 
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grupos fueron llevados a un volumen final de 10 μl con solución salina e inyectados 

en la pata delantera derecha, la observación del tiempo de lamido de la pata 

inyectada tuvo una duración de 10 minutos.     

 

 Análisis por Densitometría y Estadística 

Al haber obtenido por lo menos 3 experimentos independientes de los ensayos de 

RT-PCRs semicuantitativas y western blots, se cuantificaron las bandas observadas 

de las placas a través del programa ImageJ. Después se normalizaron los datos al 

dividir los valores de las bandas de la amplificación de mRNA o la proteína de interés 

con los valores de la banda del control de carga (GAPDH/ actina). Para realizar el 

análisis estadístico se normalizaron los valores de las hembras con el valor de 1 y 

se graficó el cambio en los machos respecto a las hembras, la prueba estadística 

utilizada fue t-student no pareada. Para el ensayo de conducta de respuesta a dolor 

entres machos y hembras también se realizó t-student no pareada, pero para los 

ensayos de conducta donde los machos fueron coinyectados con 17β-estradiol y 

capsaicina se realizó una ANOVA de una vía con un test de comparación múltiple 

Tukey con el programa GraphPad Prism.   

 

 Análisis in silico de los sitios potenciales de unión de los receptores 

nucleares de estrógeno en la región promotora del canal TRPV1 

Se descargó la secuencia del gen de TRPV1 de Mus musculus (NM_001001445.2) 

de  NCBI en formato FASTA y se examinaron en http://jaspar.genereg.net/  los sitios 

potenciales de unión de los receptores nucleares de estrógeno de Mus musculus  

en la región promotora del canal TRPV1 con una porcentaje de coincidencia mayor 

o igual al 90%. 

 

 

 

http://jaspar.genereg.net/
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VI. Resultados 

  Ensayos de dolor agudo con capsaicina entre ratones de ambos sexos 

de la cepa C57BL/6 

Para evaluar si existe un dimorfismo sexual en la respuesta de dolor asociada al 

canal TRPV1 en ratones de la cepa C57BL/6, se realizaron ensayos de conducta 

de dolor agudo en los cuales se midió el tiempo de lamido de la pata inyectada con 

capsaicina. Tras realizar los ensayos se comprobó que sí existe un dimorfismo en 

la repuesta de dolor causada por la capsaicina, observándose, que los machos 

presentan un umbral de dolor a capsaicina menor que el observado en las hembras, 

dado que los machos acumularon un mayor tiempo de lamido en la pata en 

comparación con las hembras (55 ± 5 s vs 33 ± 2 s, respectivamente), figura 11.   

 

Figura 11. Gráfica en donde se resumen los datos obtenidos en los ensayos de 

conducta en hembras y machos inyectados con capsaicina. T-Student no pareada. 

Se puede observar una diferencia significa con p=0.0002 en la respuesta al dolor 

asociada al canal TRPV1 siendo los machos los que presentaron un menor umbral al 

dolor. Machos (55 ± 5 s n=17), hembras 33 ± 2 s n=16). 
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 Expresión de los receptores a estrógeno nucleares (ERα y ERβ) y de 

membrana (GPR30) en DRG de macho y hembra C57BL/6 

Considerando que nuestra hipótesis plantea al 17β-estradiol como un factor 

importante en dimorfismo sexual en la respuesta al dolor causada por la activación 

del canal TRPV1, primero se verificó que los ERs se expresaran en el sistema de 

mayor expresión del canal TRPV1, los DRGs. Para ello a partir de RNA total de los 

DRGs de hembras y machos C57BL/6J se realizaron los RT-PCR con oligos 

diseñados para amplificar regiones del mRNA de ERα, ERβ y GPR30, 

conjuntamente se realizaron las PCR con extractos de tejidos de expresión positiva 

de cada uno de los receptores a estrógeno (+); ovario para los receptores ERα y 

ERβ y cerebro para el receptor GPR30. Como se observa en la figura 12 (izquierda), 

los tres receptores se expresan a nivel de mRNA en los DRGs de ambos sexos. En 

seguida se comprobó sí el mRNA de los receptores se traducía a proteína, para esto 

se extrajo la proteína de los DRGs de hembras y machos así como de los controles 

positivos de cada receptor para ser usados en ensayos de western blot. Como se 

observa en la figura 12 (derecha), los tres receptores se expresan a nivel de 

proteína.  

 

 

 

  

 

 

Figura 12. Expresión de ERα, ERβ y GRP30 en DRGs de macho y hembra. En la 

columna izquierda se observa amplificación del fragmento de mRNA de los receptores de 

estrógeno. En la columna derecha se observa la expresión de proteína de los receptores 

de estrógeno. El control positivo (+) para ERα y ERβ fue ovario; el control positivo (+) para 

GPR30 fue cerebro.  

 

   +     Hembra  Macho       - 

ERα 

ERβ 

 GPR30 

300pb 

300pb 

900pb 

   +       Hembra   Macho        

48KD

D 

63KD 

63KD 

        mRNA                                                  Proteína 
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 Cuantificación y comparación de la expresión del mRNA de ERα, ERβ, 

GPR30 y del canal TRPV1 entre ratones machos y hembras C57BL/6 

Para establecer si existe una diferencia en la expresión de mRNA de los receptores 

de estrogéno ERα, ERβ, GRP30 y el canal TRPV1 en DRGs de ratones de ambos 

sexos de la misma camada se realizaron RT-PCR semicuantitativas por pares para 

los cuatro mRNA diana.  

Los ensayos de RT-PCR semicuantitativas para el gen ERα indican que las hembras 

expresan 0.34 veces más este receptor que los machos ya que después de realizar 

el análisis estadístico con una T de Student no pareada con los valores 

normalizados del ciclo 30 de actina y 45 de ERα se determinó una diferencia 

significativa entre machos y hembras con una P<0.05 (Figura 13).    

 

 

 

  

 

 

Figura 13.  Expresión del ERα 

en DRGs de machos y hembras 

a nivel de mRNA. a. Gel 

representativo de los ciclos 

muestreados; b. Gráfica que 

resume los datos de la expresión 

del receptor ERα en ambos 

sexos. Se realizó una T-Student 

no pareada (n=3) y se determinó 

diferencia significativa en 

expresión entre hembras y 

machos con una P= 0.0058. El 

nivel de expresión promedio del 

mRNA de ERα en machos es 

0.6639 ± 0.05308 en 

comparación con las hembras 

establecido como 1.   

b. 

 

Ciclos 



 
32 

 

La expresión del mRNA de ERβ en DRGs de hembras y machos se aprecia en el 

gel y la gráfica de la figura 14. Se realizó una t-student no pareada con los valores 

normalizados del ciclo 30 de actina y 45 de ERβ y no se observó una diferencia 

significativa en la expresión de este receptor entre los dos grupos de estudio ya que 

el valor de P>0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.  Expresión del ERβ en DRGs de machos y hembras a nivel de mRNA. a) 

Gel representativo, b) Gráfica que resume los datos de expresión del receptor ERβ. Se 

realizó una T-Student no pareada (n=3) y se determinó que la diferencia en expresión entre 

hembras y machos no es significativa con una P= 0.3002 el promedio de la expresión en 

los machos es de 0.8900 ± 0.05859, en comparación con las hembras establecido como 1.   

 

 

a. 

b. 

Ciclos 
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El receptor de estradiol de membrana GPR30 se expresa muy poco en los DRG por 

ello no fue posible hacer la amplificación del receptor y de actina (gen endógeno) 

en un mismo tubo, en consecuencia, las reacciones se realizaron en diferentes 

tubos. Al realizar la prueba estadística con los valores normalizados del ciclo 30 de 

actina y 30 de GPR30 de las muestras, se observó que este receptor se expresa 

0.16 veces más en los DRGs de las hembras que en machos y esta diferencia 

discreta resultó ser estadísticamente significativa ya que P<0.05, figura 15.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15.  Expresión del GPR30 en DRGs de machos y hembras a nivel de mRNA. 

a) Gel representativo, b) Gráfica que resume los datos de expresión del receptor GPR30. 

Se realizó una T-Student no pareada (n=3) y se determinó que la diferencia en la expresión 

entre hembras y machos si es significativa con una P= 0.0107. El promedio de la expresión 

en los machos es de 0.8367 ± 0.02650, en comparación con las hembras establecido como 

1.   

 

 

 

Ciclo 

a. 

b. 
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La expresión del canal TRPV1 se observa desde el ciclo 30, por lo que se normalizó 

desde el ciclo 30 de actina y 30 deTRPV1.Los resultados obtenidos de la expresión 

del canal TRPV1 indican que el TRPV1 tiende a  expresarse más a nivel de mRNA 

en los machos que en las hembras aunque la diferencia no resulto ser significativa 

después de realizar la prueba estadística (figura 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16.  Niveles de expresión del mRNA para el canal TRPV1 en DRGs de 

machos y hembras. a) Gel representativo, b) Gráfica que resume los datos de 

expresión del receptor TRPV1. Se realizó una T-Student no pareada (n=3) y se 

determinó que la diferencia en expresión entre hembras y machos no es significativa 

con una P= 0.1230 el promedio de la expresión en los machos es de  1.437 ± 0.2375, 

en comparación con las hembras establecido como 1.   

  

 

 

b. 

a. 



 
35 

 Cuantificación y comparación entre ratones machos y hembras 

C57BL/6 de los receptores de estrógeno ERα, ERβ y GPR30 a nivel de proteína 

Además de determinar los niveles de mRNA de los receptores de estrógeno y del 

canal TRPV1 se realizaron ensayos de western blot con DRGs de ratones de ambos 

sexos de la misma camada para establecer si la expresión a nivel de mRNA de los 

receptores de estrogéno y el canal TRPV1 presentan las mismas proporciones a 

nivel de proteína en los DRGs de machos y hembras.  

Como se puede observar en la Figura 17, el ERα se expresa 0.27 veces más en los 

machos que en las hembras. Después de realizar la estadística se observa una 

diferencia significativa con una P<0.05. Al comparar este resultado con el obtenido 

a nivel de mRNA parece que el resultado es el contrario ya que a nivel de mRNA 

las hembras expresan más el receptor que los machos y con una diferencia 

significativa.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Expresión del receptor ERα a nivel de proteína en DRGs de machos y 

hembras. a) Imagen representativa del WB para la detección del ERα y el control de carga 

(GAPDH) en DRG b) Gráfica que resume los datos de la expresión del recetor ERα en 

DRGs. Se realizó una T-Student no pareada (n=3) y se demostró que hay una diferencia 

significativa en la expresión de ERα en DRGs de machos y hembras con una  P= 0.0049. 

El promedio de los datos de los machos es 1.271 ± 0.04806 con respecto al valor de 

proteína en hembras establecido como 1.  

 

 Hembra   Macho        

GAPDH 

ERα 

35kD 

68kD 

a. b. 
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En los ensayos de RT-PCR semicuantitativos se demostró que el mRNA de ERβ se 

expresa prácticamente en las mismas proporciones en los DRGs en ambos sexos 

revelando que el receptor ERβ es el único receptor que no presenta una diferencia 

marcada en la expresión entre sexos. Para determinar sí los datos de la expresión 

de este receptor a nivel de mRNA presentan similitud con los datos de proteína se 

realizaron los ensayos de western blot y se encontró que los datos a nivel de 

proteína son muy parecidos ya que el análisis estadístico señala que no hay 

diferencia significativa en la expresión con una P>0.05 (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

Figura 18. Expresión de receptor ERβ a nivel de proteína en DRGs de machos y 

hembras. a) Imagen representativa del WB para la detección del ERβ y el control de carga 

(GAPDH) en DRG b) Gráfica que resumen los datos de la expresión del receptor ERβ en 

DRGs. Se realizó una T-Student no pareada (n=4) y se demostró que no hay una diferencia 

significativa en la expresión de ERβ en DRG de machos y hembras con una  P= 0.0901. El 

promedio de los datos de los machos es 0.8232 ± 0.07448, con respecto al valor de proteína 

en hembras establecido como 1.  
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Con respecto al receptor de estrógeno de membrana GPR30 resulto expresarse 

0.16 veces más en hembras que en machos a nivel de mRNA en DRG y el nivel de 

proteína parece concordar debido a que se observó una mayor expresión de este 

receptor en las hembras en comparación con los machos, esta diferencia resulta ser 

significativa, con un valor de p<0.05 con diferencia de casi el 0.25 (figura 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Expresión de receptor GPR30 a nivel de proteína en DRGs de machos y 

hembras. a) Imagen representativa del WB para el GPR30 y el control de carga (GAPDH) 

en DRGs b) Gráfica que resume los datos de la expresión del receptor GPR30 en DRG. Se 

realizó una T-Student no pareada (n=3) y se demostró que hay una diferencia significativa 

en la expresión de GPR30 en DRG de machos y hembras con una  P= 0.0152. El promedio 

de los datos de los machos es 0.7505 ± 0.05473, con respecto al valor de proteína en 

hembras establecido como 1.  
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Finalmente, se examinó la expresión de la proteína del canal TRPV1 en los DRGs 

de ambos sexos y se comprobó que los machos tienen más canal TRPV1 que las 

hembras P<0.05 de manera que el dato concuerda con el obtenido en las RT-PCR.  

(Figura 20). 

 

 

 

 

 

Figura 20. Expresión de receptor TRPV1 a nivel de proteína en DRGs de machos y 

hembras. a) Imagen representativa de la detección de TRPV1 y el control de carga 

(GAPDH) en DRGs b) Gráfica correspondiente a los datos de la expresión del receptor 

TRPV1 en DRGs. Se realizó una T-Student no pareada (n=5)  y se demostró que hay una 

diferencia significativa en la expresión de TRPV1 en DRGs de machos y hembras con una 

P= 0.0001. El promedio de los datos de los machos es 1.588 ± 0.08729 con respecto al valor 

de proteína en hembras establecido como 1.  
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 Comparación de los niveles de expresión del canal TRPV1 entre ratones 

C57BL/6 machos y hembras ovariectomizadas 

Para definir si el componente hormonal es un factor que regula la expresión del 

canal TRPV1, se eliminó en las hembras el tejido de mayor producción del 17β-

estradiol y de otras hormonas, mediante la ovariectomización (ovx). Después de  

dos meses de recuperación de la cirugía a las ratonas se les removieron los DRGs 

para extraerles la proteína total.  

Con la proteína que se obtuvo de los DRGs de las ratonas ovx y proteína de DRGs 

de machos se realizaron ensayos de WB para comparar la expresión del canal 

TRPV1 en ambos grupos. Posterior a la normalización de los datos y realizar la 

prueba estadística, se encontró que las hembras ovx expresan de manera 

significativa una mayor cantidad de canal TRPV1 que los machos. Los machos 

expresan 0.20 veces menos el canal que las hembras (Figura 21). Ese resultado 

nos indica que la eliminación del tejido que sintetiza la mayor cantidad de hormonas 

(ovarios) es un factor que modifica la expresión del canal TRPV1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Expresión de receptor TRPV1 a nivel de proteína en DRGs de ovx y 

machos. a) Imagen representativa del WB para la detección de TRPV1 y el control de carga 

(GAPDH) en DRGs b) Gráfica correspondiente a los datos de la expresión del receptor 

TRPV1 en DRGs. Se realizó una T-Student no pareada (n=4) y se demostró que hay una 

diferencia significativa en la expresión de TRPV1 en DRGs ovx y machos con una P= 

0.0049. El promedio de los datos de los machos es 0.7976 ± 0.04273.  
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 Ensayos de conducta de dolor agudo en machos C57BL/6 co-

inyectados con E2 y capsaicina 

Al inyectar E2 en solución salina los ratones machos presentaron una respuesta de 

dolor muy parecida a la que mostró el grupo al que se le inyecto el vehículo (control), 

de modo que el E2 no genera una respuesta de dolor per se. Después a otro grupo 

de ratones se les inyectó capsaicina y se registró un tiempo de lamido aproximado 

33 ± 1.9 s. Cuando al cuarto grupo de ratones se co-inyectó la capsaicina y E2, se 

observó que el tiempo de dolor generado por efecto del agonista del canal TRPV1 

disminuyó a 19 ± 2.7 s. Al hacer una ANOVA con análisis post hot de Tukey se 

observó una diferencia significativa entre la respuesta de dolor generada por la 

capsaicina y la co-inyección de capsaicina con E2 (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Gráfica en donde se resumen los datos obtenidos en los ensayos de 

conducta en machos co-inyectados con E2 y capsaicina. Cada punto representa un 

individuo. Se utilizó una ANOVA con análisis post hot de Tukey**** P< 0.0001. Los valores 

obtenidos del vehículo (14.11±2.182, n=9) y de E2 (14.80±3.760, n=5) no muestran una 

diferencia significativa. Entre los valores de capsaicina (33.31±1.939, n=8) y E2 con 

capsaicina (19.78±2.727, n=9) si se determinó una diferencia significativa. 
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VII. Discusión 

El canal TRPV1 es un transductor de estímulos químicos y térmicos  que  se ha 

relacionado con patologías de dolor crónico, por esta razón, ha tenido un gran auge 

en las últimas décadas el estudio de los procesos fisiológicos en los que participa y 

su regulación, esto  con el fin de encontrar antagonistas que sirvan como tratamiento 

terapéutico (Vay et al., 2011). 

La búsqueda de tratamientos terapéuticos para contrarrestar el dolor asociado a 

diversas patologías, se ha visto comprometida por múltiples factores, entre ellos el 

dimorfismo sexual en la percepción del dolor, ya que en los últimos años en varios 

estudios se ha sugerido que las mujeres son menos tolerantes y tienen un menor 

umbral al dolor (Fillingim et al., 2009). Para el caso del canal TRPV1 se realizó un 

estudio en un grupo de voluntarios de ambos sexos a los cuales se les aplicó 

capsaicina de manera tópica, después se aplicó temperatura para producir sinergia 

en el modo de activación del canal TRPV1 y se observó una diferenciación sexual 

en la percepción de la intensidad del dolor producido, siendo las mujeres quienes lo 

clasificaron con un mayor puntaje (Frot, et al., 2004). 

Los resultados del trabajo mencionado son parecidos a los obtenidos en una 

investigación realizada con ratas en donde se determinó que la respuesta al dolor 

generado por la inyección de capsaicina en la pata delantera era más intensa en las 

hembras que en los machos (Yu-Ching et al., 2009). No obstante, en el presente 

trabajo, los resultados de los ensayos de dolor agudo en ratones de ambos sexos a 

los que se les inyectó capsaicina en la pata delantera, demostraron que los machos 

tienen una respuesta al dolor más aguda que las hembras, debido a que el tiempo 

de lamido de la pata inyectada fue mayor en los machos (figura 11).  

La discrepancia en los resultados de la respuesta al dolor generada por la activación 

del canal TRPV1  entre en el presente estudio y los estudios anteriormente 

mencionado, podría ser explicada por un fenómeno de dependencia de especie. 

Esta hipótesis se fundamenta con el trabajo realizado por Mogil et al. 2000 quienes 

mostraron datos que indican una diferencia en el tiempo de latencia del dolor 

generado en ensayos de retirada de la cola a 49°C entre sexos en ratas y ratones, 



 
42 

así como entre cepas, demostrando que la percepción es una interacción entre el 

sexo y el fondo genético de los roedores.  

A pesar de que existen estudios en los que se ha investigado el dimorfismo sexual 

en la percepción del dolor generado por la transducción de estímulos por TRPV1,   

la mayoría se han quedado  con datos de ensayos conductuales dejando a un lado 

los ensayos moleculares que bien podrían ayudar en el aporte de información sobre 

los posibles mecanismos por los cuales se observa el dimorfismo sexual (Yu-Ching 

et al., 2009; Payrits et al. 2017). Asimismo es interesante que se encuentre un 

estudio en el que se da a conocer el dimorfismo sexual de expresión del canal 

TRPV1 en vejiga de ratón (Kobayashi et al. 2009), tejido que presenta una baja 

expresión del canal TRPV1 y que no participa en la vía de señalización del dolor, 

mientras que para DRGs tejido donde se concentran los somas de las neuronas 

sensoriales encargadas de trasmitir la señal nociceptiva y tejido de mayor expresión 

del canal TRPV1, no exista un estudio comparativo de la expresión de TRPV1 entre 

sexos.  

En el presente trabajo se propuso investigar sí la disimilitud en la respuesta al dolor 

entre sexos se debe a una diferencia en la expresión del canal TRPV1.  Para ello, 

se realizó la cuantificación y comparación de la expresión de TRPV1 tanto a nivel 

de mRNA (figura 16) como de proteína en los ganglios de la raíz dorsal de ratones 

de ambos sexos (figura 20). A nivel de mRNA se determinó que hay una tendencia 

en la que los machos expresan más el canal TRPV1  y  a nivel de proteína se 

demostró de manera contundente que los machos expresan más el canal TRPV1 

que las hembras. Esta evidencia molecular se asocia directamente con la respuesta 

fisiológica: una mayor expresión del canal TRPV1 en DRG de ratones macho y una 

mayor respuesta al dolor por capsaicina en comparación de las hembras.  

El dimorfismo sexual en la percepción del dolor se ha tratado de explicar por 

diferentes factores fisiológicos y psicológicos, sin embargo, uno de los que ha tenido 

un mayor apoyo ha sido el perfil hormonal entre sexos. Particularmente en las 

mujeres se ha estudiado la influencia natural de las variaciones de los niveles de 

hormonas femeninas: progesterona y E2 (Maurer et al., 2016). Desde hace varios 
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años a la progesterona se le ha atribuido un efecto protector y recientemente esta 

hipótesis fue confirmada por lo menos para el dolor relacionado al canal TRPV1 en 

un estudio en el que se demostró que la progesterona promueve la disminución de 

la respuesta de dolor a capsaicina debido a que esta hormona funciona también 

como un antagonista de la proteína chaperona Sigma 1, esta chaperona resulta ser 

de crucial importancia para brindar estabilidad a la proteína  TRPV1 (Ortíz-Rentería 

et al., 2018). Por lo tanto, la progesterona al bloquear a Sigma 1, ejerce un efecto 

indirecto y de regulación negativa en la expresión del canal TRPV1, favoreciendo 

una reducción en el umbral del dolor a capsaicina.  

En cambio, el papel del 17β-estradiol en el dolor aún no ha podido ser bien definido 

puesto que existen datos contrapuestos en cuanto a su posible papel pro o anti-

nociceptivo. Por mencionar un ejemplo tenemos el caso de la migraña, enfermedad 

que comienza a tener una diferenciación sexual a partir de la pubertad (cuando 

comienzan a distinguirse las concentraciones de las hormonales sexuales entre 

sexos) y que, durante el periodo reproductivo, las mujeres padecen tres veces más 

que los hombres (Maurer et al., 2016). Además, en estudios epidemiológicos se ha 

observado que durante la fase folicular del ciclo menstrual (fase con el pico más alto 

de 17β-estradiol) se atenúa un poco la migraña, lo que indicaría que 17β-estradiol 

es una molécula anti-nociceptiva (MacGregor 1996; Martin et al., 2005). Sin 

embargo, algunos estudios sugieren que los episodios de migraña declinan durante 

la menopausia (el efecto del 17β-estradiol sería pro-nociceptivo), mientras que otros 

estudios sugieren que los síntomas de la migraña empeoran después de la 

menopausia (Brandes, 2006; Ripa et al., 2015; Neri et al. 1993)  Conjuntamente, en 

varios reportes se ha mostrado que en las mujeres postmenopáusicas a quienes se 

les administró estrógenos exógenos se exacerban los síntomas de la migraña 

(Maurer et al., 2016).  

Como sucede con la migraña en varias patologías nociceptivas se ha observado 

una tendencia en la que durante los picos de mayor concentración de 17β-estradiol 

se observa una disminución del dolor, pese a ello, también se puede encontrar 
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reportes en los que se contradice esta tendencia  (Maurer et al., 2016; Craft et al., 

2007).  

Una alternativa a los estudios epidemiológicos es el análisis de la influencia directa 

de 17β-estradiol en la regulación de los elementos que participan en la respuesta 

de dolor e inflamación. Para el caso del canal TRPV1 se han realizado estudios en 

los que se compara la respuesta de dolor generada por el agonista del canal TRPV1 

en hembras Ovx y Ovx con reemplazo de 17β-estradiol y  se ha observado una 

respuesta más aguda en los animales a los que se les administró  17β-estradiol 

(Yamagata et al., 2016; Payrits et al., 2017). Por otra parte, se ha reportado un 

aumento en la expresión del canal TRPV1 a nivel de mRNA en células de 

endometrio y del ganglio trigeminal proponiendo que la regulación del canal TRPV1 

en estos tejidos es por una vía genómica (Pohóczky et al., 2016; Yamagata et al., 

2016).  En contraste, existe un reporte obtenido a través de ensayos 

electrofisiológicos en neuronas DRG de rata tratadas con 17β-estradiol en donde 

demuestran una disminución de la activación del canal TRPV1 y de acuerdo con 

sus datos esta regulación tiene que ver con una regulación no genómica (Xu et al., 

2008). 

En vista de que son pocos los reportes que tratan sobre la influencia del 17β-

estradiol en la expresión del canal, uno de nuestros objetivos fue determinar si el 

17β-estradiol tiene algún efecto en la expresión del canal TRPV1 en nuestro modelo, 

para esto primero se verificó sí en los DRGs se expresaban los receptores de 

estrógeno nucleares (ERα y ERβ) y de membrana (GPR30) a nivel de mRNA y de 

proteína y como se observa en la figura 12, estos tres receptores se expresan a 

nivel de transcrito y proteína. Con respecto a la expresión de los receptores ERα y 

ERβ en DRGs hay un reporte en ratas en el cual describen que el ERβ tiene una 

distribución en las neuronas de todos los diámetros mientras que el ERα se expresa 

en casi todas las neuronas de diámetro pequeño y ocasionalmente en las neuronas 

de diámetro mediano, además mencionan que la distribución de ambos receptores 

es parecida entre sexos (Taleghany et al., 1999).  
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La observación de la distribución de los receptores en el sistema nervioso y sus 

gradientes de concentración son de considerable interés, dado que la activación de 

ERα puede tener efectos diferentes de aquellos mediados por ERβ en un mismo 

sistema neuronal (Taleghany et al., 1999), por este motivo además de determinar la 

presencia de los receptores ERα, ERβ y GPR30 en DRGs también se compararon 

sus niveles de expresión de entre machos y hembras a nivel de mRNA y de proteína. 

Para el ERβ no observamos una diferencia significativa en su expresión entre sexos 

a nivel de mRNA ni a nivel de proteína (figura14 y 18). Con respecto a GPR30, 

encontramos que tanto el mRNA como la proteína se expresan significativamente 

más en hembras que en machos (figura 15 y 19). Finalmente, para el ERα se 

observó un nivel de expresión mayor del mRNA en los DRGs de hembras que los 

de machos (figura 13). En contraste a nivel de proteína se determinó que los machos 

presentan mayor expresión de este receptor (figura 17), este dato nos podría estar 

hablando de una regulación postranscripcional y/o postraduccional, aunque no 

podemos descartar que la disparidad en los datos se deba a la baja sensibilidad del 

muestreo de las RT-PCR semicuantitativas. 

En el trabajo realizado por Taleghany y colaboradores hay un ensayo en el que 

comparan la inmunoreactividad del receptor ERα en DRGs de ratas ovx con ratas 

ovx tratadas con17β-estradiol, los autores describen que la cantidad de ERα 

observada en ratonas tratadas con 17β-estradiol fue mucho menor que la observada 

en las ratonas ovx, sugiriendo que el tratamiento crónico con 17β-estradiol reduce 

los niveles ERα, estos resultados coinciden con los obtenidos a nivel de proteína en 

el presente trabajo ya que en los machos quienes contienen una menor 

concentración de 17β-estradiol expresan más el receptor ERα con respecto a las 

hembras (figura 17).   

Una vez que se tuvo la evidencia de que los DRGs expresan los receptores de 

estrógeno, el siguiente paso fue investigar sí el 17β-estradiol participa en la 

expresión del canal TRPV1. Para este fin,  se comparó la cantidad de proteína total 

de TRPV1 en los DRGs de hembras ovx y machos (figura 21). Con este experimento 

pudimos observar que cuando las hembras contienen una alta concentración de 
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17β-estradiol tienen una menor cantidad de TRPV1 con respecto a los machos, pero 

que cuando a las hembras se les retiran los ovarios y por ende se reduce la 

concentración de 17β-estradiol en su sistema, los niveles de TRPV1 aumentan con 

respecto a los machos de modo que se podría argumentar que el 17β-estradiol 

participa en la regulación del canal TRPV1 en los DRGs de ratón.  

Dado que el 17β-estradiol afecta directamente la expresión del TRPV1, la regulación 

que se observa podría ser genómica. En primera instancia se podría sugerir que la 

regulación que ejerce el 17β-estradiol sobre la expresión del TRPV1 es negativa ya 

que cuando hay más 17β-estradiol se expresa menos, asimismo, tras realizar el 

análisis in silico de los sitios potenciales de unión de los receptores nucleares de 

estrógeno en la región promotora del canal TRPV1 con http://jaspar.genereg.net/ se 

encontró que el receptor ERβ tiene varios posibles sitios de unión con un gran 

porcentaje de afinidad. No obstante, en un trabajo en el que se analiza la expresión 

del canal TRPV1 en ratones machos knockout para ERα y ERβ se observa una 

disminución en la expresión del canal TRPV1 no un aumento (Cho y Chaban 2012), 

por lo cual la regulación de la expresión de TRPV1 por los receptores a estrógeno 

no puede ser negativa.  

Una posible explicación del efecto del 17β-estradiol en la regulación de la expresión 

del canal TRPV1, tendría que ver con el hecho de que al parecer el 17β-estradiol 

regula de manera negativa la expresión del ERα en los DRGs, de modo que los 

machos al tener menos 17β-estradiol expresan más ERα el cual podría regular una 

mayor expresión del canal TRPV1 en machos que en hembras.     

La regulación de la expresión de TRPV1 por el ERα puede ser clásica, es decir, 

mediante la unión de ERα en la región promotora empero en el análisis in silico de 

los potenciales sitios de unión del ERα en la región promotora de TRPV1 de ratón 

se encontró que son muy pocos los sitios y que tienen bajo porcentaje de afinidad. 

De igual manera la regulación genómica del ERα puede ser de manera no clásica 

por la unión del ERα a otros factores de trascripción. Un factor de transcripción que 

interactúa con el ERα para la regulación de varios genes diana ampliamente descrito 

es Sp1, factor que de manera interesante participa en la activación transcripcional 



 
47 

del canal TRPV1 en los DRGs dando como resultado un incremento en la expresión 

del canal TRPV1 (Björnström y Sjöberg, 2005; Chu et al., 2011).     

Con el propósito de determinar sí el 17β-estradiol también tiene un efecto en la 

respuesta al dolor generado por el TRPV1 de manera un poco más directa, se 

realizaron ensayos de dolor agudo en ratones machos.  A un grupo se le inyectó 

17β-estradiol en la pata delantera derecha y el tiempo de lamido fue muy parecido 

al obtenido en el grupo control, de esta manera se comprobó que el 17β-estradiol 

por sí mismo no es un agente que induzca una respuesta de dolor. A otro grupo se 

le inyecto capsaicina y se registró la respuesta de dolor típica. Pero lo 

transcendental ocurrió cuando al cuarto grupo se le co-inyectó capsaicina con 17β-

estradiol, puesto que se observó una disminución significativa de la respuesta al 

dolor en 10 minutos de observación, este resultado nos denotaría que el 17β-

estradiol también podría participar en una regulación no genómica del dolor 

asociado al canal TRPV1.  

Xu y colaboradores en el 2008 por medio de ensayos electrofisiológicos 

determinaron, al igual que nosotros que el 17β-estradiol por si mismos no activa al 

canal TRPV1, asimismo describen una disminución en la activación del canal 

TRPV1 por capsaicina después del tratamiento de las células de DRGs de rata 

con17β-estradiol, este resultado lo justificaron por una regulación no genómica dado 

que no observaron un cambio en la expresión de la proteína del canal TRPV1 en 

cultivos de DRG. Un hecho controversial es que la disminución de la corriente del 

canal TRPV1 que observaron en las células que fueron tratadas con 17β-estradiol 

una noche antes no la observaron en aquellas que fueron tratadas 30 minutos antes 

de los registros, esto es relevante ya que en general la acción no genómica se puede 

observar en unos cuantos minutos, como lo observamos en los ensayos de 

conducta donde en tan solo 10 minutos pudimos registrar una disminución de la 

respuesta de dolor.  

La regulación no genómica del canal TRPV1 puede darse principalmente por dos 

mecanismos, el primero consiste en la mediación  del tráfico del canal hacia la 

membrana plasmática. El TRPV1 se encuentra insertado en la membrana 
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plasmática pero también en el retículo endoplasmático. La activación de ciertas vías 

de señalización puede favorecer el tráfico del TRPV1 desde el retículo 

endoplasmático a la membrana, generalmente mediante la fosforilación. Por 

ejemplo, la activación de PKC puede conducir a la inserción de TRPV1 en la 

membrana a través de la exocitosis mediada por el SNARE, también la activación 

de PKA dependiente de AMPc puede mediar el tráfico rápido de los monómeros de 

TRPV1 desde compartimientos intracelulares a la membrana plasmática para 

formar el canal funcional (Szallisi y Blumbrg, 2007). Además, la vía de señalización 

del NGF activa a la señalización de la cinasa Src, que en consecuencia fosforila al 

TRPV1 en Y200 para aumentar los niveles de TRPV1 en la membrana (Ho et al., 

2012).  

El segundo es por modificación de estado fosforilado, que a su vez involucra dos 

vías de regulación del canal: la sensibización y la desensiblización. La 

sensibilización se refiere a un cambio en la estructura del canal, promovido por 

fosforilaciones, de tal manera que se facilita la apertura del poro del canal TRPV1 

ante estímulos de baja intensidad y la desensibilización es lo contrario, es decir, que 

el umbral de activación del canal aumenta e imposibilita su apertura aún en la 

presencia de un estímulo. La fosforilación del canal TRPV1 por PKC o PKA a través 

de la estimulación de múltiples receptores, incluidos, los receptores a bradiquinina 

B1 y B2, los receptores purinérgicos P2, el receptor de quimiocinas CCL3 y los 

receptores de endotelina han demostrado aumentar la sensibilidad del canal. Entre 

los sitios claves de fosforilación del TRPV1 para PKC y PKA se encuentran Ser800 

y Ser116 respectivamente (Morales-Lázaro et al, 2013; Ho et al., 2012).     

La desensiblización del canal inicia con un incremeto de calcio intracelular que 

promueve a la desfosforilación del TRPV1 impulsada por el flujo de calcio que activa 

la fosfatasa dependiente de Ca2+-calmodulina, calcineurina (Ho et al., 2012).  

Los tres receptores de estrógeno interactúan con un gran número de intermediarios 

en ambas cascadas de señalización que podrían regular al  canal TRPV1  de una 

manera no genómica entre los que se encuentran las PKA, PKC, PIP2, calmodulina, 

por mencionar algunos (Prossnitz, et al., 2008), sin embargo, la investigación sobre 
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los mecanismos molecular por los cuales el 17β-estradiol regula al canal TRPV1 de 

manera no genómica es limitada.  

El dolor a diferencia de la naturaleza relativamente más objetiva de otras 

sensaciones, puede verse restringido por factores fisiológicos, etológicos y 

culturales, por lo que las pruebas de conducta en humanos han sido fuertemente 

criticadas (Dubin et al., 2010). Por esta razón, el uso de modelos animales ha sido 

una alternativa  más objetiva para el estudio del dimorfismo sexual y los factores 

que intervienen en la respuesta de dolor, sin embargo, el hecho de que la 

percepción del dolor parece no solo depender del sexo sino también de la cepa 

complica su estudio objetivo. Por ello, podría ser una buena alternativa el uso de 

alguna línea celular de origen humano que en este caso exprese los receptores de 

estrógeno y el canal TRPV1, para determinar de manera contundente sí el 17β-

estradiol regula la expresión del canal TRPV1, de qué modo y por cuáles vías 

moleculares. El conocimiento que se obtenga será muy valioso para el uso 

terapéutico. 

El presente trabajo es un acercamiento al entendimiento del papel del 17β-estradiol 

en la regulación del dolor relacionado al canal TRPV1, los resultados sugieren que 

en ratones el 17β-estradiol ejerce un papel anti-nociceptivo y que esta regulación 

se podría dar tanto por una vía genómica como no genómica.  

Finalmente, aunque no se ha conseguido clasificar inequívocamente a los 

estrógenos como moléculas pro- o anti-nociceptivas, tal vez el 17β-estradiol sea un 

agente que tenga ambas características, dependiendo de tipo de dolor, la región y 

todos los elemento que propicien la condición, ya que por ejemplo, en un estado 

nociceptivo con presencia de inflamación se libera un conjunto de sustancias que 

podrían interactuar entre sí, con los diferentes transductores y con el 17β-estradiol 

para la potencializar o disminuir la percepción del dolor (Chaban, 2013). Por lo tanto, 

es necesario un estudio a mayor profundidad de los mecanismos por los cuales el 

17β-estradiol regula al canal TRPV1. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dubin%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21041958
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VIII. Conclusiones 

 

a) Los receptores nucleares de estrógeno ERα y ERβ y el receptor de membrana 

de estrógeno GPR30 se expresan en los DRGs de ratones de ambos sexos de 

la cepa C57BL/6.  

 

b) Nuestros resultados sugieren que existe mayor expresión del mRNA de ERα en 

hembras que en machos, sin embargo, a nivel de proteína se observa lo 

contrario. El ERβ no se expresa diferencialmente entre sexos tanto a nivel mRNA 

como de proteína. El GPR30 se expresa más en hembras que en machos en 

mRNA y proteína. El TRPV1 se expresa más en macho que en hembras tanto a 

nivel de mRNA y como de proteína.  

 

c) Los ratones macho de la cepa C57BL/6 presentaron un menor umbral al dolor 

generado por capsaicina, el agonista del canal TRPV1, en comparación con las 

hembras, en contraste con lo observado en estudios realizados en humanos y 

ratas. 

 

d) La overiectomización repercute directamente en el aumento de los niveles 

proteicos del canal TRPV1. 

 

e) En ensayos de conducta el 17β-estradiol disminuye la respuesta de dolor 

generada por el agonista del canal TRPV1. 
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IX.  Perspectivas 

 Realizar ensayos más precisos para la  cuantificación a nivel de mRNA (PCR 

en tiempo real)  de los recetores a estrógeno y del canal TRPV1 entre sexos.  

 

 Realizar ensayos in silico con una mayor profundidad para determinar si el 

gen del canal TRPV1 existe una región en la que se unan los receptores de 

estrógeno y pueda modular la transcripción del canal TRPV1.  

 

 En caso de encontrar alguna zona de posible unión, realizar ensayos para 

determinar si esa región es un ERE. 

 

 En caso de no encontrar una región ERE determinar si la regulación del canal 

TRPV1esta medida por algún factor de trascripción acoplado a un receptor 

de estrógeno. 

 

 Realizar ensayos para determinar las vías moleculares por las cuales el 17β-

estradiol podría también regular de manera no genómica a canal TRPV1.  

 

 Usar una línea celular de origen humano que exprese al canal TRPV1 y a los 

receptores de estrógeno. Para determinar si el 17β-estradiol ejerce algún tipo 

de regulación en el canal TRPV1 (ya sea positiva o negativa) en humanos.  
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