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Resumen

El receptor vaniloide tipo 1 (TRPV1) es un canal catidnico no selectivo que puede
activarse en respuesta a estimulos térmicos y quimicos. Esta capacidad le permite
actuar como un sensor para la deteccion de aquellos estimulos que puedan ser
potencialmente dafiinos, que finalmente generan una sensacion dolor. El papel
fundamental de este canal en la nocicepcion y su relacion con procesos de dolor
cronico lo convierten en un blanco molecular para la busqueda de alternativas
terapéuticas que disminuyan el dolor asociado a su activacién. Algunos compuestos
esteroideos, incluyendo a la testosterona, han demostrado tener la capacidad de
modificar la actividad de algunos canales TRP. De manera general, se reconoce
que esta hormona actia a través del Receptor de Androgenos, un factor de
transcripcion que modifica la expresion de genes especificos, ademas, la
testosterona puede activar mdultiples vias de sefalizacion y desencadenar
respuestas celulares en intervalos de tiempo que pueden ocurrir en segundos. Sin
embargo, el mecanismo por el cual la testosterona ejerce sus efectos sobre TRPV1
no ha sido descrito. Debido a esto, el objetivo de este proyecto fue determinar el
posible mecanismo molecular por el cual la testosterona regula el dolor mediado por
el canal TRPVL. Inicialmente se realizaron ensayos de conducta que permitieron
determinar los efectos agudos de esta hormona. Los datos obtenidos mostraron que
la administracion de testosterona produce una respuesta de dolor mediada por el
canal. Posteriormente, el efecto cronico se evalué con la respuesta de dolor de
ratones pretratados con testosterona al agonista de TRPV1 (capsaicina), los cuales
presentaron una respuesta exacerbada de dolor con respecto a los controles. Se
determind que el Receptor de Andrégenos se expresa en ganglios de la raiz dorsal,
sistema de maxima expresion de TRPV1. Y que el tratamiento de estas células con
el esteroide (100 nM por 24 horas), produce un aumento de ARNm y proteina.
Finalmente se determiné mediante ensayos In silico que una region analizada rio
arriba del exdon 1 del gen de TRPV1 posee sitios putativos para la union del Receptor
de Andrégenos.



Abreviaturas

ADN: Acido Desoxirribonucleico

AR: Receptor de Andrégenos (Androgen Receptor)
ARN: Acido Ribonucleico

ARNm: Acido Ribonucleico Mensajero

BCA: Acido bicinconinico

CFA: Adyuvante completo de Freund

CTR: Control.

DBD: Dominio de union a ADN

DHEA: Dehidroepiandrosterona

DRG: Ganglios de la raiz dorsal (Dorsal Root Ganglion)
ER: Receptor de Estrégenos. (Estrogen Receprtor)
Hsp90: Proteina de Choque térmico

KO-V1: Ratones Knockout para la expresion de TRPV1
LBD: Dominio de unién a ligando

NGF: Factor de crecimiento nervioso

NLS: Secuencia de Localizacion Nuclear

PBS: Buffer de fosfatos salino.

PBS-T: Buffer de Fosfatos salino con Tween 20.
PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PVDF: Membranas de fluoruro de polivinilideno
PKA: Proteina cinasa A, dependiente de AMP ciclico
PKC: Proteina cinasa C, dependiente de calcio

RT: Transcripcion Inversa

SHBG: Globulina Fijadora de Hormonas Sexuales
Sig-1R: Receptor Sigma 1

T: Testosterona

TAD: Dominio de Transactivacion

TG: Ganglios del trigémino (Trigeminal ganglion)

TRP: Receptores de potencial Transitorio (Transient Receptor Potential)



TRPM: Receptor de Potencial Transitorio Melastatina
TRPV: Receptor de Potencial Transitorio Vaniloide

WT: Silvestres



1. Introduccién

1.1 Nocicepcidén

La capacidad de detectar estimulos nocivos y responder de manera adecuada para
evitar dafos reales o potenciales es esencial para la supervivencia y mantenimiento
de la homeostasis de un organismo. La deteccion de estos estimulos es por medio
de receptores especializados localizados en neuronas periféricas; estos receptores
poseen propiedades biofisicas y moleculares muy particulares que les permiten

responder selectivamente a sefiales potencialmente dafiinas (Basbaum 2009).

En este proceso conocido como nocicepcién los estimulos de tipo mecénico,
quimico y térmico son convertidos en sefiales eléctricas por neuronas
especializadas conocidas como nociceptores, posteriormente estas sefales se
transmiten a regiones del sistema nervioso central donde son moduladas.
Finalmente, esta informacion es integrada en la corteza cerebral y es percibida

como dolor agudo o primario, Figura 1 (Foulkes y Wood. 2008).

Via general del dolor
Sistema Nervioso

Central
. . 167 Dolor
Estimulos nocivos [ ¥ al,
-
Mecanico Vs -

PH & 4§ ! L5

A
Temperatura .~ _
Terminales Fibras A3 Neuronas de
nerviosas Fibras C segundo orden

Figura 1. Via general de la nocicepcién. Esquema representativo del circuito fisioldgico
del dolor. Modificado de Juarez, 2018.



La morfologia de los nociceptores se encuentra altamente conservada. Estas
neuronas somatosensoriales son de tipo pseudounipolar, en las que el soma se
encuentra ubicado en los ganglios del trigémino (TG) y ganglios de la raiz dorsal
(DRG), a partir del soma se origina un axoén que bifurca, un extremo dirige sus
terminales para inervacion de zonas cutaneas, viscerales o articulaciones, mientras
que el otro forma una sinapsis con neuronas de segundo orden (Dubin y
Patapoutian. 2010). Las fibras que forman estas neuronas se clasifican por la
presencia 0 no de mielinizacién, por su diametro y velocidad de conduccion
(Sneddon. 2017).

Entre estas fibras se encuentran los tipos Ad y C de caracter polimodal, que son de
gran importancia para la nocicepcion. Las primeras participan en la deteccion de
estimulos que producen dolor agudo bien localizado, se caracterizan por una
velocidad de conduccion media, por ser de pequefio didmetro y se dividen en tipo |
y Il. Las fibras Ad tipo | son principalmente sensibles a altas presiones mecanicas y
solo después de un proceso de sensibilizacion responden a temperatura, mientras
que las fibras Ad tipo Il tienen umbrales a temperaturas nocivas mas bajos y
mayores a estimulos mecanicos. Por otro lado, las fibras C no poseen mielina y su
conduccion es relativamente mas lenta que las anteriores, tienen una mejor
respuesta a compuestos quimicos como la capsaicina e histamina y son importantes
en la deteccion de estimulos que producen dolores cronicos y en un contexto de
lesion (Basbaum 2009). La capacidad de las fibras de percibir estos estimulos se
debe a la gran variedad de receptores que poseen en sus membranas celulares,

entre ellos un gran numero de canales idnicos.

1.2 Receptores de Potencial Transitorio (TRP).

Entre los canales idnicos presentes en las neuronas involucradas en nocicepcion
se encuentran los Receptores del Potencial Transitorio (TRP, por sus siglas en
inglés: Transient Receptor Potential). EI gen de TRP se identificé por primera vez

en fotorreceptores de Drosophila mutantes, en los cuéles un estimulo continuo de



luz producia potenciales transitorios en lugar de sostenidos como se presentan en
la mosca silvestre. De esta manera se utilizé el término TRP para designar a una

familia de genes relacionados (Katz et al. 2017).

La familia de canales TRP se clasifica con base a la homologia de su secuencia; de
esta manera se derivan 7 subfamilias: TRPV (Vaniloide), TRPC (Candnica), TRPA
(Anquirina), TRPM (Melastatina), TRPP (Policistina), TRPML (Mucolipina) y TRPN
(potencial no mecanorreceptor), Figura 2 (Kaneko et al. 2014; Pedersen et al. 2005;
Ramsey et al. 2007; Zheng 2013). Para el caso de mamiferos se han identificado
un total de 27 canales pertenecientes a las primeras seis subfamilias, con excepcién
del canal TRPN. Este ultimo canal solo se encuentra en invertebrados y vertebrados

no mamiferos (Rosasco y Sharona 2017).

TRPA
TRPV Anquirina
Vaniloide
TRPY5 TRPVG  TRPAL
TRPV3
TRPV4
TRPV2
TRPP2
TRPV1
TRPP
TRPP1  Policistina
TRPML2
TRPML s
Mucopolina TRPML3
TRPC4
TRPMLI
TRPC5
TRPMS
TRPCI1
TRPM2
TRPC3 TRPC
—— Canonico
TRPC7
TRPM4 TRPC6
TRPM . TRPM7 TRPC2
Melastatina TRPMI

TRPM6  prpMm3

Figura 2. Clasificacionde canales TRP basado en homologia de secuencia. TRPV
(Vaniloide), TRPC (Canodnica), TRPA (Anquirina), TRPM (Melastatina), TRPP (Policistina),
TRPML (Mucolipina) y TRPN (potencial no mecanorreceptor). Modificado de Li, 2017.



De manera general los TRP presentan una arquitectura basica compuesta por
homotetrameros o heterotetrameros, siendo la primera la mas comun (Rosasco y
Sharona 2017), son selectivamente permeables a cationes, principalmente a Ca?*,
a excepcion de los canales TRPV5 y TRPV6, que permean selectivamente Ca?*y
de los canales TRPM4 y TRPM5 que Unicamente permiten el paso de cationes
monovalentes (Kaneko et al 2014). La secuencia de aminoacidos mas conservada
entre las distintas familias se encuentra en el dominio carboxilo, esta secuencia de
aproximadamente 25 residuos entre el segmento transmembranal 6 y el C-terminal

se conoce como caja TRP (Ramsey et al, 2006).

Estos canales actian como sensores que detectan cambios en el ambiente celular.
La mayoria de ellos son de tipo polimodal, es decir, responden a una variedad de
estimulos, ademas su actividad es modulada por varias moléculas en el interior y
exterior de la célula (Kaneko et al 2014). Su activacion produce cambios en el
potencial de membrana lo que puede desencadenar potenciales de accion, cambios
en el metabolismo celular, producir endocitosis y exocitosis, por mencionar algunas.
Es por ello que los canales TRP son de gran importancia para multiples procesos
fisiol6gicos (Zheng, 2013).

1.3 Receptor de Potencial Transitorio Vaniloide tipo 1 (TRPV1).

La subfamilia de canales Vaniloide (TRPV) se encuentra constituida por seis
miembros (V1-V6) (Ramsey et al.2006). El nombre de la subfamilia deriva del
compuesto vaniloide capsaicina, molécula actia como agonista selectivo del primer
miembro caracterizado, el canal TRPV1, ademas este compuesto es responsable
de la sensacion de picor o ardor generada cuando se ingieren chiles (Caterina, et al
1997).

Actualmente el canal TRPV1 es considerado el miembro de la familia los TRP mas
estudiado en mamiferos. En humanos el gen de TRPV1 se encuentra ubicado en

el cromosoma 17, de este gen se deriva un ARN mensajero que consta de 17



exones los cuales codifican para una proteina de 839 aminoacidos (Beavan et al.
2014).

La expresion de esta proteina en un inicio se considerd exclusiva de neuronas de
ganglios sensoriales, principalmente en neuronas sensitivas primarias de pequefo
diametro. Estudios posteriores demostraron que también se encuentra en distintas
areas del sistema nervioso central (Morales et al 2013; Morales et al 2014). Hasta
la fecha se sabe que TRPV1 se expresa también en tejidos no neurales como vejiga,
piel, capilares, microvasculatura cerebral, corazén, higado, vasos y pulmones
(Szallasi y Blumberg, 2006).

La estructura de la proteina TRPV1 presenta la topologia caracteristica de los
canales TRP (Beavan et al. 2014). Cada subunidad se compone de tres dominios:
el dominio amino terminal en el que se encuentran los 6 repetidos de estructura tipo
anquirina; el dominio de carboxilo terminal que contiene una secuencia de
aminoacidos altamente conservada entre la familia TRP (la caja TRP), este ultimo
resulta ser de gran importancia para la interaccion de la proteina TRPV1 con lipidos
de membrana y proteinas de citoesqueleto. Finalmente, TRPV1 posee un dominio
transmembrana compuesto por seis segmentos (S1-S6) de los cuales S5y S6 forma
un asa entrante que es un componente del poro. Estas subunidades se asocian en
forma de homotetrameros que integran la estructura funcional del canal (Figura 3)
(Morales et al 2013).
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. Reguladores Positivos
1) Capsaicina
2) Anandamida

3) DAG

4) ATP

5) LPA

6) PIP,

7) pH basico xReguladores Negativos
8) Protones 1) Colesterol

9) lones Divalentes 2) CaMm

A) PKA 3) PIP,

C) PKC 4) Acido Oleico

Figura 3. Esquema representativo del canal i6nico TRPV1. La figura muestra los seis
segmentos transmembranales (S1-S6), los extremos amino (NH2) y carboxilo (COOH) que
se encuentran intracelularmente, los 6 repetidos de anquirina (A1-A6), se sefialan los sitios
de interaccion directa de varios reguladores positivos (circulos en rosa) y algunos
reguladores negativos (cruces negras) del canal. Modificado de Morales et al. 2013.

En mamiferos, la proteina TRPV1 forma parte de un grupo de canales iénicos
especializados en la deteccion de cambios de temperatura conocidos como termo
TRP. Especificamente este canal es activado a temperaturas mayores a 43°C
(Naziroglu y Braidy, 2017) (Caterina, et al 1997). También actia como un sensor
polimodal debido a que es activado por distintos compuestos quimicos, tanto
enddégenos como exdgenos, ademas responde a pH acido y basico. Gracias a esta
caracteristica, el canal se considera un sensor a nivel de membrana que detecta

cambios en el ambiente celular (Szallasi y Blumberg, 2007).

Un aspecto importante de TRPV1 es su modulacién durante procesos inflamatorios
en los cuales se favorece su activacion. Bajo estas condiciones, el canal TRPV1
puede ser activado por estimulos inocuos (por ejemplo, temperaturas menores de

43°C), evento denominado “sensibilizacion” del canal (Morales et al 2013). Esto se



debe a que TRPV1 es blanco de la accion de algunas proteinas quinasas (PKA,
PKC y CaMKIl), que son capaces de fosforilar aminoacidos especificos, lo que
conduce a un estado del canal en el que su activacion ocurre con mayor facilidad
(Rosembaum y Simon, 2006). Por otra parte, existen moléculas como ATP, &cido
lisofosfatidico y anadamida, que son liberadas en tejidos dafiados y que se unen
directamente al canal promoviendo su apertura (Morales et al 2013). Ademas, otras
proteinas como el Factor de crecimiento nervioso (NGF), son reguladores positivos
del canal TRPV1, ya que promueven la transcripcion del canal, adicionalmente
favorece el trafico de canales hacia la membrana plasmatica. Todos estos
mediadores moleculares liberados durante la inflamacion o dafio tisular favorecen
la activacion del canal TRPV1, que a su vez inicia con la transduccion de la sefial
de dolor. Es por esta razdén que esta proteina se ha convertido en un importante
blanco en la busqueda de terapias para contrarrestar el dolor agudo y crénico
(Szallasi y Blumberg, 2007).

1.4 Modulacién del canal TRPV1 por hormonas sexuales.

Las hormonas sexuales como estrégenos, androgenos y progesterona son
moléculas que participan en un gran numero de funciones celulares. El andlisis de
resultados obtenidos a lo largo de varios estudios ha propuesto a estos esteroides
como moduladores de la funcion y expresion de algunos miembros de la familia
TRP, incluyendo a TRPV1 (Artero et al. 2018). Dentro de ellos existen estudios
gendmicos en rata, ratbn y humano de las secuencias regulatorias de la expresion
(promotores) de canales TRP, donde se han identificado varias regiones que
contienen elementos indicadores de regulacion transcripcional por estos esteroides
(Kumar et al. 2014). Sumado a esto, la colocalizacién de TRPV1 con receptores a
estrégenos (ER) a, B y GPR30 (Artero et al. 2018) y el receptor a androgenos (Lee

et al. 2016) en neuronas sensoriales ha reforzado esta hipotesis.

Payrits y colaboradores en 2017 examinaron el papel del 173 estradiol en la
modulacion de la expresion de TRPV1 en raton. Determinaron que un pre-

10



tratamiento con esta hormona aumenta los niveles de ARN mensajero de TRPVL1.
De manera interesante, ratones hembra que fueron ovariectomizadas el umbral
mecano y termonociceptivo fue mas alto que en grupos control. Previamente Cho y
Chaban en 2012 encontraron una disminucion de proteina de TRPV1 en neuronas
de DRG de ratones que carecen de la expresion de ERa o ER[, resaltando la

importancia de los ER para la regulacion de la expresion de TRPV1.

Por otro lado, la progesterona tiene efectos sobre TRPV1 a través del receptor
Sigma 1 (Sig-1R). Sig-1R es una proteina chaperona que ayuda al correcto
plegamiento del canal. La progesterona actlla como un antagonista de este receptor
lo que le impide realizar su funcion, esto tiene como consecuencia un mal
plegamiento de TRPV1 que resulta en su degradacion por via del proteasoma. Este
evento disminuye la cantidad de canal en la membrana plasmatica y, con ello, una

disminucién en las respuestas inducidas por capsaicina (Ortiz et al. 2017).

Entre los andrégenos, dehidroepiandrosterona (DHEA) es una de las hormonas que
interactua directamente con el canal modificando su funcion. La DHEA inhibe las
corrientes generadas por capsaicina en neuronas del ganglio de la raiz dorsal.
Aunque se desconoce si esto se debe a la competencia por unién al sitio vaniloide
o modificacién alostérica (Chang et al. 2004).

Para este trabajo resulta de gran importancia la testosterona y su efecto sobre
TRPV1, pero a la fecha existe muy pocos de estudios realizados al respecto. Entre
ellos destaca la investigacion de Bai y colaboradores en 2018, utilizando un modelo
de inflamacion inducido por adyuvante completo de Freund (CFA) reportaron que la
testosterona actia como un regulador negativo de la expresion de TRPV1 debido a
gue reduce la cantidad de ARNm y proteina en dichas condiciones. Sin embargo,

no se propone un mecanismo mediante el cual esté ocurriendo este efecto.
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1.5 Testosteronay el Receptor de Andrégenos.

La testosterona es el androgeno de mayor circulacion en sangre y es sintetizado
principalmente en células de Leydig ubicadas en los testiculos (Michels y Hoppe,
2008; Lee y Chang, 2003). En hombres la concentracion en suero es de 300-800ng
/ dL (10.40 nM — 27.73 nM), mientras que para mujeres es de 30-50ng / dL (1.40
nM —1.73 nM) (Mukaddam y Snyder, 2013). La testosterona realiza entre el 90-95%
de la accion total de los andrégenos, en suero, la mayor parte (97-99%) se
encuentra asociada a proteinas como globulina fijadora de hormonas sexuales (en
inglés, SHBG) o albumina y muy poca cantidad (1-3%) se encuentra de manera
libre. Este esteroide principalmente participa en el desarrollo del fenotipo masculino
(Michels y Hoppe, 2008), pero otras de sus funciones se encuentran a nivel celular

donde modulan la proliferacién, diferenciacion y homeostasis (Foradori et al. 2008).

La testosterona ejerce sus efectos de manera clasica a través del Receptor de
Andrégenos (AR), un factor de transcripcidn que pertenece a la superfamilia de
receptores a esteroides. El gen del AR se ubica en el cromosoma X, su ARNm esta
compuesto por 8 exones que codifican para una proteina de masa molecular
aproximada de 110 kDa (Contreras et al. 2017). Esta forma del receptor, también
llamada AR-B, es la isoforma completa. Estudios posteriores identificaron una
proteina méas pequefia (87 kDa) codificada por el mismo gen, pero con el N-terminal
truncado que constituye del 4-26% del total de AR inmunoreactivo en tejidos,
conocido como AR-A (Lee y Chang, 2003), ambas isoformas presentan actividad

funcional similar (Gao y McPahul, 1998).

El Receptor a Androgenos se expresa principalmente en testiculos, adicionalmente
se ha reportado su expresion en tejidos periféricos. También se ha identificado en
regiones del sistema nervioso, incluyendo cerebro (Contreras et al. 2017). En las
células el AR se ubica en el citoplasma en complejo con proteinas de choque
térmico Hsp90 (Cutrees et al. 2008).

La estructura del AR es similar a la encontrada en los otros receptores nucleares de

respuesta a hormonas con cuatro dominios funcionales bien identificados (Cutrees
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et al. 2008). El primer dominio del N-terminal o dominio de transactivacion (TAD)
encargado de modulaciéon de la transcripcion, el dominio central de union a ADN
(DBD), un tercer dominio de unién a ligando (LBD) en el C-terminal y un dominio
que enlaza a DBD y LBD conocido como dominio de bisagra que media cambios
conformacionales en la proteina por union de ligando (Lee y Chang, 2003; Contreras
et al. 2017; Cutrees et al. 2008).

El mecanismo de accién clasico de la testosterona por medio del AR comienza
cuando esta se difunde a través de la membrana plasmatica, gracias a su naturaleza
lipidica, y se une al receptor que se encuentra en el citoplasma. Esta union tiene
como consecuencia cambios conformacionales que permiten la separacion del AR
de las proteinas de choque térmico y su posterior homodimerizacién (Foradori et al.
2007). La modificacién estructural, ademas, expone una region de localizacion
nuclear (NLS) reconocida por importinas encargadas de su transporte al interior del
ndcleo, evento que es indispensable para llevar a cabo su funcién (Cutrees et al.
2008). Dentro del nucleo el AR reconoce secuencias especificas del ADN,
principalmente en regiones promotoras conocidas como Elementos de Respuesta
a Andrégenos. En este punto el AR puede modificar la expresiéon del gen, ya sea
promoviendo o reprimiendo la transcripcion del gen blanco dependiendo de los
correguladores que sean reclutados (Figura 4) (Michels y Hoppe, 2008; Foradori et
al. 2008).
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Figura 4. Mecanismo de accién clasico de la testosterona mediado por el Receptor
de Andrégenos (AR). La testosterona se difunde a través de la membrana plasmatica y se
une al AR, una vez gue esto sucede se separa de proteinas de choque térmico (HSP) y es
transportado al nicleo. Finalmente se une a regiones especificas del ADN conocidas como
elementos de respuesta a Andrégenos (ERA), para modular su transcripcion. Modificado
de Edelsztein y Rey, 2019.

Sumado a los efectos clasicos de la testosterona se han reportado en gran cantidad
de estudios la participacion de este esteroide en procesos celulares que ocurren en
intervalos de tiempo de segundos a minutos y son independientes de la participacion
del AR (Foradori et al. 2008). Estas respuestas van desde activacion directa de
canales ionicos y transportadores de membrana, cambios en la concentracion de
Ca?* intracelular, activacion de proteinas quinasas (PKA, PKC, MAPK), e inicio de
cascadas de sefializacién a través de receptores acoplados a proteinas G, (Michels
y Hoppe, 2008).

Como se mencion6 anteriormente, las hormonas sexuales juegan un papel clave en
la modulacion de TRPV1. La testosterona al parecer regula la expresion de este

canal en un modelo de inflamacion, aunque, no queda claro si esto es resultado de
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la accidn clasica descrita para este esteroide mediado por AR o se debe a alguna
accion no clasica del mismo. TRPV1 es un canal ibénico fundamental para el proceso
nociceptivo, por lo que es de suma importancia determinar el mecanismo por el cual

la testosterona ejerce sus efectos sobre este.
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2. Hipétesis
La testosterona regula el dolor mediado por el canal TRPV1 a través de efectos

gendmicos clasicos.

3. Objetivo General
Determinar el efecto de la Testosterona sobre la regulacién del dolor mediado por

el canal TRPV1.

3.1 Objetivos Particulares

e Evaluar la respuesta de dolor mediada por el canal TRPV1 en ratones de la
cepa C57BL/6J inyectados con testosterona (evaluacién de los posibles
efectos agudos del esteroide).

e Evaluar la respuesta de dolor por capsaicina en ratones pretratados con
testosterona (posibles efectos a largo plazo del esteroide).

e Determinar posibles cambios en la expresion del canal TRPV1 (ARNm y
proteina) en cultivos primarios de neuronas de ganglios de la raiz dorsal

tratados con Testosterona.
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4. Materiales y métodos

4.1 Animales

Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando ratones macho silvestres (WT)
de la cepa C57BL/6. También fueron usados ratones macho que carecen de la
expresion del gen TRPV1 (Knockout, KO-V1), cepa transgénica comercialmente
distribuida por The Jackson Laboratory. Todos los animales utilizados fueron de 10
a 12 semanas de edad. Los animales se mantuvieron en un fotoperiodo de 12 horas
luz / 12 horas oscuridad, con acceso a comida (LabDiet 5001) y agua ad libitum. El
cuidado de los animales se realizd conforme a la NOM-062-ZO0-1999
“Especificaciones Técnicas para la Produccién, Cuidados y Uso de los Animales de
Laboratorio” y circunscritos al Titulo Tercero del bienestar de los animales, capitulo
| del bienestar de los animales, articulo 20 del parrafo | al IV. El protocolo de
investigacion utilizado (SML127-18) se encuentra aprobado por el CICUAL del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

4.2 Ensayos conductuales de dolor nociceptivo.

Con el fin de determinar si la testosterona produce dolor por medio de la activaciéon
del canal TRPV1, se realizaron ensayos de evaluacion del tiempo de lamido de la
pata (Paw Licking time) (Caterina et al 2000). Esta prueba se utiliza para evaluar el
dolor producido por la aplicacion de un compuesto quimico el cual es administrado
en solucién por medio de inyeccion intradérmica en la extremidad delantera.
Posteriormente se mide el tiempo acumulado de lamido de la extremidad inyectada
por un intervalo de 10 minutos. Esta respuesta es considerada como reflejo ante un

estimulo doloroso.

La evaluacion del efecto de la testosterona sobre la generacion de dolor agudo se
realizo en ratones WT y KO-V1 que fueron divididos en dos grupos; control (CTR) y

testosterona (T). Todos los experimentos se realizaron en una habitacién con la

17



menor cantidad de estimulos olfativos y auditivos. Antes de comenzar las pruebas
conductuales los ratones fueron colocados en cajas individuales para su
aclimatacién por un periodo de 1 hora. La administracion de la solucion control o
con testosterona se realizé de manera intradérmica en la palma de la extremidad
delantera del raton. La inyeccién del grupo CTR consistié en solucién Salina +
vehiculo de testosterona (1.5 % de metanol); el grupo T fue inyectado con solucion
salina + 3 ug de testosterona (preparada previamente como un stock de 20 pg/ul en
metanol). Ambos tratamientos fueron administrados en un volumen final de 10 pL
adicionado con solucién salina. Posterior a la inyeccion el raton fue colocado en su
respectiva caja, y se midio el tiempo acumulado que el animal lame la extremidad.
Con el objetivo de evaluar si la testosterona ejerce efectos sensibilizadores para la
respuesta del dolor, 24 horas después del ensayo anteriormente mencionado, estos
mismos animales fueron utilizados para ser inyectados en la extremidad delantera
contraria con 10 ul de solucion salina adicionada con 1.5 % de metanol (estimulo

inocuo) y se evalué la respuesta de dolor nociceptivo.

Para la evaluacion de la respuesta de dolor nociceptivo en ratones WT pretratados
con testosterona, el estimulo consisti6 en la inyeccion intradérmica de 2.8 ug
capsaicina (la cual, se preparé previamente como un stock de 20 pg/ul en etanol)
contenida en 10 pL de solucién salina. Después de una hora de la primera inyeccién
los ratones fueron nuevamente inyectados, esta vez en la extremidad contraria, con
solucion salina adicionada con 0.14% de etanol (vehiculo de la capsaicina). El

tiempo acumulado de lamido se midié en un intervalo de tiempo 10 minutos.

4.3 Obtencion de DRG y cultivo primario.

Los animales fueron sacrificados por decapitacion y colocados en una base de
unicel. Inicialmente se retird la piel y musculo de la parte dorsal para exponer la
columna vertebral, a continuacién, esta fue cortada para permitir el acceso a los
ganglios. Una vez que los DRG fueron extraidos, se colocaron en 2 ml de medio de

cultivo DMEM, se realizaron lavados, primero centrifugando a 1200 rpm por 3 min 'y
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eliminando el sobrenadante para luego resuspender en 2 ml de DMEM, esto se
repitié dos veces. Posteriormente se colocaron en un tubo con DMEM adicionado
2.5 mg de tripsina y 8 mg de colagenasa, se incubaron durante 30 min a 37° C.
Nuevamente se realizaron lavados pero esta vez agregando medio D10 (medio
DMEM complementado con 10% de suero fetal bovino y antibiotico). Después del
segundo lavado se agregaron 300 pl de D10 y las células se homogenizaron con
una micropipeta de 100-1000 ul. Los 300 pl fueron divididos en dos cultivos
colocados en cajas petri de 35 mm de didmetro. Finalmente se adiciono medio D10

y el respectivo tratamiento en un volumen final de 2 ml.

4.4 Tratamiento de Testosterona

La testosterona (Sigma-Aldrich, 298%) fue diluida en metanol (vehiculo). Para
tratamiento de cultivo primario de neuronas de DRG se prepar6 un stock de 10 mM,
a partir de este se realizaron diluciones en medio de cultivo D10 hasta una
concentracion de 100 nM en 2 ml de medio, posteriormente fue agregado a las
células. El cultivo de células control, consisti6 en agregar 2 ml de medio D10
complementado con 0.000004% de metanol (vehiculo de la testosterona). El

tratamiento con el esteroide se realizé por un periodo de 24 horas.

Para el experimento de ratones pretratados con testosterona se aplicé una dosis de
110 pg/Kg. Los animales fueron pesados y a partir de una solucion stock de 1 mg/mi
se preparo la dosis respectiva al peso de cada individuo en un volumen final de 100
Ml completado con solucion salina. La inyeccion fue aplicada de manera subcutanea
en la zona interescapular del animal, para un tratamiento de 24 horas. De igual
forma para el grupo de ratones control fueron pesados y se aplicé el volumen de
vehiculo (metanol) diluido en solucién salina, el cual correspondié un volumen

equivalente a la dosis de testosterona (110 pg/Kg).
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4.5 Obtencion de proteina y cuantificacion.

Finalizado el tiempo de tratamiento fue retirado el medio D10 de los cultivos
primarios. Las células fueron lavadas en su caja Petri con 300 ul de PBS dos veces,
posteriormente se agregd 120 ul de buffer de lisis 1x (tabla 1), este fue recuperado
en un tubo eppendorf y agitado en vortex por 15 segundos. Finalmente, la muestra
se centrifugé a 13500 rpm x 5 minutos y el sobrenadante que contenia a las
proteinas fue recuperado y almacenado a -70 °C. Para el caso de la proteina total
de testiculo de raton después de ser extraidos se colocaron en PBS frio en un tubo
eppendorf y se homogenizaron con ayuda de un pistilo. Las muestras fueron
lavadas dos veces con 1 ml PBS para eliminar restos de sangre, una vez concluidos
se agregaron 300 pl de buffer de lisis 1x y fueron agitados en vértex por 15
segundos, la muestra se centrifugé a 13500 rpm x 5 minutos, posteriormente se

recupero el sobrenadante y se almaceno a -70 °C.

Tabla 1. Buffer de lisis 1x.

Reactivo Concentracion final
Tris Cl pH 8 50 mM

NacCl 150 mM

Tritén 1%

Complete 25x (inhibidor de | 1x
proteasas cOmplete, Roche)
NaF 25 mM

La cuantificacion de proteina total se llevd a cabo por el método de acido
bicinconinico (BCA). Esta técnica permite su cuantificacion gracias a la reaccién que
ocurre entre las proteinas y Cu 2* alcalino (reaccién de Biuret). Como resultado de

esta reaccion se produce un cambio de coloracion (morado) en la mezcla que
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aumenta su intensidad de manera proporcional a la cantidad de proteina. Por
métodos de comparacion es posible determinar una concentracion desconocida a

través de una curva estandar de concentraciones conocidas (Smith et al. 1985).

La curva estandar se realizé con distintas concentraciones de BSA. Las muestras
de la curva, asi como las problema, se cargaron por duplicado en una placa de 96
pozos, cada pozo contenia 160 pl de solucidon de trabajo (50 partes de &cido
bicinconinico y 1 parte CuSOa), 10 ul de agua y 10 pl de proteina. Se incubaron por
30 minutos a 37° C y se midi6 absorbancia de las muestras con ayuda de un
espectrofotometro ELx80 (BioTek) a una longitud de onda de 562 nm. Con los
valores obtenidos se realizé una regresion lineal y se interpolaron las absorbancias
de las muestras problema para determinar su concentracion utilizando el programa

GraphPad Prism.

4.6 Western Blot

El Western Blot es una técnica utilizada para el andlisis de proteinas por
inmunodeteccion. Este ensayo permite identificar una proteina de interés
aprovechando su peso molecular y la especificidad de anticuerpos por la misma. La
separacion de proteinas se realiza por electroforesis en gel de poliacrilamida donde
su migracion depende de su peso molecular. Posteriormente las proteinas son
transferidas a una membrana de nitrocelulosa o PVDF donde finalmente se realiza
la inmunodeteccion. Para esto se utiliza un anticuerpo primario que reconoce a la
proteina. Finalmente, un anticuerpo secundario conjugado con la enzima
peroxidasa de rabano se une al anticuerpo primario. Posterior a este proceso se
proporciona el sustrato de la enzima peroxidasa que produce una reaccion de
quimioluminiscencia que puede ser detectada por una pelicula de rayos X, la
intensidad de la sefal es dependiente de la cantidad de proteina unida al anticuerpo.
Esta sefial puede ser utilizada para el analisis de la proteina en distintas condiciones

(Gavini y Parameshwaran, 2019).
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Una vez obtenida la concentracion de proteina total se ajusté el volumen afiadido
de muestra para cargar la misma cantidad de proteina en cada pozo (25 upg). La
mezcla cargada contenia 8 uL de buffer de carga 6x (Tabla 2) en una concentracion

final al 1x més H20 y proteina en un volumen final de 48 pL.

Las muestras se corrieron en geles de acrilamida dividido en dos fases: gel
concentrador y gel separador (Tabla 3). La electroforesis se realiz6 en una cadmara
horizontal con buffer de electroforesis (Tabla 4) a un amperaje constante (20 mA)
por dos horas. La transferencia se realizé a una membrana de PVDF en un sistema
semi seco en una camara TE70XP (Hoefer) con buffer de transferencia (Tabla 5) a
un amperaje constante de 220 mA por dos horas. Las membranas fueron
bloqueadas con leche al 6% (3 g de leche descremada en 50 ml de PBS con
Tween20 al 0.1% PBS-T) durante una hora. Una vez terminado el bloqueo se

realizaron 3 lavados de las membranas con PBS-T.

Tabla 2. Buffer de carga 6x.

Compuesto Concentracion
4x Tris CI/SDS pH 6.8 0.35M

DTT 0.6 M

Glicerol 30 %

SDS 10%

Azul de Bromo fenol 0.012%
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Tabla 3. Gel separador y concentrador de acrilamida.

30% acrilamida./0.8% bisacrilamida | 5 ml
4x Tris CI/SDS pH 8.8 3.75ml
10% persulfato de amonio 50 pL
TEMED 20 pL
Agua 6.25 ml

30% acrilamida/0.8% bisacrilamida 0.65 ml
4x Tris CI/SDS pH 6.8 1.25 ml
10% persulfato de amonio 25 L
TEMED 10 pL
Agua 3.05 ml

Tabla 4. Buffer de electroforesis.

Tris base 0.125 M
Glicina 0.96 M
SDS 0.5%

Tabla 5. Buffer de transferencia.

Tris base 48 mM
Glicina 39 mM
SDS 0.037%
Metanol 20%
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Posteriormente las membranas se incubaron con anticuerpos primarios especificos
para cada proteina (Tabla 6). Todas las membranas se incubaron a una temperatura
de 4°C con agitacion constante durante toda la noche a excepcién de aquellas con
anticuerpo para Receptor de Androgenos las cuales fueron incubadas por un
periodo de 96 horas. Después de este proceso se retiraron los anticuerpos primarios
y las membranas fueron lavadas en tres ocasiones con PBS-T. Luego se agrego el
anticuerpo secundario (Tabla 7) para cada blanco de deteccion el cual tiene
acoplada la peroxidasa de rabano y se incub6 por 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, las membranas fueron nuevamente lavadas con PBS-T para eliminar el
exceso de anticuerpo. Para la inmunodeteccion de la proteina se adicioné el
sustrato de la peroxidasa de rabano (Immobilon-Western) y la sefial emitida por
guimioluminiscencia fue captada por una placa radiografica. Las imagenes fueron

digitalizadas y analizadas con ayuda del programa ImagenJ.

Tabla 6. Anticuerpos primarios utilizados en Western Blot.

Proteina Anticuerpo Peso Dilucion Marca
Especie (KDa)

TRPV1 Policlonal 95 1:1000 Santa Cruz
Conejo Leche 3% (P19)

AR 110 1:1000 Abcam
Conejo Leche 3% ab133273

Actina Monoclonal 42 1.500 | -
Raton PBS-T
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Tabla 7. Anticuerpos secundarios.

Inmunoglobulina | Dilucion Marca
Anti-Raton 1:5000 GE Healthcare
life Sciences

Leche al 3%

Anti-Conejo 1:5000 GE Healthcare

Leche 3% life Sciences

4.7 Extraccion de ARN

La extraccion de RNA se realiz6 mediante el uso de TRIzol. Esta técnica permite la
separacion de una mezcla de moléculas por solubilidad individual en una solucién
de fenol-cloroformo separada en fases por centrifugacién. El TRizol es una solucién
monofésica de tiocianato de guanidinio y fenol, el primero actia como un
desnaturalizante de proteinas y el fenol permite solubilizar la muestra. Con la adicién
de cloroformo ocurre una separacion en fases, las proteinas permanecen en la fase
organica, el ADN en una fase intermedia y el ARN en la fase acuosa (Rio et al 2010).
Lo anterior ocurre debido a la polaridad de las moléculas y del solvente, los acidos
nucleicos poseen cargas negativas que son altamente solubles en la fase acuosa,
mientras que en la fase organica el fenol interactia con regiones hidrofébicas de las
proteinas causando su precipitacion, en esta fase también se encuentran lipidos y
algunos polimeros de carbohidratos. Finalmente, la separacion de ADN y ARN es
gracias al pH del fenol. En un pH neutro o ligeramente basico (7-8) ambos
permanecen en la fase acuosa a diferencia de lo ocurre cuando este es acido (4.8),
aqui las cargas del ADN son neutralizadas, de esta manera se precipita en la fase

intermedia y organica (Zumbo, 2014).

Para obtener el ARN total de DRG y cultivos primarios de neuronas de DRG, a cada
muestra se le agrego 1 ml y 500 pl de TRIzol (Invitrogen™) respectivamente,

después fueron homogenizadas mecanicamente. En TRIzol a cada muestra se le
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agrego cloroformo (200 pl por ml de TRIzol) y se agitdé vigorosamente durante 15
segundos, se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente, a continuacion,
fueron centrifugadas a 12,000G por 15 minutos a 4°C. Cuando la mezcla quedo
separada en fases se extrajo la fase acuosa y se colocd en un nuevo tubo. La
precipitacion del ARN se realiz6 con isopropanol (500ul por ml de TRIzol), se mezclé
por inmersion durante 15 segundos y centrifugo a 12,000G durante 10 minutos a
4°C, el botdn obtenido fue lavado con etanol al 75% diluido con agua DEPC
(Pirocarbonato de dietilo) 500 pl por ml de TRIzol, posteriormente se centrifugd a
7500G por cinco minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante y el botén fue re
suspendido en 50ul de agua DEPC. Para evaluar la integridad del ARN se realizo
una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en 100 ml de TBE al 0.5X (Trisbase
0.045M, &cido borico 0.044M, EDTA 0.5M pH8 con NaOH 2%) adicionado con
bromuro de etidio. Se consider6 ARN de buena calidad cuando las bandas
correspondientes al ARN 28s y 18s ribosomal eran visibles. EI ARN fue cuantificado

en un espectrofotdmetro NanoDrop™. EI ARN fue almacenado a -70 °C.

4.8 RT-PCR semicuantitativa

4.8.1 Transcripcion reversa (RT).

La RT es una técnica que permite la sintesis de una cadena simple de ADN
complementario (ADNCc) a partir de un ARN. La transcripcion en reversa es llevada
a cabo por una ADN polimerasa retroviral conocida como retrotranscriptasa que
realiza la extension de la cadena de ARN unida a hexonucledtidos aleatorios
(ramdom primers) en condiciones de pH y sales determinados. Esta técnica es
utilizada como el primer paso del ensayo de Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (King y Connell, 2010).

Se realizé la RT con el ARN obtenido de DRG vy cultivos primarios de neuronas de
DRG. Los reactivos para llevar a cabo la técnica se dividieron en dos tubos. El

primero contenia ARN, random primers, dNTPs (desoxirribonucledtidos
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trifosfatados) y H20 (Tabla 8); el segundo contenia la enzima retrotranscriptasa (M-
MLV Reverse Transcriptase), buffer 10x (M-MLV Reverse Transcriptase buffer y
H20, (Tabla 8). La mezcla del tubo 1 se incubé a 70 °C x 10 min (fase de
desnaturalizacién), posteriormente se incubd en hielo durante 5 minutos
(alineamiento), una vez que el termociclador bajo su temperatura a 37 °C se agrego
la mezcla del tubo 2 para continuar con un ciclo a 37 °C x 60 min (fase de
retrotranscripcion), finalmente la mezcla se incub6 a 80 °C x 10 min y después a 94
°C x 10 min (fase de inactivacion). El ADN complementario obtenido se almacené a
-70° C.

Tabla 8. Mezcla de reactivos para RT.

Tubo 1 Concentracion | Tubo 2 Concentracion
Reactivo Reactivo
dNTPs 0.5 mM Reverse Transcriptase 200 u
Random primers 100 ng Reverse Transcriptase | 1x
buffer 10x
ARN 350 ng H20 Cbp 10 pl
H.0 Cbp 10 l

*Cbp: cantidad bastante para.

4.8.2 PCR-semicuantitativa

La reaccion en cadena de Polimerasa (PCR) es un ensayo de alta sensibilidad que
permite la amplificacion de segmentos especificos de ADN. Mediante el uso de una
ADN polimerasa se generan copias de manera exponencial de un segmento blanco
con ayuda de oligonucleétidos que flanquean dicha region, esta doble cadena es
reconocida por la enzima y a partir de ella se sintetiza la hebra complementaria. La

sintesis de nuevas cadenas de ADN se realiza en ciclos repetidos de tres pasos:
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desnaturalizacion, hibridacién y elongacion. El producto de la amplificacion es
observado por electroforesis en un gel de agarosa con bromuro de etidio, una
molécula que se intercala en el ADN de doble cadena que permite visualizarlo.
Durante la fase exponencial de una PCR-semicuantitativa podemos establecer una
relacion directamente proporcional entre el nimero de amplicones y el numero de
secuencias blanco que se encontraban inicialmente, esto permite determinar las
diferencias entre dos condiciones con respecto a la secuencia objetivo (Smith y
Osborn, 2009; Ghannam y Varacallo, 2018)

Se disefnaron oligonucledtidos para la amplificacion de TRPV1 y actina (control de
carga) entre exones con ayuda del programa Vector NTI® (Tabla 9). La reaccién se
llevd a cabo en un volumen final de 50 pl que contenia los reactivos y
concentraciones indicadas en la Tabla 10, la amplificacién de los blancos se llevé a
cabo en tubos separados. Una vez preparadas las mezclas se sometieron a
desnaturalizacion inicial de 95°C x 5 min, posteriormente, se amplificaron durante
45 ciclos de desnaturalizacion de 95 °C x 30 s, alineamiento de 56.7 °C x 30 s 'y
polimerizacion a 72 °C x 45 s, con una extension final a 72 °C x 10 min. Se tomaron
muestras de 10 pl cada 5 ciclos a partir del ciclo 25 y se corrieron en un gel de
agarosa al 1.5%. Las muestras fueron visualizadas con ayuda de un
transiluminador. Las imagenes fueron digitalizadas y analizadas con ayuda del
programa ImagenJd.

Tabla 9. Oligonucleétidos de amplificacion de TRPV1 y Actina para PCR-

semicuantitativa.

Blanco Secuencia Temperatura | Tamafo de
Sentido (R) de amplicon
Anti sentido (F) hibridacion Pares de
base
TRPV1 | R5-CCACATCTTCACTACCAGGA-3 56.7 °C 550 pb

F 5-CACCAAGAGGGTCACCAGCGTCAT-3

Actina | R5-AAGATGACCCAGATCATGTT-3’ 56.7 °C 662 pb
F 5-GAGTACTTGCGCTCAGGAGG-3’
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Tabla 10. Mezcla de reactivos para PCR-semicuantitativa.

Reactivo TRPV1 Actina

Buffer 10x 1x 1x

DNTP's 0.2 mM 0.2 mM

MgCl2 1.5mM 1.5mM
Oligonucleotido R 30 pM 3.75 pM
Oligonucleétido F 30 pM 3.75 pM

Tag Polimerasa 1 unidad por reaccion 1 unidad por reaccion
ADNCc 5ul 5ul

H20 Cbp 50 Cbp 50

*Cbp: cantidad bastante para.

4.9 Analisis In silico.

Los factores de transcripcion (FT) y el ADN interactian en secuencias especificas,
mediante la comparacion de estas y secuencias consenso, es decir regiones del
genoma con alto numero de coincidencias, los andlisis in silico permiten determinar
la probabilidad para la unién de un FT y regiones particulares del ADN (Stormo,
2010). JASPAR es una base de datos de acceso libre que con el uso de matrices
de frecuencia de posicion proporciona perfiles de preferencia de union de FT y

secuencias de ADN analizadas (Khan et al. 2017).

La determinacion de los sitios probables de interaccion o elementos de respuesta a
Andrégenos (ERA) en el gen de TRPVL1 se llevo a cabo con el uso de bases de
datos. Se identifico la secuencia donde se encontraba el gen de TRPV1 en la base
de datos de NCBI GenBank, a partir de esa informacion se tomaron 1500 pares de

bases rio arriba del primer exén encontrado para este gen. Esta secuencia se
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analiz6 en la base de datos de JASPAR seleccionando el AR de ratdon con un umbral

de puntaje de perfil relativo del 70 %.

4.10 Analisis estadistico

Las imagenes obtenidas por ensayos de Western Blot y PCR semicuantitativo
fueron analizadas con ayuda del programa ImagenJ, los datos fueron normalizados
con sus respectivos controles de carga (Actina). El andlisis estadistico y gréaficas de
los datos se realizdé con el programa GraphPad Prism, mediante prueba T-studen
no pareada.

De igual manera los datos obtenidos en las pruebas conductuales fueron analizados
y graficados con el programa GraphPad Prism y mediante prueba de Anova de

comparacion multiple.
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5. Resultados.

5.1 Efectos de la testosterona en larespuesta de dolor agudo

Inicialmente las pruebas conductuales se enfocaron en determinar si habia
respuesta de dolor agudo por inyeccion de testosterona en la extremidad delantera
de ratones WT macho. Los resultados muestran que los ratones WT inyectados con
3 1g (10.4 nM) de la hormona tienen una clara respuesta de dolor (WT-TEST= 22.2
+ 0.8 s) mayor que los ratones inyectados con solucion control (WT-CTR 8.8 £ 0.5

s), Figura 5 a.

Debido a que la testosterona puede actuar sobre multiples blancos, con el objetivo
de comprobar si la respuesta corresponde a una accion de la hormona sobre TRPV1
se procedio a inyectar a ratones KO-V1 para responder esta pregunta. Se observo
gue los animales KO-V1 presentan poca respuesta de dolor a testosterona (KO-V1
TEST=11.6 + 1.2 s), similar al grupo WT control (8.8 £ 0.5 s); esto indica que parte
de esta respuesta de dolor agudo esta involucrado el canal TRPV1. Sin embargo,
al comparar los datos obtenidos de los ratones KO-V1 a la inyeccién con vehiculo
esta es significativamente menor (KO-V1 CTR 4.6 £ 0.8 s) que aquellos inyectados
con el esteroide, lo que indica que esta respuesta residual este mediada por un

nociceptor distinto a TRPV1.

Después de 24 horas de la primera prueba de dolor agudo los cuatro grupos
anteriores fueron inyectados en la extremidad contraria con solucioén salina + 1.5 %
de metanol. De manera interesante, los ratones WT-TES (19 + 0.8 s) tuvieron una
respuesta de dolor significativamente mayor que los ratones KO-V1 TES y WT-CTR
7+1.4sy11.3+1.2 srespectivamente, lo que sugiere un estado de sensibilizacién
al presentar dolor ante un estimulo no dafino. Figura 5b. El dato anterior presenta
una evidencia de que la administracion de testosterona no solo causa una respuesta
de tipo agudo, sino que también tiene un efecto de sensibilizacion a nivel sistémico

al provocar un mayor tiempo de lamido en un sitio distinto en donde inicialmente fue
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administrada y que es dependiente de la presencia del canal TRPV1, ya este efecto

no se presenta en el raton KO-V1.
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Figura 5. Evaluacién del efecto de lainyeccion testosterona en la conducta asociada
al dolor. a) Se aplicaron inyecciones de testosterona en la extremidad delantera en ratones
silvestres (WT) y Knockout para TRPV1 (KO-V1). El primer grupo WT-CTR fue inyectado
con vehiculo metanol 8.8 + 0.5 segundos (n=6). El grupo dos, ratones silvestres con 3 ug
(10.4 nM) de testosterona (WT-TEST), el cual mostré una respuesta de lamido de 22.2 +
0.8 segundos (n=11). Para el grupo de ratones KO-V1 -TEST se administré testosterona en
la misma cantidad (3 pg) presentando un tiempo de lamido de 11.6 + 1.2 segundos (n=8) y
respectivo control KO-V1 CTR 4.6 £ 0.8 segundos (n=3). b) 24 horas después de la primera
inyeccion con testosterona, los cuatro grupos fueron inyectados contralateralmente con
solucion salina/1.5 % de metanol. Los ratones silvestres mostraron una respuesta de dolor
de 19 £ 0.8 segundos (n=6) (WT-TES), mientras que los KO-V1-TES presentaron una
respuesta de lamido de 7 £ 1.4 segundos (h=6). Los tiempos de lamido de sus respectivos
controles WT-CTR (n=3) y KO-V1 CTR (n=3) fueron de 11.3 + 1.2 y 7 + 0.5 segundos
respectivamente. Los datos fueron analizados mediante prueba de Anova de comparacion

multiple.
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5.2 Respuesta de dolor a capsaicina en ratones pretratados con
testosterona

El anterior resultado sugiere que la testosterona es un compuesto que puede
producir en efecto sensibilizador para la respuesta de dolor ante un estimulo no
dafiino (solucion salina). Por esta razdn, decidimos evaluar si esta sensibilizacién
se observa también para un estimulo nocivo que activa especificamente al canal
TRPV1, como lo es la aplicacion de capsaicina (agonista selectivo para este canal).
Para ello, los ratones WT fueron inyectados subcutaneamente en la zona
interescapular con testosterona (dosis 110 ug/Kg de peso del animal), 24 h después
se procedi6 a inyectar intradérmicamente capsaicina en la extremidad del animal.
Los resultados muestran que el pretratamiento con testosterona produce una
sensibilizacion de los ratones a este compuesto (Figura 6), ya que el tiempo de
lamido es significativamente mayor (49.3 = 1.2 segundos) que el grupo de ratones
control (37.3 £ 1.4 segundos). Esto demuestra que el tratamiento con testosterona
puede causar cambios perceptibles a nivel fisiol6gico en respuesta a estimulos
especificos para TRPV1. Ademas, estos efectos ocurren después del periodo de
tiempo generalmente aceptado para las acciones gendmicas mediadas por factores
de transcripcion, como el receptor de andrégenos que es activado por medio de la

testosterona.
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Figura 5. Evaluacién de la respuesta a capsaicina en ratones pretratados con
testosterona. La grafica muestra un aumento en el tiempo de la conducta asociada a dolor
producido por capsaicina en ratones pretratados con testosterona (TES). Estos ratones
presentaron un tiempo de lamido en promedio de 49.3 £ 1.2 segundos, significativamente
mayor que el grupo control pretratado con solucién control 37.3 + 1.4 segundos. Para los
controles con el vehiculo de capsaicina no presentan diferencias significativas CTR
Vehiculo (12 £ 4.1 segundos) y TES Vehiculo (14 £ 1.0 segundos).

5.3 Deteccion de la expresion del receptor de andrégenos en
cultivos primarios de neuronas DRG.

Nuestros resultados muestran que la testosterona produce sensibilizacion en los
nociceptores de manera dependiente del canal TRPV1. A nivel molecular este
efecto, podria producirse a través de los efectos clasicos (genémicos) de la
testosterona ejercidos a través del receptor a androgenos, el cual regula la

expresion de genes blanco.
A partir de esta idea, fue necesario determinar si el receptor de androgenos se
expresa en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal de ratdn, células donde se

expresa abundantemente el canal TRPV1. A partir de extracto de proteinas totales
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de cultivos primarios de neuronas DRG y mediante ensayo de Western Blot se
procedié a determinar la presencia del este factor de transcripcidn, cuya expresion
resulto positiva en estas células, observandose una sefial a la altura del peso
molecular esperado (alrededor de 110 kDa), a la misma altura que la sefal
observada en la muestra de testiculo la cual corresponde al control positivo de

expresion del receptor a andrégeno (Figura 6).

Testiculo Cultivo primario
de DRG

Figura 6. Inmunodeteccién del Receptor Androgeno (AR). La identificacion del AR se
realizé en proteina total obtenida de cultivos primarios de neuronas de ganglios de la raiz
dorsal (DRG) de ratén (derecha), como control positivo de la expresion del AR se usé
extracto de proteina total de testiculo de raton (izquierda).

5.4 Determinacion de los niveles de ARNm de TRPV1 en neuronas
DRG tratadas con testosterona.

Una vez identificada la expresion del receptor de andrégenos en los cultivos
primarios de neuronas DRG, se evaluo si la testosterona modificaba la expresion
del gen TRPV1. Para ello, se realizaron cultivos primarios de neuronas DRG
tratados con 100nM del esteroide por 24 horas y cultivos sin tratamiento. A partir de
estos cultivos se realizo la extraccion de ARN total para llevar a cabo experimentos
de RT-PCR-semicuantitativa y determinar posibles cambios en la cantidad de
ARNmM de TRPV1 por el tratamiento con testosterona. Para un adecuado analisis de
resultados, se buscO obtener las fases exponenciales para los dos blancos de

amplificacion TRPV1 y actina (control de expresién endégeno), una vez que estos
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puntos fueron identificados se procedié a una evaluacion por densitometria de las
bandas obtenidas en un gel de agarosa al 1.5% (Figura 7a). Los resultados
muestran una tendencia al aumento a nivel de ARN mensajero en un 13.5% por
efecto de esta hormona (Figura 7b), aunque el andlisis estadistico no mostré
diferencias significativas, se puede concluir que existe una tendencia al aumento en

la transcripcion del gen TRPV1 por accion de la testosterona y el AR.
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Figura 7. Efecto de latestosterona a nivel de ARNm del canal TRPV1.a) Gel de agarosa
al 1.5% para ARNm de TRPV1 y actina como control de carga en ensayo de PCR-
semicuantitativa. b) La grafica muestra los datos normalizados de la densitometria del canal
TRPV1 con respecto al control de carga (actina). La barra azul (TES) muestra un aumento
del 13.5% en la cantidad de ARNm de TRPV1 por efecto del tratamiento de 100nM de
testosterona con respecto a la condicion control. Los datos fueron analizados por prueba T-

student no pareada.

5.5 Determinacion de los niveles de proteina TRPV1 en neuronas
DRG tratadas con testosterona.

Como siguiente paso se determiné si la modificacion en la transcripcién de TRPV1
generaba cambios importantes a nivel de proteina. Para ello, se trabajo también con
cultivos primarios de neuronas DRG tratados con 100 nM de testosterona y cultivos

36



control, a partir de ellos cuales se realiz6 la extraccion de las proteinas totales. Con
anticuerpos especificos para la deteccion de TRPV1 se observé que la cantidad de
proteina con el tratamiento de testosterona aumenta. La diferencia que se obtuvo
fue de aproximadamente del 63.31% mas de la proteina de TRPV1 con respecto al
cultivo control (Figura 8). A diferencia del ARNm el aumento de la proteina fue

significativamente diferente y alrededor de 6 veces mas que este.

Retomando los primeros datos obtenidos por ensayos de conducta que mostraron
cambios en la sensibilidad de los ratones después de 24 horas de la aplicacion de
testosterona y sumado a los resultados obtenidos en cultivos primarios de estos
experimentos sobre la tendencia al aumento en la cantidad de ARNm, podemos
observar que en ese periodo de tiempo de igual manera existen cambios que son

perceptibles a nivel de proteina.
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Figura 8. Efecto de la testosterona sobre los niveles proteinicos de TRPVL1.

a) Western Blot para el canal TRPV1 y proteina actina b) La grafica muestra los datos
normalizados de la densitometria del canal TRPV1 con respecto al control de carga (actina).
La barra mas oscura muestra un aumento del 63.31% en la cantidad del canal TRPV1 por

efecto de la testosterona con respecto a la condicion control.
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5.6 Determinacion de posibles sitios de interaccidon para el
Receptor de Androgenos en laregion 5 del gen TRPV1.

Otra aproximacion para establecer una relacion entre el factor de transcripcion,
TRPV1 y los cambios observados por el tratamiento con testosterona fue a través
del uso de bases de datos que permiten predecir una interaccion directa entre el AR
y el gen de TRPVL1.

Utilizando la base de datos JASPAR se analiz6 si el AR especifico de raton puede
interactuar con sitios putativos en una region analizada de 1500 pares de bases rio
arriba del exon 1 del gen TRPV1, sitio que podria contener al promotor de dicho
gen. Con parametros de umbral de puntaje de perfil relativo del 70 % los datos
arrojados por JASPAR muestran diez sitios probables de interaccion, de los cuales
tres de ellos tienen una buena probabilidad (Figura 9); esto refuerza la hipotesis de
la modulacion del canal TRPV1 por un mecanismo de accion clasico de

testosterona.
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CCAGAGGCCCAMMGGAGGCAGGGCCTCCAGACGAGACAGG TGGCTCAGAGG TCCCAG TCATTTCCCTTTGAAAA
ERA 2
CACGGCAGCTTCAGGACACTGGGTTTTGCATCTCTGGCTGTGAGAGTCCTTTAAAGGAGCTACTTCCCAGACATA

ERA 1

TAGAAMAGATGG TTTGGAAMATCAAGGCTCCAAGAGCTAAG GCATGGLTTAGGCTGGACTGGGCTGCAGGCAG

CTAAGTGCACCTCGGCCCTGGCATGACT TGGCTGTGGTTTCTGAAAAG

GGGAAAAGCTTTGGGATCCTC O

Figura 9. Posibles sitios de unién para el Receptor de Andrégenos en la secuencia
analizada de TRPV1. Esquema representativo de la ubicacion de los sitios con mayor
probabilidad de interaccion con el Receptor de Andrégenos que sefiala los tres posibles
elementos de respuesta a andrégenos (ERA) en la secuencia analizada (1500 pares de
bases rio arriba del exén 1 de TRPV1).
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6. Discusion.

En el presente estudio se determinaron los efectos de la testosterona en el dolor

producido mediante el canal TRPV1y en la regulacion de la expresion de este canal.

Los datos obtenidos a través de ensayos conductuales muestran que este esteroide
produce dolor cuando es inyectado en la extremidad delantera de ratones macho y
gue este efecto depende de la presencia del canal TRPV1, ya que en ratones que

carecen de la expresion de este canal (V1-KO) la respuesta es nula.

En este sentido, se sabe que los andrégenos pueden actuar sobre blancos
especificos en la membrana plasmatica de muchos tipos de células incluyendo
neuronas, entre ellos canales i6nicos (Michels y Hoppe, 2008). Asuthkar y
colaboradores en 2015 determinaron que TRPMS8, otro canal de la familia TRP
involucrado en la nocicepcién, funciona como receptor especifico de testosterona.
Este esteroide es capaz de producir corrientes de calcio en neuronas de ganglio de
la raiz dorsal de manera dependiente del canal TRPM8 (Asuthkar et al. 2015).
Ademas, mediante ensayos de inmunoprecipitacion, ELISA y Dot Blot se demostré
gue la testosterona interacciona directamente con el canal TRPM8 y no con el canal
TRPV1. A diferencia de lo reportado para testosterona en los estudios antes
mencionados, la dehidroepiandrosterona (DHEA, precursor de la testosterona)
puede actuar como inhibidor de TRPV1. En registros de célula completa de
neuronas DRG de rata la aplicacién de DHEA reduce las corrientes generadas por
capsaicina, efecto no observado con la aplicacion de testosterona. Demostrando
que moléculas con estructura similar a este esteroide pueden interactuar con el
canal (Cheng et al. 2004).

Aunque hasta el momento, experimentalmente solo se ha demostrado que la
testosterona puede activar a un solo miembro de la familia de canales i6nicos TRP
(TRPM8), es claro que este esteroide posee la capacidad de interactuar
directamente con blancos ubicados en la membrana plasmética y no tan solo con

su receptor clasico, el receptor de andrégenos.
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Ademas de una interaccion directa con canales i6nicos, hay evidencia de efectos
rapidos de la testosterona que ocurren en periodos de tiempo de segundos a
minutos (Foradori et al. 2008). Estos son mediados por receptores de andrégenos
que se encuentran unidos en la membrana plasmatica, posiblemente asociados a
proteinas G, que son capaces de desencadenar cascadas de sefalizacion. (Shihan
et al. 2014). En particular, células de neuroblastoma tratadas con testosterona
presentan cambios en la concentracién de Ca?* intracelular que depende de la
produccion de inositol 1,4,5-trisfosfato (IPs) y la consecuente liberaciéon de Ca?* de
las reservas celulares (Estrada et al. 2006). La produccién de IP3 es resultado de la
activacion de la enzima fosfolipasa C (PLC). PLC hidroliza al fosfolipido de
membrana fosfoatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) en diacilglicerol (DAG) e IPs
(Lounsbury 2009). Se ha reportado que la administracién de andrégenos es capaz
inducir la activacién de esta via (Foradori et al. 2008). La hidrolisis de PIP2 puede
producir dos efectos sobre TRPV1. El primero se relaciona con el DAG, esta
molécula participa como un agonista parcial de TRPV1 promoviendo su activacion
(Woo et al. 2008). El segundo es una regulacion por PIP2 que hasta el momento se
han presentado evidencias experimentales de un efecto dual, es decir, existen
estudios que describen a PIP2 como factor que modula positivamente la actividad
del canal, por otro lado, se ha reportado que esto puede tener efectos contrarios
(Morales et al. 2013; Rohacs et al. 2008).

Ya sea por interaccion directa o a través de productos de cascadas de sefializacion
la testosterona podria estar promoviendo la activacién de TRPV1 y una posterior
respuesta de dolor (Figura 10). Aunque la informacién anteriormente mencionada

sugiere que el mecanismo de accion es de manera indirecta sobre dicho canal.
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Figura 10. Posible mecanismo de accion para el efecto agudo de latestosterona sobre
el canal TRPVL1. Activacion de TRPV1 por union directa de testosterona o a través de la
activacion de receptores ubicados en membrana que promueven la produccion de

moléculas activadoras del canal (DAG).

De manera interesante los datos de ensayos conductuales también dieron indicios
de efectos de sensibilizacion a nivel sistémico después de 24 horas de la inyeccion
de 3 ug de testosterona. La aplicacion de un estimulo no nocivo (inyeccidon con
solucion salina y vehiculo) presenté una respuesta dolorosa significativamente
mayor en ratones WT en comparacion con ratones V1-KO y control. Adicionalmente,
los experimentos en los que 24 horas postratamiento con testosterona, los ratones
se inyectaron en la extremidad delantera con el agonista del canal TRPV1 también
mostraron una disminucion en el umbral de dolor a capsaicina, en comparacion de
los animales control. Nuestros resultados prueban que efectivamente los ratones
con un pretratamiento de testosterona presentan una respuesta exacerbada al
agonista especifico de TRPV1, capsaicina. Esto demuestra que este androgeno
puede producir sensibilizacién en ratones después de 24 horas de su administracion
y que esta sensibilizacién de los nociceptores es altamente dependiente del canal
TRPV1; efecto que puede ocurrir por un aumento en la expresion del canal TRPV1
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y/o por una reduccion en el umbral de activacion del mismo (por ejemplo,

fosforilacion del canal) (Morales et al. 2013).

La inmunodeteccion del AR en cultivos primarios de neuronas DRG nos proporciono
una posibilidad de que los efectos de la testosterona promovieran la regulacion
positiva a nivel transcripcional del gen TRPV1. Previamente Lee y colaboradores en
2013, reportaron la presencia del AR a nivel de proteina y ARNm en ganglios del
trigémino (TG), pero no en DRG. Posteriormente este mismo grupo de investigacion
demostrd por ensayos de inmunohistoquimica la co-expresion de AR y TRPV1 en
un subconjunto de neuronas de pequefio y mediano diametro del TG. Con base en
lo anterior sugirieron una posible modulaciéon de TRPV1 por este factor de
transcripcion, aunque no fue demostrado (Lee et al. 2016). Interesantemente,
también se ha detectado la expresion de receptores a estrogeno a 'y 3 en células de
pequefio diametro en DRG (Chaban y Micevych. 2005), lo que resalta la importancia
de los esteroides y sus receptores en regular la fisiologia de las neuronas

nociceptivas.

Los datos obtenidos, ademas, muestran que la testosterona produce un aumento
en la expresion del gen TRPV1 a nivel de ARNm y proteina en cultivos primarios de
neuronas de DRG. La evaluacién por PCR-semicuantitativa después de 24 horas
del tratamiento de 100 nM del esteroide indica una tendencia a la regulacion positiva
de la transcripcion del gen TRPV1 con respecto al control. La PCR-semicuantitativa
es una técnica util para estimar las cantidades relativas de ARNmM en una
determinada muestra, pero presenta ciertas limitaciones en la sensibilidad y
precision de sus resultados (Chen et al. 1999). A pesar de esto, los resultados
sefalan una clara tendencia al aumento de ARNm. Sin embargo, es necesario hacer
uso de técnicas mas precisas como la PCR cuantitativa en tiempo real (Marone et
al. 2001), esto nos permitira en estudios posteriores determinar de manera exacta

el efecto de la testosterona sobre la transcripcion del gen TRPV1.

Sumado a esto, el andlisis bioinformatico, refuerza la idea de una regulacion
transcripcional de TRPV1 por parte del AR y testosterona, ya que los tres probables

sitios de interaccion del AR (elementos de respuesta a andrégenos) encontrados rio
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arriba del Exon 1 del gen de TRPV1 representan una prueba mas de ello. Estos
elementos de respuesta a hormonas han sido también reportados para otros
miembros de la familia TRP tanto para androgenos como otras hormonas
esteroideas (Kummar et al. 2015). Especificamente el gen de TRPM8 posee un
elemento de respuesta a androgenos que se ha determinado es clave en la

regulacion positiva de este canal en cancer de prostata (Asuthkar et al. 2015).

Para el caso de la proteina de TRPV1 se determind que el tratamiento de
testosterona conduce a un aumento en la cantidad total de esta. En conjunto con
una regulacion positiva de la transcripcion del gen, existen otras formas que pueden
producir aumento en los niveles de una proteina. Para el caso del canal TRPV1, se
ha demostrado que la enzima PKA fosforila a TRPV1 promoviendo la insercion del
canal en la membrana plasmatica y destacablemente inhibe la internalizacion y
degradacion de TRPV1, aumentando los niveles proteicos del canal y en
consecuencia favorece la sensibilizacion del mismo (Sanz et al. 2012). Se ha
propuesto que parte de los efectos rapidos de los andrdgenos es la activacion de
PKA por vias de sefalizacion que son activadas después de la aplicacién de
testosterona (Michels y Hoppe, 2008). De ser asi en neuronas nociceptoras este
efecto puede contribuir al aumento de proteina de TRPV1 al reducir la
internalizacién y degradacion del canal. Experimentos especificos que inhiban a
PKA permitirdn determinar si esta enzima participa como parte de los efectos de

testosterona.
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Figura 11. Posible mecanismo molecular para la regulacién de TRPV1 por efecto de
testosterona. 1) Modulacién positiva de la transcripcion del canal TRPV1 a través del
mecanismo de accion clasico de los andrégenos que produce el aumento de namero de
canales. 2) Activacion de PKA por vias de sefalizacion por un AR de membrana (mAR) que
produce la fosforilacién de TRPV1 aumentando su estabilidad y disminuye su degradacion.
3) Activacion de PKC por vias de sefializacion por un mAR que produce la fosforilacién de

TRPV1, esta accién sensibiliza al canal y disminuye su umbral de activacién.

Como se menciono al inicio de este trabajo de investigacion, existe Unicamente un
estudio que relaciona directamente a TRPV1 y su regulacion por testosterona. En
contraste con los datos aqui presentados, Bai y colaboradores en 2018 reportan
que la testosterona actia como un regulador negativo de la expresion de TRPV1.
En este sentido cabe mencionar que existen diferencias entre las condiciones de
ambos estudios. Bai y colaboradores utilizan un modelo de inflamacién inducido por
CFA a patrtir del cual determinan los efectos de este esteroide. Existe evidencia
acerca de la accion de testosterona como agente antiinflamatorio por inhibicion de
produccion de citosinas (Bianchi 2018), lo que podrian alterar los resultados de la
accion de la testosterona sobre TRPV1, lo cual es nuestro objetivo. Es por ello, que
resulta importante determinar si el AR se une directamente a regiones del gen

TRPV1 importantes para su regulacion transcripcional y los efectos que pudiera
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tener esta interaccion, es decir, promover o reprimir la transcripcion de este gen.

Esto se plantea como una perspectiva de este trabajo.
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7. Conclusiones

Los ensayos de conducta de dolor mostraron que la aplicacion de testosterona
produce dolor agudo en ratones silvestres y que esta respuesta depende la

presencia del canal TRPV1.

La respuesta de dolor generada por capsaicina es mayor en ratones pretratados

con testosterona, lo que indica efectos a largo plazo del esteroide sobre TRPV1.
El Receptor de Andrégenos es expresado en neuronas del ganglio de la raiz dorsal.

La testosterona aumenta la expresion de ARNm y la cantidad de proteina de TRPV1
en cultivos primarios de neuronas del ganglio de la raiz dorsal después de 24 horas
de tratamiento a una concentracion de 100 nM.

Mediante andlisis in silico se determiné que hay tres sitios putativos de union para
el Receptor de Andrégenos de ratdn en la region analizada de 1500 pares de bases
rio arriba del exén 1 de TRPVL1.
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8. Perspectivas
Evaluar las hipotesis propuestas como mecanismo para la respuesta de dolor agudo
generada por la aplicacién de testosterona.

En ratones pretratados con testosterona medir la modificacion de expresion de
TRPV1 a nivel de ARNm y Proteina, para determinar si los efectos ocurren de la

misma forma en un modelo in vivo.

Realizar ensayos de Inmunocitoquimica para colocalizar el AR y el canal de TRPV1

para reforzar la hipétesis de interaccion.

Mediante ensayos de PCR cuantitativa determinar con mayor precision la

modificacion en la transcripcion de TRPV1.

En ratones gonadectomizados determinar el efecto de la falta de testosterona sobre

la expresion de TRPV1 (proteinay ARNm) y la respuesta al dolor por capsaicina.

Utilizar inhibidores especificos del AR para determinar si existe alguna via no clasica
gue puedan regular al canal TRPV1.
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