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Resumen

El receptor de potencial transitorio vanilloide 1, TRPV1, juega un papel fundamen-
tal en la fisiopatologia de la transduccién de dolor. En el presente trabajo se describe
la interaccion de TRPV1 con la proteina asociada al acido gamma-amino butirico tipo
A, GABARAP, mediante ensayos in vitro y ex-vivo. En particular, se ha observado que
GABARAP aumenta la expresion del receptor
TRPV1 y promueve la agrupacion de receptores en la membrana plasmatica en células
HEK293 que expresan ambas proteinas, a la vez que altera la apertura y desensibi-
lizacién del canal. El agrupamiento del receptor en la membrana plasmatica induci-
do cuando GABARAP esta presente se ha caracterizado més en detalle utilizando la
técnica de microscopia in vivo de reflexién total interna de la fluorescencia (TIRF).
La naturaleza de las agrupaciones observadas de TRPV1 ha sido investigada mediante
la realizacion de ensayos que alteran las propiedades de la membrana plasmatica, bien
eliminando el colesterol de la misma como alterando las propiedades del citoesqueleto.

Nuestros resultados muestran que si bien el secuestro y eliminacién del colesterol de
la membrana plasmatica no afecta al aumento de TRPV1 inducido por la presencia de
GABARAP ni altera sus cinéticas, la estabilizacién de la tubulina con taxol produce
un aumento de la expresion de TRPV1 en la superficie imitando asi los resultados
obtenidos cuando interacciona con la proteina de andamiaje GABARAP. Curiosamente,
ensayos de arrastre de proteinas demuestran una mayor unién de tubulina a TRPV1 en
presencia de GABARAP. Adicionalmente, el aumento en el nimero de neuronas que
responden a capsaicina tras el tratamiento con taxol ha sido restituido tras el empleo
del lipopéptido que revierte la exocitosis del receptor, DD04107, lo que implica que ese
proceso se produce por un mecanismo de exocitosis regulada dependiente de Ca?™.

En conjunto, nuestros resultados son consistentes con un modelo en el que la ex-
presiéon de TRPV1 y su agrupacién en la membrana plasmaética estd fuertemente in-
fluenciada por la interaccién con el citoesqueleto y sugiere que el sindrome de dolor
agudo que se produce tras el tratamiento con taxol estd asociado con el incremento del
numero de neuronas TRPV1 positivas.
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Capitulo 1

El dolor

1.1. Definicion

En 1979, la Asociacién Internacional para el estudio del Dolor (AISP) definié el
dolor como una experiencia sensorial y emocional desagradable debida a un
dano tisular real o potencial, o que se describe en los términos de tal dano.
El dolor es una sensacién subjetiva y el individuo aprende a reconocer esta sensacién
como consecuencia de asimilar experiencias que le causan o pueden causar lesiones y
sirve para alertarle de una lesion real, inminente o potencial cuya consecuencia es la
activacion de los mecanismos de defensa y de las respuestas adecuadas de proteccion
(Julius y Basbaum, 2001). De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
la subjetividad de esta sensacién no solo afecta a los pacientes sino también a los
profesionales que lo diagnostican (Lee y Swain, 2006; Ortiz-Cardona y Bendo, 2007).

1.2. Epidemiologia del dolor

El dolor es uno de los mayores problemas de salud que existen hoy en dia, represen-
tando el mayor reto para los profesionales del drea sanitaria a la hora de encontrar los
tratamientos més adecuados en cada caso. Un estudio realizado a nivel mundial por la
OMS revel6 que entre el 5% y el 33 % de los individuos encuestados manifestaba pade-
cer algin tipo de dolor de manera persistente (Gureje y col., 1998). A nivel europeo, un
estudio realizado en 2006 publicé valores similares a los obtenidos por la OMS, a saber,
que uno de cada cinco europeos (entre el 12-30 % de los encuestados) declaraba padecer
algin tipo de dolor crénico (Breivik y col., 2006). No obstante, existen importantes
diferencias geograficas en la prevalencia del dolor crénico. Asi, mientras Espafia es uno
de los paises europeos con menor proporcién de ciudadanos que padecen dolor crénico
(aproximadamente 12 %), la prevalencia de éste entre los noruegos asciende hasta el
30 % (segun datos presentados en el XIV Congreso Mundial del Dolor, Mildn).

En lo relativo a la distribucién en la poblacién, la mayoria (aproximadamente un
56 %) de los pacientes con dolor crénico son mujeres con edades comprendidas entre
los 40 y los 50 anos, fundamentalmente por traumas o enfermedades crénicas. Con la
edad, los problemas de salud y los dolores aumentan considerablemente (Davis y col.,
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2004), y se considera que entre un 50-80 % de los mayores de 65 anos padece algin tipo
de dolor (Franco y Seoane de Lucas, 2001). En ese rango de edad el tipo de dolor mas
comun se refiere en las extremidades inferiores mientras que, en la poblacién joven son
mas frecuentes los dolores de cabeza.

A pesar de la alta prevalencia en la poblacion, hay que destacar que desafortu-
nadamente hasta el 40 % de los encuestados manifestaron su disconformidad con los
tratamientos que recibieron, poniendo de manifiesto la importancia de encontrar nuevas
terapias para paliar este problema sanitario.

1.3. Bases fisiopatoldgicas y anatémicas del dolor

El dolor puede clasificarse en funcién de su origen, de la sintomatologia y de su
evolucién, entre otros aspectos. En 2010, Clifford J. Woolf propuso una clasificacién del
dolor en funcién de su origen dando lugar a dos grupos a saber: el dolor fisiolégico y el
dolor patolégico (Woolf y Salter, 2000; Woolf, 2010).

1.3.1. Dolor fisiolégico

El dolor fisiolégico (también conocido como mnociceptivo) describe una
experiencia sensorial desagradable pero a su vez imprescindible para la superviven-
cia de los organismos (OMS, 2006). Este tipo de dolor se produce como resultado de
una serie de procesos complejos e interactivos que actiian a distintos niveles del sistema
nervioso (Mandadi y Roufogalis, 2008).

El dolor nociceptivo se caracteriza por una hiperalgesia primaria que permanece
solamente mientras esté presente el estimulo que lo provoca (Costigan y col., 2009).
Este tipo de dolor tiene un caracter protector porque la sensacién que produce es
tan desagradable que el organismo no es capaz de ignorarlo (Woolf y Salter, 2000).
Normalmente, el umbral normal para el dolor se recupera una vez que el estimulo
desaparece y el tejido se haya recuperado, a menos que se haya producido una lesién
del sistema nervioso (Ji y col., 2003).

Debemos destacar que el dolor no se considera una experiencia unitaria sino que
el individuo puede diferenciar distintas modalidades. Asi, el sujeto es capaz de distin-
guir un dolor superficial agudo localizado, que provoca bien una sensacién de ardor
intenso o de dolor mecédnico, o bien un dolor sordo, de caracteristicas difusas y de
dificil localizacién. Esta distincion se logra en parte gracias a la percepcién de estimu-
los dolorosos de diferente naturaleza (mecanicos, quimicos, eléctricos y/o térmicos) que
pueden provocar un dano tisular, y mediante la activacién selectiva de distintas sub-
poblaciones de nociceptores (Williams y col., 1999; Julius y Basbaum, 2001).

Independientemente de su modalidad, la percepcién del dolor agudo se produce en el
rango de una fraccion de segundo tras la estimulacion de las terminales periféricas de un
grupo de neuronas de alto umbral conocidas como neuronas nociceptivas o nocicep-
tores y que transmiten las distintas propiedades del estimulo nocivo externo (modali-
dad, duracién, intensidad y localizacién) en forma de impulsos nerviosos hacia el sistema
nervioso central. La conduccién de estos estimulos dolorosos se produce en forma de
potenciales de accidn, a través de unas fibras de alta velocidad de conduccién conocidas
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como fibras AJ, en el caso de estimulos mecénicos, y las fibras no mielinizadas de tipo
C, de conduccién lenta, que son polimodales y perciben estimulos mecanicos, quimicos
y térmicos. Esta informacion alcanza el tdlamo y finalmente la corteza cerebral que pon-
dra en alerta al
individuo ante otros posibles dafos (figura 1.1) (Scholz y Woolf, 2002; Ortiz-Cardona
y Bendo, 2007; Woolf, 2010).

Los nociceptores se consideran neuronas de alto umbral, puesto que necesitan estimu-
los relativamente intensos para disparar un potencial de accién. Al contrario que las
neuronas de otras modalidades sensoriales, los nociceptores son eléctricamente silentes
en condiciones normales (Woolf y Ma, 2007) y transmiten potenciales de accién en
forma de todo-o-nada cuando son estimulados. Sin embargo, la simple estimulacion de
estas neuronas no basta para generar dolor sino que la percepciéon de dolor normalmente
depende de la frecuencia de disparo de las aferentes primarias que, a su vez, depende
de la intensidad del estimulo que se ejerce sobre éstas. La despolarizacién de estas
neuronas tiene lugar gracias a cambios en la conductancia eléctrica de la membrana
debidos a la accion de distintos canales iénicos activados por voltaje y por la actividad
de bombas electrogénicas (Hille, 2001).

El umbral de disparo de los nociceptores no es estatico sino que puede ser modulado
por procesos adaptativos. Existen diversas condiciones, como por ejemplo la presen-
cia de ciertas substancias, que provoca una disminucién de ese umbral de activacién.
Este proceso que se conoce como senstbilizacion o facilitacion provoca que estimu-
los habitualmente indoloros se conviertan en dolorosos, lo que se conoce como alodinia,
mientras que estimulos moderadamente dolorosos se perciban como extremadamente
dolorosos, lo que se conoce como hiperalgesia (Woolf y Salter, 2000; Sandkiihler, 2009).
Por otro lado, una estimulacién dolorosa repetida o prolongada puede desencadenar
la desensibilizacion de los nociceptores, que se manifiesta en forma de analgesia, y
conlleva cambios fisioldgicos en las terminales de las neuronas sensoriales que puede in-
cluso ser el resultado de la neurotoxicidad (Sawynok, 2003). La excitabilidad neuronal
y el patron de disparo de potenciales de accién, amplitud y frecuencia, intrinsecamente
dependen de la existencia y actividad de estos canales iénicos, contribuyendo por tanto
de forma substancial a la percepcién de dolor en procesos patolégicos como se vera mas
adelante.

Anatémicamente hablando, los nociceptores son neuronas pseudo-monopolares, con
un unico axén que se bifurca en dos ramas: la terminal periférica inerva la piel y
las visceras (érganos diana), mientras la terminal central inerva el asta dorsal de la
médula espinal (Cervero y Laird, 1999). Los cuerpos celulares o somas se alojan en los
ganglios trigeminales (TG) o ganglios raquideos (DRGs) segin proyecten sus terminales
periféricas a la cara, el craneo, las meninges y el cuello, o las terminales de las DRGs
al tronco y extremidades, incluyendo las visceras (Julius y Basbaum, 2001; Levy y col.,
2012). Asimismo, existe una distinta proyeccioén central, en la médula espinal, de ambos
tipos de nociceptores: mientras que las fibras Ad proyectan en las laminas I y V, las
fibras C proyectan en las ldminas superficiales I y II (Woolf, 1995; Basbaum y col.,
2009).

El dolor fisiol6gico también se puede clasificar en funcién de su localizacion en dolor
somético y dolor visceral (OMS, 2006). El dolor somético es aquel que se origina en
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la piel, los musculos, articulaciones, ligamentos o huesos, estd muy bien localizado y
limitado a la zona en la que se ha producido la lesién, lo que permite subclasificarlo
a su vez en superficial y profundo (Moreno y Prada, 2004). El dolor visceral, por su
parte, se produce cuando ocurren lesiones que afectan los érganos internos. No todas las
visceras son sensibles al dolor, por lo que éste en ocasiones se encuentra mal localizado.
Normalmente, el dolor visceral se asocia a la existencia de una enfermedad sistémica,
por lo que es uno de los sintomas mas comunes en los pacientes que buscan atencién
médica (Cervero y Laird, 1999).

Clasificacion de los nociceptores en funcion de su velocidad de conduccion

Como se acaba de comentar, los nociceptores se distribuyen a través de todos los
tejidos corporales incluyendo no solo piel y mucosas, sino también visceras, huesos y
tendones (Woolf, 2010). Sin embargo, la piel es el tejido en que han sido més exten-
samente estudiados los nociceptores. La mayoria de nociceptores que inervan la piel
pueden recogerse en dos grandes grupos que se diferencian principalmente en la ve-
locidad de conduccién de los axones, pardmetro que esta directamente relacionado con
su grado de mielinizacién (Julius y Basbaum, 2001; Kandel y col., 2001). El grupo de
las fibras Ad, al estar ligeramente mielinizadas presenta una velocidad de conduccién
mayor de 5-30 m/s (Kandel y col., 2001). Este grupo de neuronas se puede subdividir
a su vez en dos: las de tipo I, que se activan por estimulos mecanicos intensos o por
calor nocivo (> 52°C), y las de tipo II, sensibles a estimulos mecénicos y su umbral
de activacién térmica se encuentra sobre los 43°C. Parte de las fibras Ad pueden ser
también activadas por estimulos quimicos como los protones, las prostaglandinas (PGs)
o la bradiquinina (BK) (Julius y Basbaum, 2001). El grupo de nociceptores constitu-
ido por las fibras C, caracterizadas por ser no mielinizadas, tienen una velocidad de
conduccién de aproximadamente 1.0 m/s. Las fibras C son fibras polimodales, es decir,
pueden ser activadas por estimulos fisicos, como la temperatura o el estrés mecénico,
o por estimulos quimicos, como acidos o substancias irritantes de distinta naturaleza.
(Julius y Basbaum, 2001) (figura 1.1).

Los otros tipos de fibras, las Aa y Af3, son de mayor didmetro de soma (entre 13-20
y 6-12 pm, respectivamente), presentan mayor grado de mielinizacién, y transmiten
el impulso nervioso a mayor velocidad (80-120 y 35-75 m/s, respectivamente). Estas
neuronas sensoriales Ao y A son de bajo umbral mecdnico, aunque un pequeno grupo
de éstas responde a estimulos de alto umbral (Woolf, 1995).
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Tipos de
fibras A Ap Ab C
Grupo | Grupa Il Grupa 1l Grupo IV
=

& ;ﬁ

- = —_— -
Diametro
(pm) 13-20 6-12 1-5 0.2-1.5
Velocidad 80-120 35-75 5-30 0.5-2
{mis)

Propioceptores del Mecanomeceptores Dolor, Temperatura,

Receptores masculo de la piel temperatura dolor, picor
sensoriales esquelético

Figura 1.1: Las fibras nerviosas periféricas se clasifican en cuatro grupos
diferentes en funcién de la velocidad de conduccién y de su diametro
como fibras Aa, Af, Ad y C. La velocidad de conduccién depende del
grado de mielinizacién y por tanto del diaAmetro de la fibra. La mayoria
de los nociceptores son fibras A§ o C y su velocidad de conduccién se
encuentra entre 5-30 m/s y 0,5-2 m/s respectivamente. Imagen obtenida
de Kandel y col. (2001).

Ademas de la clasificacién en funcién de las propiedades de conduccion, los nocicep-
tores pueden diferenciarse seguin ciertas caracteristicas bioquimicas, como es su capaci-
dad de liberar o no péptidos tales como los neuropéptidos sustancia P (SP) y el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) en respuesta a estimulos térmicos y de
inflamacién. De acuerdo a esta caracteristica, los nociceptores se clasifican como pep-
tidérgicos y no peptidérgicos. Una particularidad de las neuronas peptidérgicas es que
expresan el receptor especifico del factor de
crecimiento nervioso (NGF), el receptor de tirosina quinasa A (TrkA), cuya funcién
es muy importante para el desarrollo y la respuesta de estas neuronas (Richardson y
Vasko, 2002; Basbaum y col., 2009).

Las neuronas nociceptivas realizan una sinapsis en la médula espinal con neuronas
denominadas de segundo orden, que son capaces de transmitir estimulos de dolor, de
temperatura y del tacto ligero hasta el sistema nervioso central (SNC) (Ortiz-Cardona y
Bendo, 2007). Las neuronas trigeminales proyectan a nivel del tronco encefélico mientras
que las de DRGs lo hacen a nivel del asta dorsal de la médula espinal en las capas I, II
y V. Dichas neuronas de segundo orden conectan con otras neuronas en el tadlamo (de
tercer orden) formando en su conjunto el tracto espinotaldmico, que es el responsable
de la conduccién de los impulsos nerviosos de la médula a los nicleos superiores del
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SNC y de la corteza somato-sensorial (Vidal y col., 2005).

1.3.2. Dolor patolégico

Mientras que el dolor fisiologico esta limitado por la presencia del estimulo nocivo
y sirve para proteger el area lesionada de posteriores agresiones, el dolor patoldgico
puede inducir sintomas prolongados, mas alld de la presencia del estimulo, incluso en
ausencia de una lesién identificable como consecuencia de una disfuncién del sistema
nervioso periférico y/o central. El dolor patolégico se puede clasificar a su vez en dolor
inflamatorio y en dolor disfuncional.

1.3.2.1. Dolor inflamatorio

El dolor inflamatorio es también un dolor adaptativo y de protecciéon que normal-
mente desaparece una vez eliminado el dano inicial (Costigan y col., 2009; Woolf, 2010).
Las lesiones que originan este tipo de dolor son las fracturas, desgarros musculares, etc.
que, a su vez, activan el sistema inmune (respuesta inflamatoria) como consecuencia de
una infeccién o de un dano tisular (Costigan y col., 2009).

La liberacion de la denominada “sopa o cocktail inflamatorio o algogénico”,
constituida por gran variedad de substancias pro-inflamatorias, como las interleucinas
IL-18 e IL-8 o mediadores lipidicos, como las PGs, por parte de los
queratinocitos (Southall y col., 2003), o como las citocinas e histamina liberadas por
los mastocitos, macréfagos, granulocitos y neutréfilos (Sérbo y col., 1994; Inoue y col.,
2006), junto con la induccién de enzimas como la ciclooxigenasa-2 (COX-2), provo-
can que los nociceptores pasen de detectar tinicamente estimulos nocivos a detectar
estimulos de menor intensidad. Esta hiperexcitabilidad no solamente afecta a las fibras
C dando lugar a una hiperalgesia y/o alodinia primaria en el lugar del estimulo, sino
que también perturba las fibras S-A dando lugar a una hiperalgesia secundaria, car-
acterizada por una sensibilidad elevada en las regiones situadas alrededor de la zona
lesionada (figura 1.2) (Scholz y Woolf, 2002; Huang y col., 2006a).

Cuando la lesién tisular es de suficiente magnitud, las terminales periféricas pueden
liberar neuropéptidos tales como SP y CGRP que, a su vez, estimularan la liberacién de
otros factores en las células danadas e inmunes, wuna mezcla de
substancias como la serotonina, ATP, NGF, etc, cuyo efecto provoca vasodilatacién,
extravasacién del plasma en células endoteliales y activacion de células del sistema in-
munitario que retroalimentan el proceso (Julius y Basbaum, 2001; Richardson y Vasko,
2002). Este proceso se conoce como inflamacion neurogénica.

Mediadores pro-inflamatorios y sensibilizacién periférica

Como consecuencia de un dano o inflamacién tisular local, las multiples substan-
cias pro-inflamatorias liberadas se unen a sus receptores respectivos en la membrana
plasmatica de la terminal periférica de los nociceptores provocando la activaciéon de nu-
merosas vias de senalizacion intracelular que incluyen las vias de las proteinas quinasas
PKC (Hucho y «col,, 2005) y PKA (Varga y col., 2006), la fosfatidil
inositol 3-quinasa PI3K (Malik-Hall y col., 2005), las MAP quinasas ERK y p38 (Jin
y Gereau, 2006; Mizushima y col., 2007) y JNK (Doya y col., 2005). La activacién de
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estas vias de senializacién promueven cambios metabdlicos de una serie de receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) y canales i6nicos como por ejemplo los receptores de
potencial transitorio (TRPs) (Zhang y col., 2008), receptores purinérgicos P2X (Miras-
Portugal y Gualix, 2009), receptores de glutamato (Kim y col., 2009), o canales de Na™
dependientes de voltaje (Nav), que verdn alterados su cinética de activacién provocan-
do, en 1ultimo término, la disminucién del umbral de activacién, el incremento de la
excitabilidad y el aumento de la sensibilidad de los nociceptores. Asimismo, la acti-
vacién de determinadas vias de senalizacién puede promover la sensibilizacién de los
nociceptores por un mecanismo adicional alternativo como es el aumento del transporte
de efectores de estimulos nocivos hacia la membrana plasmética desde compartimentos
intracelulares (Woolf y Ma, 2007). Los cambios bioquimicos también pueden tener sus
efectos a mas largo plazo en forma de alteraciones en la expresién génica, transcrip-
cionales y post-traduccionales, y por tanto en el fenotipo celular (Woolf y Costigan,
1999).

Sin embargo, los nociceptores no solo tienen una funcién aferente sino que también
ejercen una funcién eferente local caracterizada por la vasodilatacion, el enrojecimien-
to, el reflejo axonal y la extravasacién plasmaética, como consecuencia de la liberacién
de neuropéptidos CGRP y SP que actian sobre las células inmunes y sobre el tejido
vascular (Basbaum y Jessell, 2000). Este proceso, junto a la accién de los neuropéptidos
sobre los propios nociceptores, genera una retroalimentacién del proceso que se conoce
como sensibilizacion periférica y resulta en hiperalgesia térmica importante cuando
ocurre una inflamacién o una lesién en el organismo (Ji y col., 2003; Planells-Cases y
col., 2005).

Sensibilizaciéon central

Como se mencioné anteriormente, en muchos sindromes clinicos el dolor no tiene
una funcién propiamente protectiva e intervienen distintos procesos de sensibilizacién
central. Aunque fenomenolégicamente hablando la sensibilizacién de origen central o
periférica sean parecidas, los mecanismos moleculares responsables y la manifestacién
sintomatoldgica son distintos. De hecho, mientras que la sensibilizaciéon periférica so-
lamente conlleva una hipersensibilidad térmica, la de origen central se caracteriza por
una hipersensibilidad mecanica. Funcionalmente hablando, la sensibilizacién central se
caracteriza por un aumento de la excitabilidad neuronal, un aumento de la eficacia
sindptica y una disminucién de la inhibicién neuronal que tiene como efecto neto la
facilitacion, potenciaciéon o amplificacién de la senales.

La activacién de receptores de glutamato, del receptor de la neuroquinina 1 (NK1)
por SP, del receptor CGRP1 por CGRP, del receptor TrkB por el factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) y/o del receptor B2 por
bradiquinina, son capaces per se de disparar la sensibilizacién central (Dray y Perkins,
1993; Rivera y col., 2002; Suzuki y col., 2002; Sun y col., 2004). Ademads, otros mecan-
ismos pueden activar las cascadas de las proteinas quinasas PKA, PKC, CaMKII, y/o
ERK1/2 que, a su vez, pueden modificar: i) el umbral y la cinética de activacién de
los receptores de glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) y de tipo amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA), ii) el transporte de estos receptores a
la membrana plasmadtica, y iii) reducir la liberacién de neurotransmisores inhibitorios
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GABA y glicina y, en consecuencia, disminuir la activaciéon de sus respectivos recep-
tores (Berman y col., 2000; Esteban y col., 2003; Banko y col., 2004; Marsden y col.,
2007). Estos cambios anteriormente mencionados son de una duracién relativamente
corta y reversible. Sin embargo, pueden ocurrir cambios méas duraderos que incluyen
alteraciones estructurales como ocurre en el caso del dolor neuropatico.

1.3.2.2. Dolor disfuncional

Este tipo de dolor no es adaptativo, en el sentido de que no protege al organismo,
sino que se debe al mal funcionamiento por si mismo del aparato somato-sensorial sin
que sea posible la localizacién de la inflamacién o del dano (en la mayoria de los casos),
por lo que es considerado como una enfermedad (Costigan y col., 2009). Cuando el
dolor originado afecta al SN, éste se denomina dolor neuropdtico.

Dolor neuropatico

El dolor neuropatico es un tipo de dolor muy persistente, que no suele responder
tan bien como el dolor nociceptivo a las terapias convencionales contra el dolor, y se
caracteriza por manifestarse en ausencia de un estimulo doloroso, o lo que es lo mismo,
de inducir hiperalgesia y/o alodinia (Aguilera-Munoz y col., 2005). El dolor neuropético
estd provocado por un comportamiento inadecuado del sistema nervioso como conse-
cuencia de una lesiéon (Treede y col., 2008), enfermedad o trauma, y cuya localizacién
estd definida en una zona pequena (Woolf, 2010). El dolor neuropatico puede tener
origen en el SNC, como consecuencia de una lesién traumatica en la médula espinal o
danos cerebrales, por apoplejia o esclerosis multiple, o estar generado por lesiones en
el sistema nervioso periférico, como es el caso de las neuropatias diabéticas, las neural-
gias producidas por el Herpes Zdster y las neuropatias inducidas por tratamientos de
quimioterapia (OMS, 2006).

Independientemente del origen de la enfermedad primaria, el dolor neuropético se
produce como consecuencia de una serie de cascadas de cambios como resultado de una
lesion en el sistema nervioso somato-sensorial que resulta en pérdida de la capacidad
adaptativa. La mala adaptacién del sistema nervioso incluye la generacién de poten-
ciales de accién ectépicos, facilitacién y desinhibicién de los sistemas de transmisién
sindpticos y/o aparicién de nuevos circuitos o conexiones sindpticas. Algunos de estos
cambios ocurren a nivel periférico. Por ejemplo, los impulsos ectépicos parecen gener-
arse por un aumento en la excitabilidad de los nociceptores (por cambios importantes
en el perfil de transcripcién de las neuronas lesionadas) (Costigan y col., 2002), y la ac-
tivacion de aferentes mielinizadas de bajo umbral (Campbell y col., 1988). Sin embargo,
se considera que uno de los procesos sindpticos que contribuyen de forma mas impor-
tante al dolor neuropético es la facilitacién sindptica (o LTP), con cambios a nivel pre-
y post-sindpticos semejantes a los descritos en procesos de aprendizaje y memoria en
otras regiones del cerebro. Otra de las alteraciones observadas en el dolor neuropético
es la hiperalgesia fuera del area lesionada que se atribuye a la incorporacion de las fibras
densamente mielinizadas a los circuitos nociceptivos (Yamamoto y col., 2008). Por lti-
mo, cambios en varios mecanismos que incluyen pérdida de inter-neuronas inhibitorias
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1.4. Dolor neuropatico asociado al tratamiento con citostaticos

y cambios estructurales en la reconexién de neuronas lesionadas, parecen contribuir a
la aparicion del dolor neuropatico.

Tanto el dolor neuropético como el inflamatorio se caracterizan por un aumento de
la hipersensibilidad tanto en el lugar en el que se ha producido el dano, como en las
zonas adyacentes. Tanto el aumento de expresion de receptores en la membrana, como
la liberacion de mediadores inflamatorios, contribuyen a la disminucién del umbral de
activacién de los nociceptores, y al aumento de su excitabilidad (Costigan y col., 2009).
Este mecanismo, en el que se produce la modulacion de la transmisién sindaptica de los
nociceptores, se conoce como sensibilizacién central (Woolf y Salter, 2000).

Dolor nociceptivo Dolor inflamatorio

Mastocitos
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Figura 1.2: Los diferentes tipos de dolor se clasifican en funcion de su
origen en dolor nociceptivo, dolor inflamatorio y dolor neuropatico. El
dolor nociceptivo se produce por la presencia de un estimulo nocivo y
actia a diferentes niveles del sistema nervioso, el dolor inflamatorio se
produce como consecuencia de la liberacion de sustancias inflamatorias
liberadas por el sistema inmune como consecuencia de una lesion, y
el dolor neuropatico se ocasiona por el comportamiento incorrecto del
sistema nervioso tras una lesién. Las imagenes representan los diferentes
factores que provocan cada uno de ellos. Imagenes obtenidas de Scholz
y Woolf (2002).

1.4. Dolor neuropatico asociado al tratamiento con
citostaticos

Aunque el cédncer abarca miultiples sintomas fisicos y psicoldgicos, el sintoma més
critico para los pacientes con cancer es el dolor, conocido como dolor oncolégico. De
hecho, se ha probado que el dolor en estos pacientes influye no solamente en su capacidad
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para tolerar el tratamiento, sino a la hora de recuperar una vida normal activa o para
conseguir una muerte digna. De hecho, al menos un tercio de los pacientes con cancer
describen la apariciéon de “un dolor de ruido de fondo” que puede llegar a alterar su
calidad de vida, ya que puede perturbar la funcién motora, provocar fatiga, alteraciones
del sueno y cambios de humor.

En cuanto al origen del dolor, el dolor oncolégico puede aparecer como consecuencia
de la opresién o la infiltracién de un tumor en otro tejido o por substancias liberadas por
el propio tumor. En efecto, el dolor se considera como un importante indicador clinico de
la progresién del tumor. Alternativamente, el dolor puede aparecer como consecuencia
del tratamiento recibido, por radioterapia o farmacolégico y, normalmente los sintomas
desaparecen una vez que se ha terminado con la terapia (Lee y Swain, 2006). El dolor
oncolégico puede persistir largos periodos de tiempo incluso cuando ya ha desaparecido
la causa que lo origind, lo que hace que el dolor pase a ser crénico (Costigan y col.,
2009). Este tipo de dolor es caracteristico del dolor neuropéatico (Grond y col., 1999) y
con frecuencia se denomina como neuropatia periférica inducida por quimioterapia (en
inglés CIPN).

Diversos antineoplésicos como la vincristina, el taxol, el oxaliplatino, el cisplatino y
el bortezomib presentan como efecto secundario mas comin la CIPN. El oxaliplatino, un
derivado de tercera generacién del platino que se utiliza
generalmente en el tratamiento del carcinoma colorrectal provoca dos tipos
diferentes de CIPN: i) una CIPN aguda, que se produce poco después de la adminis-
tracién, y se caracteriza por parestesias (sensacién de hormigueo o
adormecimiento), entumecimiento y dolor en las extremidades (principalmente en los
dedos) e hipersensibilidad al frio, y ii) una neuropatia periférica crénica, que se desar-
rolla después de tratamientos mas prolongados, y resulta en la pérdida de sensacién,
disestesia, alteracién de los reflejos tendinosos, la sensacién de vibracién y la propio-
cepcion, llegando en casos graves a la ataxia sensorial.

La neuropatia asociada al tratamiento con vincristina o con taxol también se car-
acteriza por parestesia que suele afectar a las extremidades pero, al contrario que el
oxaliplatino, produce sensacion de quemazoén. Mientras que el tratamiento con dosis ba-
jas provoca hiperalgesia y alodinia, el tratamiento con dosis elevadas provoca parestesias
del tipo hipoestesia y anestesia. Esto iltimo se ha relacionado con una degeneracién
axonal de los nervios periféricos (Cliffer y col., 1998).

Vincristina y taxol ejercen su accién citostatica mediante la unién a beta-tubulina.
Sin embargo, mientras la primera previene el ensamblaje de los microtiibulos, el tax-
ol favorece la formacién de largos polimeros de tubulina, provocando la pérdida de
funcién del huso mitético y la consiguiente parada del ciclo celular (Jordan y col.,
1993). La neurotoxicidad de estos farmacos se atribuye a la disrupcién de la dindmica
de microtiibulos en los axones neuronales, alterando el transporte axonal y la pérdida
parcial de fibras nerviosas periféricas. Este mecanismo puede justificar la existencia de
neuropatias en tratamientos con altas dosis del citostatico. Ademads, otros mecanismos
parecen subyacer en el desarrollo de las neuropatias periféricas con dosis inferiores. De
hecho, parece ser que se produce una serie de cambios funcionales pleiotrépicos signi-
ficativos que se traducen en un aumento de la excitabilidad de las neuronas tanto en las
DRGs como en el asta dorsal de la médula espinal, entre los que cabe destacar cambios
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en diversos canales i6nicos como canales de Nat, de Ca?t, de KT, en los receptores
de NMDA y en los receptores de potencial transitorio (TRP) (Thuret-Carnahan y col.,
1985; Cata y col., 2006; Nieto y col., 2008; Chen y col., 2011).
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Capitulo 2

Papel de los canales i6onicos en la
transduccion del dolor

Los canales i6nicos presentes en la membrana plasmatica de los nociceptores partic-
ipan en varios niveles del complejo proceso de la transduccién nociceptiva (Belmonte y
col., 2008). Asi, por ejemplo, existen algunos canales i6nicos que transducen el estimulo
nocivo (calor, presién, temperatura, substancias quimicas, etc.) en una senal eléctrica,
y otros canales que conducen esa senal eléctrica a través del axén del nociceptor pri-
mario y lo transmiten sindpticamente a nociceptores de segundo y tercer orden hasta
el cerebro, para que éste interprete la senal eléctrica como dolor y ejerza una respuesta
adecuada de proteccion.

Los canales iénicos son proteinas de membrana formados por varios homo- o hetero-
oligémeros que forman poros en las membranas celulares, permitiendo el paso selectivo
de determinados iones a favor del gradiente electroquimico en respuesta a determina-
dos estimulos. Su funcién, trafico y distribucion en la membrana plasmatica tiene un
papel muy importante en la funcién celular y especialmente en la plasticidad sinaptica
(Planells-Cases y Ferrer-Montiel, 2007). En el caso concreto de los nociceptores, se ha
demostrado que los canales iénicos tienen un papel fundamental determinando su ex-
citabilidad y la funcién aberrante de éstos en condiciones patolégicas conduce al dolor
crénico o al dolor neuropético (Raouf y col., 2010). Esta implicacién se ve reforzada por
estudios de ablacién génica (knockout, KO) de determinados canales iénicos en animales
modelo que demuestran déficits fundamentales en la percepciéon de distintos aspectos
del dolor (Cregg y col., 2010).

En las terminales presindpticas, existen al menos 12 grandes grupos de canales
i6énicos diferentes, en los que se engloban a su vez varias decenas de canales (Meir y
col., 1999). Destacan los canales dependientes de voltaje de Ca?*, de K, de Na™T, de
Cl7, los ASIC (canales iénicos de detecciéon de pH acido), los receptores TRPs, y los
canales dependientes de ligando (receptores de glutamato, receptores purinérgicos P2X
y P2Y, y los receptores GABA).
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2. PAPEL DE LOS CANALES IONICOS EN LA TRANSDUCCION DEL DOLOR

2.1. Canales dependientes de voltaje asociados al dolor

Los canales de Ca?*" (VDCCs) comprenden una familia de 10 miembros (subdivi-
didos en las familias: L, N, P/Q, T y R) que se distinguen entre si tanto por el voltaje
necesario para activar sus corrientes como por sus propiedades farmacoldgicas. Dentro
de este grupo, los canales tipo N tienen un papel muy importante en la transmisién
del dolor inflamatorio y del dolor neuropético. Saegusa y colaboradores demostraron
que los ratones que carecen de estos canales manifiestan una reduccién muy severa en
las respuestas a estimulos que inducen inflamacién, asi como de los sintomas previos
del dolor neuropético (Saegusa y col., 2001). Por otro lado, los canales de Ca?t de
tipo T parecen actuar como amplificadores de las sefiales nociceptivas periféricas tan-
to de calor doloroso, estimulos mecédnicos dolorosos o estimulos quimicos (Todorovic
y Jevtovic-Todorovic, 2007). Por dltimo es importante destacar que mutaciones en la
subunidad alfa 1 del tipo de canales de Ca?>" P/Q (Cav2.1) se han asociado a una forma
de migrana hemiplégica familiar (FMH) (Ophoff y col., 1996; Dichgans y col., 2005).

El grupo de los canales de K, es el mds numeroso y ampliamente distribuido (Lit-
tleton y Ganetzky, 2000). Este grupo estd implicado en el mantenimiento del potencial
de reposo celular y la repolarizacién del potencial de membrana por lo que la pérdida
o alteracion de su funcién da lugar a neuronas mas excitables y una mayor sensibilidad
a estimulos dolorosos. Por ejemplo la inhibicién farmacolégica de la corriente M, medi-
ada por miembros de la familia Kv7, disminuye la frecuencia de disparo de potenciales
de accién de los nociceptores por lo que podria utilizarse como analgésico (Delmas y
Brown, 2005).

Otras familias, como la de los canales de tipo Shaker (Kv1.1) y los de rectificacién de
entrada (Kir3.1 y Kir3.2) juegan un papel crucial en la transmisién de dolor puesto que
animales KO para cualquiera de estos tres genes presentan una funcién disminuida a la
morfina (Clark y Tempel, 1998; Marker y col., 2004). Por tltimo, animales que carecen
de canales de K™ de tipo “2-dominios P” (Kap) TREK-1 muestran mayor hiperalgesia
(Cregg y col., 2010).

Los canales de Na™ son los responsables de la generacién y propagacién de los poten-
ciales de acciéon (Renganathan y col.,, 2001). Cuatro de los nueve miembros
existentes estan relacionados directamente con el dolor inflamatorio y crénico (Wood,
2004). Por ejemplo, mutaciones en Nav1.1 se han asociado a epilepsia y migrana (Dich-
gans y col., 2005), las mutaciones en Nav1.5 provocan dolor visceral (Saito y col., 2009)
y en Nav1.8 modulan el dolor mediado por temperaturas frias y parece jugar un papel
central en el dolor mecanico e inflamatorio (Kerr y col., 2004). Nav1.9 y su subunidad
beta (-2 también tienen efectos en la percepcién del dolor (Priest y col., 2005; Lopez-
Santiago y col., 2006). No obstante, el canal de sodio mas importante en nocicepcién
es Nav1.7 cuya delecién bloquea la nocicepcién mecanica y atenia la inflamatoria, sin
ejercer papel alguno en dolor neuropatico (Nassar y col., 2004). Ademas, estos datos
vienen avalados por mutaciones que provocan una ganancia de funcién que se han
asociado a sindrome de dolor paroxistico (PPED) que se dispara durante un estimulo
mecanico (Fertleman y col., 2006).

Otros canales dependientes de voltaje, como son los canales de Cl™ no se han aso-
ciado hasta la fecha con la transduccion ni transmisién de los estimulos nociceptivos.

16
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2.2. Canales activados por unién de ligando asociados al
dolor

El glutamato, el neurotransmisor excitatorio de las neuronas aferentes primarias,
puede activar distintos tipos de receptores post-sinapticos en el asta dorsal de la médula
espinal, incluyendo los receptores ionotrépicos AMPA, NMDA, y Kainato, y varios re-
ceptores de glutamato metabotrépicos (mGlu). Como se menciond previamente, existen
multiples evidencias que proponen cambios en la eficacia de las sinapsis glutamatérgicas
de las vias involucradas en la senalizacién del dolor
mediadas por cambios en la actividad de receptores NMDA o mGluRs como conse-
cuencia de una lesién neuronal (Abbadie y col., 2009). Estos cambios inducen formas
de potenciaciéon homo- y hetero-sindptica en los que intervienen el receptor de NM-
DA y diversas vias de senalizacién (Gardoni y col., 1998; Marsden y col., 2007). Otros
estudios recientes han propuesto un importante papel de los receptores AMPA en el
desarrollo de las respuestas del dolor agudo y crénico (Wang y col., 2010). Por ejemplo,
se ha observado que las neuronas de las laminas superficiales del asta dorsal de la médu-
la espinal expresan receptores AMPA conteniendo subunidades GluR2 que resultan en
canales impermeables a Ca?". En condiciones de inflamacién, curiosamente se produce
un aumento del nimero de receptores que contienen GluR1 en detrimento de aquellos
que contienen GluR2, resultando en un aumento importante de la permeabilidad de
los receptores de glutamato a Ca?" e incremento del Ca?* intracelular (Petralia y col.,
1997; Guan y col., 2003; Ohshiro y col., 2007).

Otro de los efectos principales de la sensibilizacién central es la desinhibicién sustan-
cial del asta dorsal de la médula espinal tanto por una pérdida de corrientes mediadas
por receptores de glicina como de receptores de tipo GABA (Moore y col., 2002). Este
efecto se ha atribuido a la muerte por apoptosis de interneuronas (Scholz y col., 2005).

2.3. Otros canales i6nicos asociados al dolor

La administracién intradérmica de ATP es muy dolorosa y se sabe que es capaz de
excitar fibras de tipo C mecano-sensibles y no mecano-sensibles (Hilliges y col., 2002).
Estudios farmacoldgicos con antagonistas especificos o utilizando la ablacién selectiva
de determinados genes han demostrado que la activacién de los subtipos ionotrépicos
P2X3, P2Xy/3, P2X4 y P2X7, y del metabotrépico P2Y2 modulan el dolor (Jarvis y col.,
2001; Malin y col., 2008; Gémez-Villafuertes y col., 2009; de Rivero Vaccari y col., 2012).
Mientras que la activacién de receptores homoméricos de tipo P2X parece contribuir
al dolor agudo y al dolor inflamatorio, los heterémeros P2X,,3 modulan la sensibilidad
a largo plazo tras una lesién del nervio o una inflamacién crénica (Jarvis y col., 2001;
Nakagawa y col., 2007). Ademas, P2X, y P2X7 parecen mantener la sensibilidad durante
la nocicepcién a través de interacciones neuro-gliales o alternativamente a través de la
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2. PAPEL DE LOS CANALES IONICOS EN LA TRANSDUCCION DEL DOLOR

interaccién con otros receptores que actian como efectores (Kobayashi y col., 2005;
Stanchev y col., 2009).

Los canales iénicos sensibles a pH acido (ASICs) son los canales principalmente
activados por la acidificacién del medio caracteristico de los dolores inflamatorio y
neuropatico. Mazzuca y colaboradores han puesto de manifiesto el papel de los ASIC
en la transmisién del dolor, proponiendo al receptor ASICla como una diana molecular,
ya que su bloqueo tiene propiedades analgésicas importantes para el tratamiento del
dolor neuropético (Mazzuca y col., 2007).

La familia de los receptores de potencial transitorio (TRP) estd implicada en muy
diversas funciones fisiol6gicas con numerosas formas de activacién (Planells-Cases y
Ferrer-Montiel, 2007). En los nociceptores, se ha observado la expresién de 6 TRPs (TR-
PV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM8 y TRPA1) que estan directamente implicados
en la deteccion y transduccién de estimulos mecanicos, térmicos y/o quimicos. La dele-
cién de estos receptores en modelos animales provoca serios déficits en las respuestas a
estimulos mecano-sensibles, o a las respuestas a agentes irritantes (Caterina y col., 2000;
Suzuki y col., 2003; Desai y Clapham, 2005; Kwan y col., 2006). Asimismo, las muta-
ciones que producen ganancia de funcién de
TRPV4 provocan un sindrome asociado a pérdida de inervacion periférica (Landouré y
col., 2009) mientras que una ganancia de funcién en TRPA1 estd relacionado con el
dolor paroxistico asociado a cansancio (Cregg y col., 2010). El papel de esta familia de
canales se describird con més detalle en el siguiente capitulo.
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Capitulo 3

Papel de los receptores TRPs en
la transducciéon del dolor

3.1. La familia de los TRPs

La familia de TRPs esta formada por un grupo muy diverso de canales catiénicos
que se expresan predominantemente en células excitables del sistema nervioso, donde
juegan un papel muy importante en la transduccién del dolor, aunque también se ex-
presan en células no excitables (Montell, 2005b; Planells-Cases y Ferrer-Montiel, 2007).
El primer componente de esta superfamilia fue descubierto en base a la mutacién trp
en Drosophila melanogaster que resultaba en un importante defecto visual (Cosens y
Manning, 1969). Estudios posteriores demostraron que, en contraste a la respuesta de
entrada de Ca’T sostenida necesaria para el movimiento de pigmentos en los fotorecep-
tores en la mosca silvestre, trp presentaba una respuesta transiente a la luz (Lo y Pak,
1981; Hardie y Minke, 1992).

Los receptores TRP se expresan en una gran variedad de organismos, desde los
unicelulares como las levaduras, a organismos multicelulares superiores como los mamifer-
os. Los TRPs son canales catidnicos, la mayoria de ellos no selectivos, con una baja
dependencia a voltaje y presentan una amplia variedad de mecanismos de activacién
y regulacién. Por ejemplo, algunos de ellos requieren la unién de un ligando, otros se
activan por cambios en el voltaje, otros en respuesta a distintas temperaturas o por
modificaciones covalentes de aminodcidos nucleofilicos en su secuencia. De hecho, se
considera que los receptores TRP manifiestan una mayor diversidad de mecanismos
de activacién y de selectividades idnicas que cualquier otro grupo de canales iénicos
descrito hasta la fecha (figura 3.1) (Venkatachalam y Montell, 2007).

Independientemente de esta diversidad, todos los miembros de esta superfamilia
comparten una serie de caracteristicas estructurales comunes obtenidas por prediccién
de estructura y por estudios de estructura-funcién. Asi, por ejemplo, se acepta que los
canales TRP estan formados por la asociacion de cuatro subunidades idénticas o no, que
se ensamblan en la membrana formando un poro iénico. Estructuralmente hablando, ca-
da subunidad estd formada a su vez por 6 segmentos transmembrana (S1-S6) y, entre los
segmentos S5-S6 presentan un lazo hidrofilico que estructura el poro iénico. Intracelular-
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mente presentan los dominios citosélicos amino y carboxilo terminal, que presentan dis-
tintos dominios en nimero y composicién, solamente conservados entre miembros de la
misma sub-familia, y que confieren al canal determinadas funciones y propiedades (Mon-
tell, 2001; Venkatachalam y Montell, 2007). Ambas colas citosélicas contienen dominios
de interaccion con otras proteinas incluyendo secuencias dianas de quinasas y fosfatasas
(Tominaga y Tominaga, 2005; Gaudet, 2008).

La superfamilia se divide principalmente en dos grandes grupos en funcién de
la similitud de secuencia de sus dominios transmembrana, y de la longitud del la-
zo extracelular que une el primero y segundo de los dominios transmembrana (Mon-
tell, 2005a). El primero de ellos contiene 5 subfamilias, que incluyen las que com-
parten mayor homologia con el Trp de Drosophila. Este grupo incluye la subfamilia
TRPC (C de Canédnica) que contiene 7 canales diferentes (TRPC1-7), la subfamilia
TRPV (V de Vanilloide) con 6 miembros (TRPV1-6), la subfamilia TRPM (M de
Melastatina) con 8 canales TRPM1-8, TRPA (A de Anquirinas) con sélo 1 miembro
(TRPA1), y TRPN (N de no-mecanoreceptores) siendo TRPN el tinico que no se ex-
presa en mamiferos. El segundo grupo estd comprendido por las familias TRPP (P de
Policistina) con 3 miembros (TRPP1-3), y la subfamilia TRPML (ML de Mucolipina)
también con 3 miembros (TRPMLI1-3).

Dentro de esta superfamilia, las subfamilias que estdn directamente implicadas en
los mecanismos de termorregulacion son las de los TRPV, TRPM y TRPAL1.

3.2. Termo-TRPs

Un pequeno nimero de estos receptores TRP se consideran termo-receptores dado
que son capaces de activarse por temperaturas que van desde el frio doloroso (<15°C)
al calor doloroso (>42°C). Especificamente, se incluyen algunos miembros de la subfa-
milia de los vanilloides TRPV (V1-V4), de los de melastatina TRPM (M2, M3, M5 Y
M8) y TRPA (Al). Estos receptores, ademds pueden activarse tras unién a distintos
compuestos quimicos, a cambios del voltaje e incluso algunos receptores se abren en
respuesta a estimulos osméticos (Huang y col., 2006b) (figura 3.1).

A continuacién se describiran brevemente algunas caracteristicas de los termorecep-
tores que se han asociado con la percepcién del dolor, para terminar detallando TRPV1
y su papel en el dolor inflamatorio.

3.2.1. TRPA1l

La subfamilia TRPA presenta solamente un miembro en humanos, TRPA1, que
fue descubierto en 2003 (Story y col., 2003). TRPA1 es un receptor polimodal que se
expresa en neuronas nociceptivas peptidérgicas de DRG y TG (McKemy, 2005), donde
colocaliza con TRPV1 pero no con TRPMS, y en células del oido interno (Story y col.,
2003). TRPA1 se activa por substancias quimicas como el aceite de mostaza, el ajo o
el wasabi, ademas de por otras substancias irritantes como la acroleina, y compuestos
oxidantes (Bautista y col., 2006; Bessac y col., 2008). Ademé&s, TRPA1 se activa por
temperaturas por debajo de 20°C (Obata y col., 2005).
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Estructuralmente hablando, TRPA1 comparte todas las caracteristicas topoldgicas
de la superfamilia TRPs, aunque presenta la particularidad de poseer 18 repeticiones
de anquirinas en su dominio N-terminal (Karashima y col., 2009).
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Figura 3.1: Representacion esquematica de los termo-TRPs implicados
en la deteccion de temperaturas en diferentes rangos de calor y frio
nocivo. Las barras de color representan los rangos de temperatura para
cada uno de los canales, siendo mayor intenso el color cuanto may-
or es la activacion del canal. Se representa también la topologia y los
dominios funcionalmente importantes, asi como diferentes compuestos
naturales que actian como agonistas para cada uno de ellos. El es-
quema esta obtenido de la pagina web del laboratorio del Dr. Brauchi
(http://www.brauchilab.org/research.html).

Numerosos estudios denotan la importancia de este receptor en los mecanismos de
transduccién nociceptiva quimica y térmica al frio. De hecho, se ha demostrado que tras
una inflamacién o una lesion del sistema nervioso periférico se produce una regulacién al
alza del mRNA de TRPA1 y que los ratones con niveles reducidos de TRPA1 (knock-
down) presentan menor hiperalgesia a estimulos frios (Obata y col., 2005; Katsura
y col., 2006). Asimismo, se ha demostrado in vitro que el bloqueo farmacolégico de
TRPAT revierte la hiperalgesia al frio por un mecanismo transcripcional y transducional
dependiente de NGF por la via de activacién de p38 (Obata y col., 2005). Notablemente,
TRPAT1 parece ejercer un importante papel en el sistema respiratorio como efector en el
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reflejo de la tos a substancias irritantes (Bautista y col., 2006), a través de un mecanismo
en el que intervienen como mediadores pro-inflamatorios endégenos prostaglandina E2
y BK (Grace y col., 2012).

Estructuralmente hablando, TRPA1 comparte todas las caracteristicas topoldgicas
de la superfamilia TRPs, aunque presenta la particularidad de poseer 18 repeticiones de
anquirinas  en su dominio N-terminal (Karashima y col., 2009). La
caracteristica abundancia de anquirinas en el dominio N-terminal del receptor y su
expresion en oido interno hizo pensar que quizas podria tener un papel primordial en
la transduccién mecénica auditiva. Sin embargo, los ratones TRPA1 KO no muestran
cambios en la percepcién del sonido y mantienen un correcto equilibrio por lo que se
ha descartado un papel en la audicién (Kwan y col., 2006).

3.2.2. TRPMS

Varios miembros de la subfamilia TRPM se expresan en células del sistema nervioso,
siendo TRPMS el tinico miembro que responde a temperatura (Morenilla-Palao y col.,
2009). TRPMS8 también es un receptor polimodal puesto que se activa por mentol,
icilina o por eucaliptol, substancias que provocan en humanos una sensacién placentera
de frescor (McKemy y col., 2002; Peier y col., 2002; Chuang y col., 2004; Voets y
col., 2004), y por temperaturas frescas (25°C en sistemas de expresién heteréloga, algo
mayor en sistemas nativos (de la Pena y col., 2005)).

Su papel fisiolégico in vivo se demostré en ratones TRPM8 KO que presentaban
déficit en su capacidad de percibir temperaturas frescas no dolorosas aunque no el frio
en el rango doloroso (Bautista y col., 2007; Colburn y col., 2007; Dhaka y col., 2007). Al
igual que ocurre con TRPA1, cuando se produce una lesién tisular o lesién periférica del
nervio aumenta la expresién de TRPMS en las DRGs, lo que sugiere su contribucién
a los mecanismos de alodinia al frio (Xing y col., 2007; Frederick y col., 2007). El
aumento de expresién puede en determinados casos tener un efecto analgésico, como
se publicé en un trabajo de Proudfoot y colaboradores en 2006 donde demostraron
que la activacién de TRPMS8, mediada por receptores mGlu, presentaba propiedades
analgésicas (Proudfoot y col., 2006).

3.2.3. Termoreceptores de la subfamilia TRPV: TRPV1 al TRPV4

La subfamilia de los TRPs vanilloides esta constituida por 6 miembros que a su vez
se pueden distinguir en dos subgrupos en funcién de su grado de homologia, el primero
incluirfa los receptores TRPV1 al TRPV4 y el segundo subgrupo a
TRPV5 y TRPV6 (Venkatachalam y Montell, 2007). Las proteinas de esta
subfamilia presentan en comin de 3 a 5 repeticiones de anquirinas en el domino N-
terminal y una caja TRP en el C-terminal (Montell, 2005a). Los receptores TRPV1-4
son polimodales, capaces de integrar diferentes estimulos quimicos y se activan a tem-
peraturas calientes por encima de los 25°C, como se muestra en la figura 3.1 (Ferrer-
Montiel, 2009). El segundo grupo (TRPV5-6) no se activan por calor, y son los miembros
con mayor selectividad a Ca?* (con una probabilidad de entrada de Ca®* relativa a la
de Na™ de PCa:PCa>100) (Yue y col., 2001).
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TRPV1, del que hablaremos en méas detalle en el siguiente apartado, es posiblemente
el termo-TRP del que mejor se conocen los mecanismos de activacién, ya que estd im-
plicado en la aparicién de hiperalgesia térmica y mecanica (Zhang y col., 2008). TRPV1
es un canal que se activa por una amplia gama de agonistas como los vanilloides, por pH
acido, por calor y por despolarizacién de la membrana (Tominaga y col., 1998; Voets
y col., 2004; Zhu, 2007). La temperatura umbral de activacién es >43°C aunque ésta
puede disminuir por la accién de mediadores pro-inflamatorios. En general, estos me-
diadores pueden clasificarse entre los que actian via GPCRs activando PKA y/o PKC
(Planells-Cases y col., 2005) y los que lo hacen a través de receptores de factores de crec-
imiento via activacién de tirosinas quinasas (TK) (Vay y col., 2012). La liberacién de
mediadores inflamatorios como las BK, PGs, serotonina, ATP, PGy y NGF (entre otros)
promueven por un lado la potenciacién de la actividad de TRPV1 incrementando la
probabilidad de apertura por fosforilaciéon del receptor y por otro lado la translocacién
de receptores desde reservorios intracelulares a la membrana plasmética (Camprubi-
Robles y col., 2009). En muchos casos, la actividad de TRPV1 est4 ligada a los niveles de
otras proteinas, como es el caso de NGF. De hecho, por ejemplo, se ha observado que en
el
desarrollo de neuropatia diabética se reducen los niveles de expresiéon de NGF y TR-
PV1 (Facer y col., 2007). Por otro lado, varios estudios han demostrado que las regiones
citoplasmaticas de TRPV1 pueden unir no solo agonistas sino moléculas reguladoras
de su actividad como calmodulina (CaM), ATP, fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP3),
asi como algunas proteinas que desempenan un importante papel regulando la activi-
dad del canal (Kwak y col., 2000; Numazaki y col., 2003; Prescott y Julius, 2003).
Como ejemplo, una disminucién en las concentraciones de PIPy, que tiene lugar a par-
tir de la produccién de agentes proalgésicos como la BK y NGF, potencia las respuestas
producidas como consecuencia de la aplicacién del agonista capsaicina y disminuye el
umbral de temperatura para la activacién del canal (Chuang y col., 2001).

TRPV2, aparte de activarse por calor con umbrales de activacién >52°C, también
lo hace por estimulos fisicos como es el estrés osmético (Caterina y col., 1999; Muraki y
col., 2003) y quimicos como el 2-aminoetoxi difeniborato (2-APB) (Hu y col., 2004) y el
canabidiol (Qin 'y col,, 2008). La PI3K promueve su actividad y
regula su insercién en la membrana plasmatica (Penna y col., 2006). Se ha observa-
do que, al igual que ocurre con algunos termo-receptores, cuando se produce un dano
en los nervios periféricos aumenta ligeramente la expresion de TRPV2 en las DRGs,
lo que sugiere su importancia y contribuciéon a los mecanismos de hipersensibilidad
térmica y mecédnica (Frederick y col., 2007) aunque sus posibles papeles fisioldgico y
patolégico permanecen desconocidos.

TRPV3 también es un receptor polimodal que se activa a temperaturas
moderadas con umbrales de 34-38°C (Xu y col., 2002; Benham y col., 2003) y por
diferentes compuestos que provocan en humanos una sensacién calida placentera, como
el timol, el tomillo, el carvacrol (presente en el orégano) o el eugenol (presente en diver-
sas especias como el clavo, nuez moscada, canela, etc) (Xu y col., 2006) (figura 3.1). La
actividad de TRPV3 en células de la lengua y la piel se potencia significativamente por
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fosfolipasa-C (PLC). In vivo, los ratones TRPV3 KO exhiben déficits en la percepcién
de sensacién de calor innocuo y nocivo sugiriendo un importante papel en la percepcién
de estas cualidades (Moqrich y col., 2005; Mandadi y col., 2009).

TRPV4, ademds de activarse por temperatura, también lo hace por la hipotoni-
cidad extracelular y por compuestos quimicos como la anandamida (AEA) y el dcido
araquidénico (Montell, 2005a). También se ha descrito el papel del canal TRPV4 y su
implicacién en la vasodilatacion en respuesta a los dcidos epoxieicosatrienoicos (EETS)
(Earley, 2011). En procesos inflamatorios, TRPV4 actia como transductor en los noci-
ceptores de pequenos cambios en la osmolaridad, contribuyendo asi a la manifestacién
del dolor (Alessandri-Haber y col., 2005). Al igual que TRPV1 (del que hablaremos
mas en detalle en el siguiente apartado), TRPV4 estd directamente implicado con el
desarrollo de neuropatias periféricas en pacientes de cancer que reciben quimioterapia
(Alessandri-Haber y col., 2004).

3.3. TRPV1. Importancia fisiolégica y patologica y
mecanismos asociados

A pesar de activarse in vitro a temperaturas superiores a 42°C, TRPV1 no parece ju-
gar un importante papel fisiolégico en la deteccién de estimulos calientes puesto que, uti-
lizando una  estrategia genética, se ha mostrado que los ratones
TRPV1 KO responden de forma semejante a como lo hacen los animales silvestres a
estimulos calientes dolorosos (Caterina y col., 2000; Davis y col., 2000). Sin embargo, es
ampliamente aceptado que TRPV1 desempeiia un papel crucial en la hiperalgesia térmi-
ca asociada el dolor inflamatorio en modelos de dolor en animales como es la respuesta al
aceite de mostaza, a la carragenina o al adyuvante completo de Freund (CFA) o utilizan-
do antagonistas especificos del receptor (Caterina y col., 2000; Davis y col., 2000; Cate-
rina y Julius, 2001; Garcia-Martinez y col., 2006; Messeguer y col., 2006). En cuanto a su
papel en la hiperalgesia mecanica,
TRPV1 parece estar involucrado en su desarrollo de esta modalidad de dolor, aunque
tampoco esté directamente involucrado en la transducciéon de estimulos mecanicos
(Davis y Perkins, 1996; Hua y col., 1997; Kwak y col., 1998; Caterina, 2003).

TRPV1 se comporta como un integrador molecular tanto de estimulos fisicos como
quimicos, entre los que se encuentran varios componentes de la “sopa inflamatoria”, y
modula la excitabilidad de los nociceptores. Se considera que una excesiva actividad
de los receptores TRPV1, conseguida por un aumento de la actividad intrinseca del
receptor asi como por la mayor cantidad de receptores en la membrana, contribuyen de
forma importante a la sensibilizacién periférica y en consecuencia a la hipersensibilidad
térmica. Muchos estudios se han destinado a resolver la contribucién de los distintos
mediadores, las vias de senalizacién, dianas y mecanismos moleculares por los que se
modula la actividad de TRPV1 y son objeto de recopilacién en el siguiente apartado.
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3.3.1. Mecanismos de activaciéon y modulacion de la actividad de
TRPV1

TRPV1 se aislé mediante un método de expresiéon-clonacion a partir de una genoteca
de cDNA de DRGs de rata expresada en la linea celular HEK293 utilizando un ensayo
basado en la deteccién de incrementos de Ca?* intracelular en respuesta a un pulso
del vanilloide capsaicina (Caterina y col., 1997). Desde este trabajo seminal, se ha
demostrado que, ademads de activarse por capsaicina, TRPV1 lo hace en respuesta a
pH 4cido (pH<6), a otras substancias quimicas exdgenas como el vanilloide olvanil, la
resiniferatoxina (RTX), por capsinoides o por alcanfor, por agonistas endégenos como
la anandamida (AEA), N-oleoildopamina (OLDA), y por productos de la lipoxigenasa
como el LTB4 (Clapham, 2003; Dhaka y col., 2006).

Numerosas substancias se han descrito como antagonistas competitivos y no com-
petitivos de TRPV1 (Messeguer y col., 2006). El mas conocido de los antagonistas
competitivos es la capsazepina (CPZ) cuya aplicacién produce la inhibicién de la ac-
tivacion de TRPV1 por capsaicina e incluso por RTX (Bevan y col., 1992). Dentro de
los antagonistas no competitivos destaca el rojo de rutenio (RR) cuya accién provoca
el bloqueo del poro en todos los receptores de la familia de los TRPs (Amann y Maggi,
1991).

En la actualidad, ademés existen numerosos antagonistas de TRPV1 que se han
sintetizado quimicamente (Messeguer y col., 2006) y otros que se han obtenido a partir
de la modificacién de agonistas como son 6-yodo-norhidrocapsaicina (Appendino y col.,
2003) y el 5-yodo-RTX (Wahl y col., 2001).

Se puede inferir que los nociceptores pueden ser activados simultaneamente y sinérgi-
camente por varios estimulos nocivos térmicos y quimicos a través de
TRPV1 (Tominaga y col., 1998; Caterina y Julius, 2001; Clapham y col., 2001). Pre-
cisamente, temperaturas superiores a 42-43°C al igual que pH<6 son capaces de activar
directamente el canal in vitro. Sin embargo, la acidificacion del medio a pH ligeramente
acido sensibiliza el receptor a estimulos de capsaicina y disminuye el umbral de temper-
atura de 42°C a 37°C. Ademss, la activacién de TRPV1 tiene una ligera dependencia
del voltaje, que se mueve en el rango de voltajes no fisiolégicos pero tras la unién de
su agonista se desplaza a los voltajes fisiolégicos (Nilius y col., 2005).

En la figura 3.2 se muestra un esquema de los diferentes estimulos que integra el
receptor TRPV1 y que provocan su activacién y el consiguiente flujo de Ca?* al interior
de la célula.
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Figura 3.2: Representacion esquematica del canal TRPV1 como un
integrador térmico, fisico y quimico de estimulos nocivos. Diferentes
estimulos como la temperatura superior a 42°C, el pH &cido (pH<6),
compuestos quimicos como capsaicina, AEA, OLDA, provocan la acti-
vacion del canal lo que conlleva a la entrada de cationes (principalmente
Ca®") al interior de la célula.

Potenciacion de la actividad de TRPV1

Varios de los mediadores liberados durante una lesion o por inflamacién aumentan
la excitabilidad de los nociceptores mediante el incremento de la actividad de algunos
receptores y canales entre los que se encuentra TRPV1. Este aumento de la activi-
dad tiene lugar porque los nociceptores también expresan receptores especificos para
esos mediadores pro-inflamatorios que, a su vez, activaran determinadas cascadas de
senalizacion celular y alteraran la actividad de TRPV1 en forma de potenciacion de
la actividad. A corto plazo, la potenciacién de TRPV1 ocurre por la fosforilaciéon de
algunos aminoacidos diana del receptor TRPV1, incrementando asi la probabilidad de
apertura del receptor (P,) y modulando su tréfico a la membrana (Morenilla-Palao y
col., 2004; Tominaga y Tominaga, 2005) (figura 3.2).

La fosforilacién de TRPV1 por PKA, PKC, CaMKII modula desde la afinidad del
receptor por los vanilloides, a la potenciacién y/o la probabilidad de apertura del re-
ceptor. Por ejemplo, PGEs provoca la activacién de la cascada de cAMP/PKA que
previene la desensibilizacion de TRPV1 por fosforilacién directa (Adcock, 2009). BK
y SP activan la PLC que a su vez activa PKCe que también fosforila el receptor TR-
PV1 aumentando la P, del canal (Chuang y col., 2001). Igualmente, la fosforilacién de
TRPV1 por CaMKII también incrementa la P, del canal (Jun y col., 2003). Importan-
temente, existe un segundo mecanismo que facilita el aumento rapido de la actividad
del receptor que consiste en el incremento del niimero de receptores en la membrana
plasmética por translocacién desde un reservorio intracelular (Morenilla-Palao y col.,
2004; Zhang y col., 2005). Varios agentes como ATP, IGF-I y NGF pueden provocar la
exocitosis regulada de receptores provocando de esta manera la sensibilizacién de los
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nociceptores (Camprubi-Robles y col., 2009).

Ademds de la sensibilizacién a corto plazo (en minutos) de los nociceptores por una
modificacién post-traducional (por fosforilacién) o por exocitosis regulada, se puede
producir una sensibilizacién a largo plazo, que puede durar varios dias, por regulacién
post-transcripcional. Asi, por ejemplo, NGF y GDNF pueden inducir la expresién de
TRPV1 (y otros genes nociceptivos como SP, CGRP, BDNF, etc.) (Woolf y Costigan,
1999).

Las proteinas quinasas activadas por el mitégeno (MAPK) también participan en los
mecanismos que producen hipersensibilidad al dolor. Por ejemplo, el estrés celular y la
liberacion de citoquinas van a provocar la activacién de MAPK p38, mediada por NGF,
que produce un aumento en la expresién de TRPV1 en las neuronas nociceptivas (Ji
y col., 2002). Otra via de sensibilizacién es la mediada por MAPK ERK, cuya activacién
esta mediada por NGF y se produce tras una
estimulacién eléctrica y/o danina que provoca la entrada de Ca’T al interior de la
célula. Su activaciéon produce cambios a largo plazo debidos al aumento en la regu-
lacién y expresién de genes como son BDNF y NK-1 (Obata y col., 2004).

Disminucion de la actividad de TRPV1

Mientras que un aumento de la actividad de TRPV1 en la membrana plasmaética
se refleja en la aparicion de hiperalgesia, una disminucion de la actividad provoca el
efecto contrario, es decir, hipoalgesia o incluso analgesia.

Al igual que sucede con otros receptores activados por ligando, la exposicién pro-
longada de TRPV1 a su agonista capsaicina produce la desensibilizacién del mismo,
siendo la magnitud de ésta dependiente de la concentracién del agonista, del tiempo de
exposicién y del Ca?t extracelular (Cholewinski y col., 1993; Koplas y col., 1997). Ex-
isten diferentes tipos de desensibilizacién. Cuando la aplicacién del agonista se produce
de manera prolongada se considera aguda y se caracteriza por una pérdida réapida de
la activacion del receptor. En cambio, cuando se produce la administracién repetida,
se produce la denominada taquifilaxia, caracterizada por la disminucién progresiva de
la respuesta (Mohapatra y Nau, 2003).

Numerosos trabajos relacionan la desensibilizacién del receptor como la consecuen-
cia de la pérdida o degeneracion de fibras nerviosas (tanto mielinizadas como no mielin-
zadas) debida al efecto de capsaicina de una manera dosis dependiente (Nagy y col.,
1983; Cruz y col., 1997; Nolano y col., 1999; Szoke y col., 2002). Sin embargo, con-
centraciones bajas del agonista o exposiciones puntuales al agonista provocan la de-
sensibilizacién del receptor (Mohapatra y Nau, 2003) y una exposicién moderada tam-
bién produce endocitosis y transporte del receptor a los lisosomas donde es degradado
(Sanz-Salvador y col., 2012), lo que apoya la idea de que existen distintos niveles de
intervencién en la reducida actividad de TRPV1 en la membrana que van desde la
actividad del canal, al transporte y hasta la neurodegeneracion neuronal.
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3.3.2. Caracteristicas estructura-funcion de TRPV1

TRPV1 es una proteina integral de membrana de ~95 kDa que forma homotetrameros,
aunque también puede formar heterotetrameros con TRPV2 y
TRPV4 (Hellwig y col., 2005) y con TRPV3 (Benham y col., 2003). Las propiedades
funcionales de los heterotetrameros no difieren significativamente de aquellas de los
homotetrameros (Tominaga y Tominaga, 2005).

TRPV1 presenta al igual que los otros miembros de la familia de TRPs, una
topologia semejante a la de los canales de K dependientes de voltaje. El
dominio citosélico amino terminal de TRPV1 (Nt-TRPV1), que comprende los
aminodcidos 1 al 414, presenta 3 dominios de anquirina (aminoacidos 200 a 354) que
parecen jugar un papel clave en la tetramerizacién de las subunidades (Schindl y col.,
2007) y a través de los cuales interacciona con proteinas citosélicas y del citoesqueleto
(Sedgwick y Smerdon, 1999), lo que le permite formar complejos multiproteicos. Tam-
bién en este dominio se encuentran los sitios susceptibles a fosforilacién por PKA (S116,
S144 y T370), y defosforilacién por calcineurina (T370) (Tominaga y Tominaga, 2005).

En el lazo citosdlico entre TM2 y TM3 (aminoédcidos 498 a 513) se encuentra uno de
los lugares de unién de capsaicina (Jordt y Julius, 2002). Dicha regién fue delimitada
con el empleo de una serie de canales i6nicos quiméricos que contenian fragmentos del
receptor en aves (que son insensibles a capsaicina), en el contexto del receptor de rata
que si es sensible a capsaicina, y viceversa. Mediante el ensayo funcional en quimeras
progresivamente més pequenas se comprobd que mutaciones en el aminoacido Y511
eliminaban la capacidad de respuesta del receptor a RTX y capsaicina. Posteriores
modelos con diferentes especies ampliaron dicha regién a la zona comprendida entre
los aminodcidos L547 e 1550 (Gavva y col., 2004). También se encuentran los sitioa
susceptibles de fosforilacién por PKC (S502), y CaMKII (S502) (Tominaga y Tominaga,
2005).

El dominio citosélico carboxilo terminal de TRPV1 (Ct-TRPV1) contiene la caja
TRP entre los aminoacidos 684 al 721, una regién importante para la asociaciéon de las
subunidades facilitando la oligomerizacién de subunidades alrededor del poro (Garcia-
Sanz y col., 2004). También en este dominio citosélico se halla la regiéon que parece
proporcionar susceptibilidad a temperatura. Para llegar a esta conclusion, en el grupo
del Dr. Latorre se realizaron quimeras en las que intercambiaron el dominio C-term de
TRPV1 con el de TRPMS y observaron que la activacion de esta quimera se producia a
bajas temperaturas, mientras que la que tenia el esqueleto de TRPMS con un fragmento
de TRPV1 se activaba a temperaturas elevadas (Brauchi y col., 2006). Curiosamente,
se ha descrito que la exposiciéon a pequenas concentraciones de agonista o cambios en
el medio lipidico puede provocar cambios en el umbral de temperatura de activacién en
otros termo-receptores (Rohécs y col., 2005; Morenilla-Palao y col., 2009), mecanismo
que podria estar influenciado por cambios dindmicos en PIPs (Fujita y col., 2013), que
también se une en este dominio (Prescott y Julius, 2003). Por tltimo, también se han
descrito en este dominio los lugares de unién a CaM (Numazaki y col., 2003), a tubulina
(Goswami y col., 2007), los sitios de fosforilacién por PKC (T704 y S800) y CamKII
(T704) (Tominaga y Tominaga, 2005) e incluso un sitio de unién de vanilloides (E761)
(Pingle y col., 2007).
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En conjunto, se desprende de estos hechos que ambos dominios citoplasmaticos de
TRPV1, Nt-TRPV1 y Ct-TRPV1, intervienen en la interaccion del receptor con otras
proteinas (senalizadoras, de andamiaje y del citoesqueleto celular) u otros componentes,
todos ellos necesarios para el correcto funcionamiento y la regulacién de la funcién del
receptor.

Dominio de membrana. Las caracteristicas estructurales del poro determinan su
secuencia de permeabilidad a cationes, que es la siguiente: Ca?t>Mg*t>Nat~K*
~Cs*t (Caterina y col., 1997). Dentro del poro, existen varios aminoécidos cruciales
que determinan la sensibilidad del pH, destacan E600 y E648. Situado entre el filtro de
selectividad se encuentra T633, que es critico para la activacion del canal por pH &cido
(figura 3.3). Otros aminoacidos también implicados en la selectividad son D646 e Y671
(Garcia-Martinez y col., 2000).
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X CaMKil —_— 704 E—s——¢C
PHKC ——’__—__-_—__—*—_‘
a4 116 114 (CaM)

Figura 3.3: Modelo de la estructura de una subunidad del ho-
motetramero TRPV1 en la que se muestran los 6 dominios transmem-
brana, y los dominios intracelulares N-terminal y C-terminal. También
estan representados los residuos especificos de sensibilidad a capsaicina,
para la activacién por protones (E600 y E648), los residuos importantes
para su fosforilacién por proteina kinasas A y C (PKC Y PKA), Ca’"
calmodulina dependiente kinasa II (CaMKII), y la secuencia en el Ct-
TRPV1 conservada en todos los canales TRP (caja TRP). Las letras in-
dican los aminodcidos acido glutdmico (E), dcido aspartico (D), arginina
(R), metionina (M), serina (S), tirosina (Y) y treonina (T). Las letras en
amarillo representan las zonas de unién de los compuestos vanilloides.
La imagen ha sido modificada a partir de Tominaga y Tominaga (2005).

3.4. Importancia del signalplex como mecanismo
primario de senalizacion

Los receptores neuronales no existen como entidades independientes sino formando
parte de grandes complejos macromoleculares de proteinas que interaccionan, comple-
jos que se denominan generalmente signalplex, o transducisoma. La composicion de
estos complejos puede ser muy dindmica en el espacio y en el tiempo. Asi, acoplando o
acercando fisicamente los canales y/o receptores a elementos de senalizacién celular fun-
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cionalmente conectados (receptores, transportadores, quinasas, proteinas de andamiaje,
etc.) se logran unidades funcionales espacialmente restringidas que permiten un con-
trol ajustado y eficaz de algunos procesos como los que se enumeran a continuacién:
i) procesos de activacién/inhibicién de receptores, ii) transporte de/desde membrana
y iii) localizacién especifica en determinadas regiones de membrana (Montell, 2005b;
Beresewicz, 2006).

De hecho, segin se identifican nuevas proteinas que interaccionan o se profundiza
mas en el estudio de éstas, nos damos cuenta de que la funcién de los receptores se ve
modificada por las interacciones con otras proteinas. Por ejemplo, la activaciéon de unos
receptores puede influir en las propiedades de otros receptores (por ejemplo la activacién
de TRPA1 sobre la funcién de TRPV1 (Akopian y col., 2007)). Otros ejemplos mas
evidentes son los de la accién de fosfatasas y quinasas, aunque también debemos incluir
proteinas de andamiaje o del citoesqueleto.

Existen dos complejos supramoleculares que se consideran en la actualidad los
mejor caracterizados en sistemas neuronales que son: 1) el de los fotorreceptores en
la mosca, con el receptor trp (el primer miembro aislado de la familia de receptores
TRP), su homélogo TRPL, la proteina de andamiaje INAD y las proteinas de senal-
izacién rodopsina, PLC y PKC (figura 3.4) y 2) el del receptor NMDA con la proteina
MAGUK (Guanilato quinasas asociadas a membrana) PSD-95 en sinapsis excitatorias.

3.4.1. Signalplex de trp en fotorreceptores de Drosophila

En el caso de Drosophila, el descubrimiento del Signalplex fue muy importante para
el conocimiento de los mecanismos fundamentales para comprender la rapida activacién
de la cadena de fototransduccién (figura 3.4).

El principal componente de este complejo macromolecular es INAD (del inglés, in-
activation no afterpotential D), una proteina de anclaje compuesta por cinco dominios
PDZ. Para la retencién del canal TRP en los rabdémeros de los fotoreceptores es nece-
sario que esté presente INAD (Montell, 2005b). En este complejo también se encuentra
la PLC (denominada NORPA) y una PKC (denominada INAC). Estas tres proteinas
estdn siempre expresadas en el complejo y dependen de INAD para su localizacién y
la estabilidad de las proteinas. Aparte de éstas, también se pueden unir para formar
el complejo multiproteico rodopsina (Rh1), miosina III, otro canal de tipo TRP que
se denomina TRPL, calmodulina y la inmunofilina FKBP59 (Tsunoda y col., 1997;
Montell, 2005b). La retencién de estas proteinas en rabdémeros no depende de INAD
sino de TRP que en este caso no tiene funciones de canal.

La idea principal de este complejo es que el acercamiento de las proteinas de senal-
izacién al receptor y al canal permitird una respuesta rapida en respuesta a la luz. De
hecho las mutaciones en el sitio de unién de PKC a INAD, alteran la velocidad de ter-
minacién de respuesta a la luz (Adamski y col., 1998; Wes y col., 1999) aunque este no
sea el caso en el sitio de unién de TRP a INAD (Li y Montell, 2000). Alternativamente,
la formacion de estos complejos multiproteicos podria servir para compartimentalizar
las quinasas con sus substratos en un intento de lograr especificidad.
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TRP TRPL Rhodopsir},

Figura 3.4: Las proteinas necesarias para que se produzca la fototrans-
duccion en Drosophila se encuentrasn asociadas en un complejo denom-
inado signalplex de INAD. A la proteina de andamiaje INAD se van a
unir las proteinas TRP, PLC (NORPA) y PKC (INAC) que a su vez
van a favorecer la unién al complejo de rodopsina, calmodulina (CaM),
miosina ITI, TRPL y FKBP59 (FK). La unién de todas estas proteinas
constituye un macrocomplejo necesario para que Drosophila perciba y
reaccione ante estimulos de luz. Imagen obtenida de Montell (2005b).

3.4.2. Signalplex del receptor de NMDA

Los receptores NMDA estdan implicados directamente en los procesos de plasticidad
sindptica y memoria. LLos mecanismos moleculares que permiten su localizacién post-
sinaptica y las vias de senalizacién que los activan han sido objeto de extenso estudio, y
se ha llegado a la conclusién de que a través de sus dominios citosdlicos son capaces de
interaccionar con proteinas de anclaje entre las que destacan PSD95, SAP-120, KIF17
y LIN10 (Niethammer y col., 1996; Cuthbert y col., 2007; Lau y Zukin, 2007).

La interaccién del receptor NMDA con PSD95, que se produce a través del do-
minio C-terminal de NMDA con los primeros dominios PDZ de PSD95, promueve el
agrupamiento del receptor y su expresién en las membranas sindpticas, su anclaje al
citoesqueleto y el ensamblaje de complejos de transduccion de senales en los lugares
post-sinapticos (Husi y col., 2000; Roche y col., 2001). Ademads, tanto PSD95 como
SAP-102, que actian favoreciendo la unién de moléculas de senalizacién como nNOS
o PKA y PKC a los receptores NMDA, regulan la funcién, el nimero de receptores en
la zona de sinapsis y el ensamblaje de las subunidades. Precisamente, la potenciacién
de la actividad del canal debida a PKC se ve parcialmente reducida cuando PSD95
estd presente (Sattler y col., 1999; Lin y col., 2006). Por su parte, SAP-102 se en-
cuentra presente en las vesiculas de transporte que llevan el receptor a la membrana y
facilita tanto la insercién como la internalizacién del receptor en la membrana (Lau y
Zukin, 2007). Por dltimo, KIF17 junto con LIN10 forman un complejo que interviene
en el transporte de las vesiculas que contienen los receptores a las zonas de sinapsis
(Hirokawa y Takemura, 2005).
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Numerosas proteinas interaccionan a su vez con el complejo PSD95-NMDA, como
son la proteina asociada a guanilato quinasa (GKAP) y la proteina de andamiaje Shank.
GKAP interacciona directamente con PSD95 y se encuentra ampliamente expresada en
los lugares post-sindpticos donde forma parte del complejo PSD95/NMDA. Debido a
su estructura, y dado que también estd presente en otros complejos de interaccién canal
iénico/PSD95 como es el complejo Kv1.4/PSD95, también podria en este caso actu-
ar como adaptador permitiendo la interaccién de los acimulos de PSD95/NMDA a
otras proteinas (Kim y col., 1997). Por otro lado, Shank y cortactina interaccionan
también con NMDA/PSD95/GKAP: Shank se une al complejo a través del dominio
C-terminal de GKAP, y cortactina, proteina implicada en la regulaciéon de actina en
las regiones dindamicas de las células como son los conos de crecimiento de las neu-
ronas, se une a su vez a Shank. Los receptores de glutamato, efectores principales en la
transmisién sindptica excitatoria, se conectan con la actina del citoesqueleto a través
de estas proteinas (Naisbitt y col., 1999).
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Capitulo 4

Proteinas que interaccionan con
TRPV1 y posible papel sobre la
funcion del receptor

Numerosas proteinas se han descrito hasta el dia de hoy que son capaces de inter-
accionar con TRPV1. En la base de datos de la Mammalian TRansient receptor po-
tential channel-Interacting Protein (TRIP) (http://www.trpchannel.org/) organizada
por Shin y colaboradores de la Universidad de Corea, se recogen 76 proteinas obtenidas
bien por cribados de doble-hibrido en levaduras (Y2H, del inglés Yeast 2-Hybrid) o
bien por inmunopurificacién y posterior analisis por espectrometria de masas. De esas
76 proteinas se ha validado la interacciéon de unas 40 proteinas, de éstas solamente se
han caracterizado trece y han resultado en una consecuencia funcional sobre TRPV1
catorce proteinas (ver anexo I).

Como se ha mencionado en el anterior capitulo, la actividad de TRPV1 se puede al-
terar a corto plazo principalmente por la modificacién post-traduccional de la proteina
o por cambios en el transporte de la proteina. De hecho, dentro del listado con el inter-
actoma de TRPV1, uno puede inmediatamente localizar proteinas de senalizacién como
son las quinasas PKC, PKA, PI3K, CaMKII, etc., que fosforilan los dominios citoséli-
cos del receptor. Asimismo, se encuentran otros receptores de la familia TRP como
TRPA1, TRPV2 y TRPV3, y receptores de otras familias como el receptor purinérgico
P2X3. En cultivos primarios de DRGs, se ha comprobado la interaccion directa entre el
receptor P2X3 y TRPV1 que provoca una inhibicién en el segundo receptor (Stanchev
y col., 2009). Otros receptores que interaccionan con TRPV1 son el de de NGF, TrkA y
el receptor de NMDA (Chuang y col., 2001; Lee y col., 2012). Adema4s, se ha detectado
la interaccién con canales de K™ como son KCNQ2 y KCNQ3, dos canales que inter-
vienen regulando negativamente la excitabilidad neuronal. Curiosamente, mientras que
la interaccion de TRPV1 con KCNQ2 y KCNQ3 no produce ningin efecto funcional
aparente sobre TRPV1, la activacion de TRPV1 induce cambios en la probabilidad de
apertura, la disminuciéon de la amplitud de las corrientes asi como la insensibilidad a
determinados agonistas de KCNQ2 y KCNQ3 (Zhang y col., 2011). En conjunto, la
interaccién de TRPV1 con KCNQ2 y KCNQ3 favorece la hiperexcitabilidad neuronal
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en situaciones dolorosas.

Dentro del grupo de proteinas de andamiaje encontramos la proteina de anclaje a
proteina quinasa A (AKAP), una proteina encargada de guiar a PKA, PKC y calcineu-
rina a varios efectores, que tiene la capacidad de modular numerosos canales idénicos.
Se ha demostrado que TRPV1 y AKAP79/150 forman complejos de senalizacién ca-
paces de modular la sensibilizacién del receptor cuando se produce la liberacién de
mediadores inflamatorios (Zhang y col., 2008). Més recientemente se ha descrito que
AKAP79/150 facilita la formacién de un complejo de adenilil ciclasa (AC) con TRPV1,
cuyo efecto ultimo es eliminar la desensibilizacién del receptor producida por agonistas
adrenérgicos, mediada a su vez por PGEy y PKA (Efendiev y col., 2013).

Entre las proteinas de transporte podemos encontrar arrestina-2, que estaria involu-
crada en la maquinaria de internalizacién del receptor por la via de clatrinas (Por y col.,
2012). Ademés, tal como describié previamente nuestro grupo, TRPV1 interacciona con
proteinas SNARESs (del inglés “soluble NSF' attachment receptor”) que estan implicadas
en procesos de secrecién, fusiéon de membrana y trafico intracelular de proteinas. Es-
pecificamente, demostramos que TRPV1
interacciona con Sinaptotagmina IX (Syt IX) (Morenilla-Palao y col., 2004) y tam-
bién con Snapin, que a su vez interacciona con SNAP25 modulando la interaccién con
Syt IX (Huang y col., 2002). El propésito de la interaccién de TRPV1 con proteinas
SNARE parece ser la rdpida modulacién en la cantidad de receptor expresado en la
membrana plasmatica mediante translocacién de vesiculas, por exocitosis regulada, que
contienen TRPV1. La exocitosis por las proteinas SNARE estarfa a su vez promovida
por la activacién de PKC (Morenilla-Palao y col., 2004). Posteriormente, describimos
que en nociceptores esta movilizacién es dependiente de la actividad del receptor en
respuesta a algunos, no todos, los componentes liberados de la “sopa inflamatoria”
(Camprubi-Robles y col., 2009).

En el mismo cribado de Y2H, nuestro grupo identificé y aisl6 otra proteina que po-
tencialmente interaccionaba con el receptor TRPV1: la Proteina Asociada al Receptor
GABA 4 ( en inglés abreviada como GABARAP) (Lainez y col., 2010), en la que se ha
centrado particularmente este trabajo.

4.1. Proteina Asociada al Receptor GABA 4
(GABARAP)

En 1999, se describié por primera vez GABARAP utilizando como cebo la sub-
unidad gamma ~2 del receptor GABA,4 (GABA4R) en cribados de Y2H, (Wang y
col., 1999). Dicha interaccién se reprodujo posteriormente in vitro y ex vivo utilizando
extractos de cerebro, y se confirmé que la unién era especifica con la subunidad ~ del
receptor (Nymann-Andersen y col., 2002).

GABARAP es una proteina citosdlica de 117 aminoécidos, que tiene un peso molec-
ular de aproximadamente 16 kDa, y su secuencia de aminoécidos se encuentra altamente
conservada entre distintas especies (Wang y Olsen, 2000). La estructura cristalina de
la proteina humana ha sido determinada con una resolucién de 1.6A, resultando estar
compuesta por dos dominios: un dominio C-terminal que comprende los aminoédcidos 36
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a 117 y es estructuralmente similar a ubiquitina, y un dominio N-terminal (aminoécidos
del 1 al 36). Presumiblemente, GABARAP existe en dos conformaciones: una forma
monomérica, presente cuando la proteina se encuentra a bajas concentraciones tan-
to de proteina como de sales y en la que no se hallaria asociada a otras proteinas, y
otra forma oligomérica estabilizada con altas concentraciones de sales. En estas tltimas
condiciones, el dominio hidrofébico de la proteina estaria ma&s expuesto y la proteina
serfa capaz de interaccionar con otras proteinas, como por ejemplo tubulina (Coyle y
col., 2002).

El dominio N-terminal de GABARAP estd altamente cargado, con cargas
positivas, y contiene una secuencia similar a la cadena ligera de MAP1A y MAP1B, dos
proteinas asociadas a microtibulos (MAP). De los 36 aminodcidos
correspondientes al N-terminal de GABARAP, s6lo 22 son necesarios para la unién
a tubulina (Wang y Olsen, 2000). La unién de GABARAP con tubulina se debe a
interacciones iénicas ya que concentraciones salinas altas (400 mM) la inhiben. Hasta
ahora no se ha observado una interaccién directa entre GABARAP y actina (Wang y
Olsen, 2000).

GABARAP se encuentra mayoritariamente en compartimentos intracelulares como
son el aparato de Golgi, el reticulo endoplasmatico y cisternas post-sindpticas (Kittler
y col., 2001). Curiosamente, GABARAP es homologo a la proteina pl6 (posteriormente
denominada GATE-16, de Estimuladora de ATPasa asociada a Golgi), descrita como
un factor esencial de transporte de proteinas en la red intra-Golgi (Legesse-Miller y
col., 1998).

A nivel funcional, GABARAP parece promover el agrupamiento de GABA 4R y su
trafico a la membrana (Chen y col., 2000). La coexpresién de GABARAP resulta en
una menor afinidad de GABA 4R por su agonista GABA y una menor desensibilizacién
del receptor, lo que se traduce en una rapida deactivacién a concentraciones altas,
y una lenta desensibilizacién a concentraciones bajas de GABA (Chen y col., 2000).
GABARAP se considera que esta involucrada en el transporte de receptores GABA 4R
en ciertas condiciones, aunque no estd implicada en el anclaje directo del receptor a
la membrana, puesto que este papel lo desempena gefirina (Kneussel y col., 2000), que
forma superestructuras oligoméricas debajo de las zonas de sinapsis (Tretter y col.,
2012). Tal como muestra el modelo ilustrado en la figura 4.1, GABARAP estarfa impli-
cada en el transporte de gefirina y los receptores GABA 4 a la membrana plasmatica,
ya que estas tres proteinas se encuentran asociadas en vesiculas intracelulares. La dis-
minucién en la afinidad del receptor a GABA se explicaria por la propia asociacién de

GABA 4R al citoesqueleto y a los actiimulos que se forman en la membrana del complejo
GABA 4R/Gefirina/ GABARAP /tubulina (Kennedy, 2000).
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Figura 4.1: La unién entre el receptor GABA 4, gefirina, GABARAP y
tubulina es necesaria para el agrupamiento del receptor en la membrana
plasmatica en las zonas de sinapsis. La interaccién entre GABARAP y
el receptor GABA,4 produce un aumento en la expresiéon del receptor
en la membrana y promueve la aparicién de acimulos del mismo, lo
que produce una disminucién en su afinidad a GABA. La presencia de
gefirina es necesaria para que se produzca el anclaje del receptor en la
membrana. Imagen obtenida de Kennedy (2000).

Aparte de las proteinas mencionadas anteriormente, diferentes trabajos demuestran
la interacciéon de GABARAP con otras proteinas, como son NSF (Kittler y col., 2001),
los receptores de transferrina (Coyle y Nikolov, 2003), p130 (Kanematsu y col., 2002)
y los receptores de angiotensina II tipo 1A (AT R) (Cook y col., 2008). En todos es-
tos casos, GABARAP estd implicada en su transporte. En el caso de los receptores
AT R, por ejemplo, péptidos capaces de penetrar en la célula cuyas secuencias rep-
resentan regiones del dominio citoplasmaético relacionados con la unién a GABARAP
han permitido bloquear la interaccién AT;R/GABARAP, resultando en una reduccién
intracelular de AT R y menor tréafico a la membrana plasmética (Vitko y col., 2011).

GABARAP presenta una elevada homologia de su secuencia con proteinas que tam-
bién estan relacionadas con el trafico de receptores u otras proteinas a la membrana
plasmatica o entre compartimentos intracelulares, a través de su interaccién con el
citoesqueleto. Por ejemplo, presenta gran similitud a GEC-1 (cuya similitud es del
87 %) (Mansuy y col., 2004), GABARAPL3 y GABARAPL4 (Bavro y col., 2002). Por
otro lado, su secuencia se asemeja a la de GATE-16 (Tanida y col., 2003; Schwarten y
col., 2009) por lo que se ha sugerido que GABARAP podria estar implicada en otras
funciones como la autofagia, sin embargo, en este trabajo no se incidird en este posible
aspecto de su funcién.
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4.2. Tubulina

Tubulina pertenece a una familia de proteinas de aproximadamente 55 kDa formada
principalmente por las tubulinas a,3 y -, siendo el heterodimero af la subunidad es-
tructural de los microtibulos (Nogales y col., 1998). El dominio C-terminal de tubulina
estd cargado negativamente y estd muy expuesto, lo que le confiere la propiedad de
interaccionar facilmente con muchas proteinas (Goswami y col., 2007).

En 2004, Goswami y colaboradores describieron la interaccién de TRPV1 y tubu-
lina a través del dominio C-terminal del receptor. Especificamente, puntualizaron que
la unién a a-tubulina era dependiente de Ca?* extracelular mientras que la unién a
B-tubulina era independiente de la presencia del catién (Goswami y col., 2004). Pos-
teriormente observaron que en las células transfectadas con TRPV1 se producia un
aumento en la acumulacién de tubulina en regiones de membrana y en el MTOC (Cen-
tro Organizador de Microtiibulos) (Goswami y col., 2006). En un trabajo posterior cu-
riosamente observaron que la activacién del receptor provocaba una desestabilizacion
de los microtibulos y la aparicién de varicosidades a lo largo de las neuritas, con la
posterior inhibicién de la extensién y movilidad neuronal (Goswami y Hucho, 2007), lo
que atribuyeron al desensamblaje de los microtibulos (Goswami y col., 2006).

La unién de TRPV1 a tubulina se ha acotado a dos regiones béasicas del dominio
C-terminal de TRPV1, entre los aminoacidos 710-730 y 770-797 (Goswami y col., 2007).
Aunque existen pequenas diferencias de secuencia entre especies, la distribucién de los
residuos cargados positivamente esta altamente conservada (Sardar y col., 2012). Los
dos sitios descritos de unién de tubulina al dominio C-terminal de TRPV1 se encuen-
tran muy cerca de regiones funcionalmente muy importantes para el receptor como son
el dominio de tetramerizacion, los lugares de fosforilacién de CamKII (S702) y PKCe
(S800), los sitios de unién de PIPy (aminodcidos 778 a 819) y calmodulina, y uno de los
sitios de activacién requerido por RTX y capsaicina (761) (figura 4.2). Que los sitios de
unién a tubulina se encuentren tan cerca de regiones que son muy importantes para las
diferentes funciones del receptor podria provocar la alteracién de dichas propiedades
cuando ambas proteinas interaccionan. Asi, por ejemplo, la fosforilacién de S800, que
produce una potenciacién de la respuesta de TRPV1, también reduce un 22 % la unién
de tubulina al receptor. Ademas, se ha observado que la fosforilacién de S800 es tam-
bién necesaria para la desestabilizaciéon de microtibulos por estrégenos (Goswami y
col., 2011). En conjunto, estos datos reflejan que el dominio C-terminal de TRPV1
tiene un efecto estabilizador sobre los microtibulos (Goswami y col., 2006).
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Figura 4.2: El dominio C-terminal de TRPV1 contiene estructural-
mente y funcionalmente residuos y regiones importantes para el
correcto funcionamiento del receptor. Las flechas indican los
diferentes residuos de fosforilacién de CamKII (S702), PKA (S774),
PKCe (S800), PKC (S820) y los corchetes los dominios importantes.
Los nuimeros en verde representan la longitud en aminoacidos de toda
la regién, las areas verdes representan las regiones de unién de tubuli-
na. El simbolo rosa indica el lugar de activacion de resiniferatoxina y
capsaicina (761) (Goswami y col., 2011).

En el trabajo que aqui se presenta abordaremos la caracterizacién in vivo y ex
vivo entre TRPV1 y GABARAP, asi como la repercusién funcional que tal interaccion
podria tener sobre la funcién del receptor. Para ello se utilizaran sistemas de expresién
heterdloga y cultivos primarios de neuronas de DRGs, y extractos proteicos bacterianos
y de cerebro. Dado que tubulina interacciona tanto con TRPV1 como con GABARAP,
también nos proponemos dilucidar el papel que ejerce esta proteina del citoesqueleto
en la posible asociacién de GABARAP a TRPV1, para lo que emplearemos el agente
citostatico taxol.
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Debido a la implicacién e importancia de TRPV1 en la regulacién de numerosos
procesos fisiolégicos del organismo, la finalidad de este proyecto de tesis doctoral ha
sido el estudio de la interacciéon entre TRPV1 y GABARAP. Proponemos inicialmente
verificar utilizando diferentes aproximaciones experimentales la interacciéon de ambas
proteinas TRPV1 y GABARAP, y determinar los dominios proteicos involucrados en
dicha asociacién. Una vez confirmados se pretende abordar las consecuencias funcionales
sobre el receptor de dicha unién, si los hubiere, asi como la influencia de su asociacién
a citoesqueleto, empleando el agente estabilizador de la dindmica de microtibulos, el
citostatico taxol, sobre la expresion y funcién del receptor.

Especificamente, los objetivos se desglosan en las siguientes etapas:

1. Confirmar la interaccién de TRPV1 y GABARAP y determinar la unién de los
dominios entre ambas proteinas. Para ello, se realizardan ensayos de arrastre de
proteinas y de FRET para corroborar dicha unién y para esclarecer la posible
implicacién de los distintos dominios citosélicos para asociarse a la otra proteina.

2. Estudiar si la interaccion de GABARAP provoca alteraciones en la funcién y la
distribucion del receptor. Para ello, estudiaremos la expresién del receptor en la
membrana cuando es co-expresado junto a GABARAP y evaluaremos si resulta
en alteraciones en el transporte y en la activacién del receptor en respuesta a
diferentes estimulos.

3. Investigar la naturaleza de los aciimulos de TRPV1 en la membrana consecuencia
de la co-expresién con GABARAP. Se evaluara la estabilidad y las caracteristicas
funcionales de TRPV1 tras la potencial intervencién farmacolégica sobre estos
acumulos de membrana.

4. Evaluar los cambios de expresion de TRPV1 y funcionales asociados al
tratamiento agudo con el citostatico taxol para proponer un mecanismo adicional
responsable de la hiperalgesia asociada a algunos citostaticos.
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Capitulo 5

Materiales y Métodos

5.1. Modelos celulares utilizados

5.1.1. Lineas celulares procariotas
5.1.1.1. Cepas bacterianas
Las cepas bacterianas utilizadas pertenecen a la especie Escherichia coli y se de-

scriben en tabla 5.1.

Tabla 5.1: Tabla resumen de las cepas bacterianas utilizadas en este
trabajo donde se indica el nombre, genotipo y el uso dado para cada
una de ellas.

Nombre Genotipo Uso

cepa

Bl-21 F- dem ompT hsdS(rB-mB-) gal Expresién de proteinas
[malB+]K-12(AS)

C41 F— ompT gal dem hsdSB(rB- mB-) Expresién de proteinas
(DE3)

DB3.1 F- gyrA462 endAl glnV44 A(srl- Propagacién de pldsmido

recA) merB mrr hsdS20(rB-, que contienen el operén
mB-) arald galK2 lacYl proA2 ccdB
rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtll

X1-Blue endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl Propagacién de pldsmidos
relAl lac glnV44 F’ para la obtenciéon de ADN

5.1.1.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados de forma habitual para el crecimiento bacteriano
se detallan a continuacién (tabla 5.2).
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Tabla 5.2: Tabla resumen de la composicién de los medios utilizados
para crecer las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo donde se
indica el nombre, la composicién y el uso general para cada uno de

ellos.

Nombre Genotipo Uso

cepa

LB 10 g/1 NaCl, 10g/1 triptona y 5 g/l Crecimiento de bacteria
de extracto de levadura en agua des- para la obtencion de ADN
tilada. pH 7.4 con NaOH

2xYT 5 g/l NaCl, 16 g/1 tristona, 10 g/l de  Crecimiento de bacte-
extracto de levadura en agua desti- rias para expresién de
lada. pH 7 con NaOH proteinas

5.1.2. Modelos celulares eucariotas
5.1.2.1. Lineas celulares

Se utilizaron tres lineas celulares que fueron:

= HEK293, del inglés Human embryonic kidney ATCC CRL-1573. Proceden de
células renales embrionarias humanas (Graham y col., 1977).

= F11, ATCC HB-11761. Proceden de la fusién de neuroblastoma de ratén de la
linea N18TG-2 y neuronas de los ganglios dorsales de la médula de ratas embri-
onarias (Fan y col., 1992).

= SH-SY5Y, ATCC CRL-2266, es una linea celular procedente de neuroblastoma
humano (Biedler y col., 1978).

5.1.2.2. Medios de cultivo, procedimiento general

» Células HEK293, crecieron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Fagle’s Medi-
um, Sigma-Aldrich) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS) de Gibco,
2 mM de L-glutamina de Gibco, 100 U/ml penicilina y 100 ug/ml estreptomicina
(P/S) de Gibco.

» Células F11. Cedidas por el laboratorio del Dr. Tim Hucho (Departamento de
Genética Molecular Humana. Instituto Max Planck, Berlin, Alemania), crecieron
en medio F-12 HAM’S (Sigma-Aldrich) suplementado con 20% FBS, 1% L-
glutamina, 1% P/S y 1% suplemento HAT (Sigma-Aldrich).

» Células SH-SY5Y. Se cultivaron en medio 1:1 (v/v) DMEM: F-12 HAM’S, 15%
FBS, 1% P/S y 1% L-Glutamina.

Todas las lineas celulares se mantuvieron a 37 °C y 5% COs en incubadores HEPA
CLASS 100 (Thermo Electron corporation). Para expandirlas se utiliz6 tripsina-EDTA
al 0.25 % durante 1 min a 37 °C.
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5.1.3. Aislamiento y cultivo primario de los ganglios raquideos
(DRG) de rata neonatales o adultas

Para la obtencién de las DRGs se emplearon ratas neonatales (de 1-3 dias), o adultas
(cepa Wistar) que fueron sacrificadas mediante decapitacién o asfixiadas con COg re-
spectivamente. Para la extraccién, primeramente se aislé la médula espinal y posterior-
mente se extrajeron todas las DRG posibles (aproximadamente 35 de cada animal) que
fueron inmediatamente transferidas a 2 ml de solucién salina (PBS). Los troncos neu-
ronales y el tejido conectivo fueron eliminados y las DRG se transfirieron a 1 ml de medio
DMEM suplementado con 0.25 % de colagenasa tipo IA (Sigma-Aldrich), durante 1 h en
un incubador humidificado (a 37 °C, 5% COz). Transcurrido dicho tiempo, los ganglios
se lavaron dos veces con 10 ml de medio A (DMEM conteniendo 10 % FBS al, 1% P/S
1% L-glutamina) y se resuspendieron en 2 ml de medio A. Mediante una disgregacién
mecanica con pipetas pasteur de diferentes grosores se obtuvo finalmente una mejor sus-
pension celular. A
continuacién, se realizé6 una ultima centrifugacién a 1000 rpm durante 5 min y el
pellet resultante se resuspendi6 en 1-1.5 mL de medio B (Medio A suplemetado con
50 ng/mL NGF (Promega) y 1.25 ug/mL citosina arabinosido (Sigma-Aldrich). Una
vez aisladas las DRGs, se sembraron en cubreobjetos redondos de vidrio (de 25 mm
de didmetro, grosor 0, Knittel glésser) previamente pre-tratados con poli-L-ornitina
10 pg/ml (Sigma-Aldrich) durante 30 min a 37 °C, y posteriormente con laminina
(Sigma-Aldrich) durante toda la noche. Todos los experimentos se realizaron en cul-
tivos mantenidos 3 dias in witro.

5.2. Meétodos de Biologia Molecular

Los métodos basicos de manipulacién de ADN utilizados en el presente trabajo son
convencionales y se realizaron segtn se describen en los manuales clasicos de biologia
molecular (Sambrook y col., 1989).

5.2.1. Clonaciéon de TRPV1 en diversos vectores

El ADNc del receptor TRPV1 silvestre (TRPV1wt) de rata fue cedido por el Dr.
David Julius (Departamento de Fisiologia, Universidad de California San Francisco,
Estados Unidos).

5.2.1.1. Generacién del pliasmido de expresién de YFP-TRPV1/pCINeo
para expresion en lineas celulares de mamifero

Con objeto de poder controlar facilmente la expresién y la localizacion subcelular
del receptor, decidimos construir una proteina de fusién conteniendo la proteina flu-
orescente amarilla YFP ubicada en el extremo N-terminal de TRPV1. Para ello, se
cloné TRPV1wt entre los lugares de restricciéon Hind IIT (5’) y Sal I (3’) del plasmido
pEYFP-C1 (Clontech) incorporando estos sitios de restriccién mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y utilizando los oligonucleétidos y el ciclo de PCR que
se describen a continuacién (tabla 5.3).

49




5. MATERIALES Y METODOS

Tabla 5.3: Oligonucledtidos utilizados para clonar TRPV1 silvestre en
el plasmido pEYFP-C1 en direcciéon 5’-3’. La columna de la derecha
representa el ciclo de PCR que se utilizé para amplificar el ADN.

Nombre primer Secuencia (5’ a 3) 92° 307

92° 10”7
H3TRPV1 CTCAAGGCTTCGATGGAACAACGGGCTAGCTTA | 37° 307 x5
68° 2’

92° 307
SalTRPV1 ACCGTCGACTTATTTCTCCCCTGGGACCAT 50° 30° x25
68° 2’

Para la realizacion de las PCR se utiliz6 siempre un termociclador “Mastercycler”
(Eppendorf, Alemania). Las condiciones de cada PCR se adaptaron a las necesidades de
molde y cebadores, y se describen en las tablas que muestran dichos experimentos. La
temperatura de hibridacién de los oligonucleétidos en cada amplificacion fue calculada
y adaptada empiricamente.

5.2.1.2. Generacion de los plasmidos de expresion de
YFP-TRPV1/pTREHyg y TRPV1/pTREHyg para expresion

inducible por doxiciclina en lineas celulares de mamifero

Para facilitar el proceso de clonacién, en algunos casos decidimos utilizar el sistema
Gateway™ (Invitrogen) que se basa en el uso de la integrasa lambda para recombinar
la secuencia codificante de interés flanqueada por sitios de recombinacién attL1 y attL2
con los sitios attR1 y attR2 del vector de destino de interés (figura 5.1). Como resul-
tado de esta recombinacion se produce un intercambio de la secuencia codificante de
interés junto con un casete conteniendo el gen ccdB, citotoxico, en el vector de destino.
Las bacterias recombinantes pueden ser por tanto seleccionadas positivamente por su
resistencia a ampicilina y negativamente por pérdida del gen ccdB.

ccdB ccdB
attll attl2 Rl 'a.attRz LR clonasa . 1.A.att82 - =
wia |+ | ewe | — il B
BP clonasa "
Karf A;?pﬂ ﬂ';Pq H™

Figura 5.1: Esquema resumen de la reaccién LR clonasa. Mediante el
intercambio de los fragmentos comprendidos entre las regiones attL1 y
attL2 del plasmido de entrada y attR1 y attR2 del plasmido de des-
tino se obtiene el gen de interés clonado en el plasmido de expresion
correspondiente.

En este sistema se emplea una construccién de entrada pENTR/D-TOPO (Invitro-
gen), un vector lineal que contiene la secuencia GTGG compatible con una secuencia
insertada en el producto de PCR y que se utiliza como lanzadera durante la posteri-
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or recombinacion. En nuestro caso particular, TRPV1wt e YFP-TRPV1 se clonaron
en pENTR/D-TOPO, con los oligonucleétidos TopoTRPV1+ y pENT-YFPTRPV1+
utilizando el programa que se describe en la tabla 5.4.

Tabla 5.4: Oligonucleétidos utilizados para clonar los ADNc de
TRPV1 silvestre e YFP-TRPV1 en el plasmido de entrada del sis-
tema Gateway, pENTR/D-TOPO, en direccién 5-3’. La columna de
la derecha representa el ciclo de PCR que se utilizé para amplificar el

ADN.
Nombre primer Secuencia (5’ a 3°) 020
TopoTRPV1+ | CACCATGGAACAACGGGCTAGCTTAGACT %i é% -
PENT-YFPTRPV1+ |  CACCCTACCGGTCGCCACCATGGTG | J5 %
TRPV1- TTATTTCTCCCCTGGGACCATCGGAATC | "0 %0 (%

5.2.1.3. Transformacién del plasmido pTRE-2hyg en plasmido de destino

En el siguiente paso, modificamos el pldsmido pTRE2hyg (Clontech) en plasmido
de destino para utilizarlo en el sistema Gateway’™, que denominamos pTRE2hyg-
DEST, anadiendo para ello la secuencia attR1-ccdB-CmR-~attR2 contenida en todos los
plasmidos de destino, en el que CmR es el gen de resistencia a cloranfenicol. La secuencia
de attR1-ccdB-CmR-~attR2 se amplific6 por PCR mediante primers que insertaban en
ambos extremos las secuencias de las enzimas de restriccion Mlu I y Eco RV flanqueando
ambos extremos. Los oligos y el ciclo de PCR utilizados para amplificar dicha regién
mediante PCR se describen en la tabla 5.5.

Tabla 5.5: Oligonucledtidos (5’-3’) utilizados para amplificar por
PCR la region attR1l-ccdB-CmR-attR2 del plasmido de destino
pT-REX-DEST-31.

Nombre primer Secuencia (5’ a 3°) 920 2

92° 30”
Mlu-attR1+ AGAATCACGCGTACAAGTTTGTACAAA | 33° 307 x5
68° 2’

92° 307

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 48° 30” x25
68° 2’

El segmento amplificado por PCR se insert6 en pTRE2hyg y los clones resultantes
se analizaron inicialmente por los patrones de digestién y posteriormente se secuencia-
ron. Se recombiné pTRE2hyg-DEST con TRPV1wt en pENTR/D-TOPO y con YFP-
TRPV1 en pENTR/D-TOPO con lo que obtuvimos los pldsmidos de destino adecuados
para realizar las lineas celulares doblemente estables e inducibles.
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5.2.1.4. Generacion de los plasmidos de expresién GST-NtTRPV1 y
GST-CtTRPV1 para expresiéon en procariotas

El pldsmido para expresion en bacterias del dominio Ct-TRPV1 fusionado a GST,
GST-CtTRPV1, fue cedido por el Dr. Antonio Ferrer Montiel (Universidad Miguel
Hernéndez de Elche). El dominio Nt-TRPV1 se cloné en el pldsmido pGEX-4Ti (GE
Healthcare). Para ello, se amplificé por PCR introduciendo las secuencias de las en-
zimas de restriccion BamHI y EcoRI en los extremos 5 y 3’, respectivamente. Los
oligonucldtidos y el programa de ciclos de PCR, utilizados para amplificar dicha regién
se describen en la tabla 5.6.

Tabla 5.6: Oligonucleétidos (5°-3’) utilizados para amplificar por PCR
el dominio Nt-TRPV1 e introducir en sus extremos las secuencias de
las enzimas de restriccion BamHI y Xhol.

Nombre primer Secuencia (5’ a 3’) 92¢ 2

92° 10”
BamHITRPV1+ | ATTATAGAATTCTAATGGAACAACGGGCTAGCTTAGACT | 37° 30” x5
68° 2’

92° 307
EcoRINtTRPV1 CTTAAGATTACTGGACGTGGCCAGGAAGACCGAC 50° 30” x25
68° 2’

5.2.2. Clonaciéon de GABARAP en diversos vectores

5.2.2.1. Clonacién de GABARAP y los fragmentos amino y carboxi
terminal para expresiéon como proteinas de fusién a GST en
procariotas

Los oligonucledtidos y el ciclo de PCR utilizados para clonar GABARAP y sus
fragmentos N-terminal (aminoécidos 1 a 36) y C-terminal (aminodcidos 37 a 112) en el
plasmido de expresién en procariotas pGEX-4T1 se describen en la tabla 5.7. Mediante
PCR se amplificaron las secuencias de las regiones de interés y se anadieron a sus
extremos las secuencias de las enzimas de restriccion BamHI y Xhol, respectivamente.

Tabla 5.7: Oligonucleétidos (5’-3’) utilizados para amplificar por
PCR GABARAP y sus dominio N-term (A37-112) y C-term
(A1-36) e introducir en sus extremos las secuencias de las enzimas de
restriccion BamHI y Xhol.

Nombre primer Secuencia (5’ a 3°) 92° 307
GABA+ CCTGTCCAGCCCGGATCCCGGGAGG 50° 30”
GSTGABARAP- CCGCTCGAGTCACAGACCGTAGACACT 68° 2’ x25
GSTGABARAP CGTTAAGGATCCAGGATGAAGTTC 92° 10”
37-112GGABREV AAACTCGAGTCAAGCCTTTTCT 37° 30”
ACTATCACCGGCAC 68° 2’ x5
1-36GGABFOR | CGTGGATCCATGGCTCGGATAGGAGACCTG | 92° 2’
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5.2.2.2. Clonacién de GABARAP para expresion como proteinas de
fusién a CFP e YFP en lineas celulares de mamifero

Con el objeto de controlar la expresion y la localizacion celular de la proteina de an-
damiaje, decidimos construir una proteina de fusion de GABARAP con la proteina fluo-
rescente azul CFP y otra con la proteina fluorescente amarilla YFP ambas en su extremo
N-terminal. Para ello se clon6 GABARAP entre los lugares de
restriccion HindIIl y BamHI de los pldsmidos de restriccion pECFP-C1 vy
pEYFP-C1 (Clontech) mediante PCR y utilizando los oligonuceétidos que se describen
a continuacion (tabla 5.8). Estas clonaciones fueron realizadas por Mari Carmen Lidén.

Tabla 5.8: Oligonucleétidos (5°-3’) utilizados para amplificar por PCR
el dominio Nt-TRPV1 e introducir en sus extremos las secuencias de
las enzimas de restriccién BamHI y Xhol.

Nombre primer Secuencia (5’ a 3°) 94° 2’
HindITI-GABARAP+ | GTGCAAGCTTGGATGAAGTTCGTG Z‘; 38 s
BamHI-GABARAP- | GCAGGATCCTAGACCGTAGACACT g; ;

5.2.3. Extraccion de ADN genémico y amplificacion por PCR

El pellet celular se resuspendié en 500 ul de tampén de lisado (en mM: 50 Tris pH
8,100 EDTA, 100 NaCl y 1% SDS més 0.4 mg/ml de Proteina K), y se incub6 toda la
noche a 55 °C. Al dia siguiente se extrajo con 500 pl de fenol/cloroformo/isoamilalcohol
(25:24:1) durante 30-60 min, y posteriormente se precipité con isopropanol. El resul-
tante se resuspendié en 200 pl de TE (10 mM Tris pH 8.0 con HCl, 1 mM EDTA). La
presencia de TRPV1 se determiné por PCR.

5.3. Transfeccion e infeccién de lineas celulares y DRGs

5.3.1. Transfeccion de lineas celulares y DRGs

Para expresién de las distintas proteinas en lineas celulares, las células se sembraron
y se dejaron crecer en monocapa hasta alcanzar una confluencia del 85 % aproximada-
mente. A continuacién se transfectaron transitoriamente empleando Lipofectamine 2000
(LF2000, Invitrogen) o JetPei (PolyPlus) siguiendo las recomendaciones del fabricante
(proporcién 1:2 pg DNA: ul de lipofectamina o solucién de JetPei). Pasadas 4h de
la transfeccién con LF2000, se cambié el medio de cultivo y se esper6é 48h antes de
comenzar el ensayo. Siempre se emplearon en la realizacién de los experimentos, pases
celulares inferiores a 20.

Para la transfeccién en DRGs, una hora antes de comenzar la transfeccién el medio
de los pocillos fue retirado (se guard6 para su posterior uso) y se reemplazé por medio
MEM. Para cada pocillo se utilizaron entre 2-3 pug de ADN en 35 ul de agua, a lo que
se le anadi6é 5 pl de 2,5M CaCly. Mientras se burbujeaba la mezcla, se anadieron gota
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a gota 40 pl de 2X HBS (150 mM NaCl y 20 mM HEPES) a pH 7. Posteriormente se
incub6 a oscuras durante 25 min y se anadié al cultivo, se incub¢ a 37 °C durante 45-75
min, y se realizaron dos lavados con medio completo. Finalmente se anadié el medio
que se habia retirado al inicio. Los ensayos se realizaron transcurridas 48 horas.

5.3.2. Pruebas de infeccién con el virus adenoasociado que expresa
YFP-TRPV1

El stock de adenoasociado tenfa una titulacién de 9,3210° unidades de infeccién
(UI)/ml. Células SH-SY5Y se infectaron cuando se encontraban a un confluencia de un
80 % aproximadamente con 250 y 500 MOI més polibreno a una concentracion final de
1 pg/ml. Las mejores condiciones de expresién se obtuvieron al cabo de 72 h con 250
MOIL.

5.4. Generacion de las lineas celulares HEK293 y F11
doblemente estables e inducibles que expresan
TRPV1 silvestre o la proteina de fusién fluorescente

YFP-TRPV1

Para la realizacion de las lineas doblemente estables e inducibles se emple6 el sistema,
avanzado Tet-On (Clontech). Este sistema utiliza dos pldsmidos: un pldsmido regulador,
pTet-On que contiene como proteina reguladora Tet “reverso”, rTetR, que produce una
proteina de fusién (rtTA). rtTA sélo se puede unir al promotor del segundo pldsmido
del sistema, el plasmido de expresion pTRE2hyg, en presencia de doxiciclina (DOX).
Dicha unién activa la transcripcién del gen de interés, en nuestro caso TRPV1 (figura
5.2). El nivel de expresion de la proteina de interés depende de la presencia y tiempo
de incubacién de las células a DOX, lo que nos permite tener una expresién controlada
de la misma.
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Figura 5.2: Representacion esquematica del sistema avanzado pTet-On.
Brevemente, rtTA se une a TRE (que estd al lado del promotor CMYV)
en presencia de doxiciclina, y se produce la activacion de la transcripcion
del gen de interés (http://www.clontech.com).

Para realizar la linea doblemente estable e inducible, comenzamos por hacer una
titulacion G418 (Invitrogen) a distintas concentraciones de las células HEK293 y F11
sin transfectar, seleccionando aquella concentracién de antibidtico capaz de provocar la
muerte celular en un plazo de 3-5 dias. Como se observa en la tabla 5.9 la concentracién
idénea para las células HEK293 fue de 800 ug/ml mientras que para F11 fue de 500
pig/ml.

A continuacion transfectamos células con el plasmido regulador pTet-On y, tras 48
horas se empezd la seleccion con el antibidtico G418, renovando el medio con antibidtico
cada 48h. Al cabo de doce dias, se pudieron visualizar colonias que se aislaron y ex-
pandieron en placas de 96-well. Tras varios dias de crecimiento, se transfirieron cada
uno de los clones primero a placas de 24 y posteriormente de 12 pocillos.

La seleccion de los clones que mejor expresaban el pldsmido pTet-On, se
realizo mediante el ensayo de luciferasa y [-galactosidasa. Para ello, los distintos clones
pTet-On sembrados en placas de 12 pocillos, se transfectaron simultdneamente con 0.5
ug del plasmido pTRE2hyg-luc (para medir la actividad la luciferasa) y con 40 ng del
pldsmido tk-lacZ (para medir la actividad (-galactosidasa). La actividad enzimética
se obtuvo tanto en presencia como en ausencia de 2 pg/ml de DOX, utilizando el kit
de ensayo enzimético de luciferasa y S-galactosidasa (Promega), siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante.

Los mejores clones seleccionados por luciferasa y [-galactosidasa se volvieron a
titular, esta vez con el antibi6tico higromicina B (Hyg B) a distintas concentraciones,
durante 12 dias. Se seleccioné aquella concentracion que provocaba la muerte celular en
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un plazo de 7-8 dias. Como se observa en la tabla 5.10 la concentracién de 200 ug/ml
Hyg seleccionada para ambos tipos de células provocé la muerte en un plazo de siete
dias.

A continuacién, se transfectaron con los pldsmidos TRPV1/ pTRE2hyg-DEST o
con (YFP-TRPV1/pTRE2hyg). A las 48 horas (previa titulacién del antibidtico, tabla
5.10), se comenzé la seleccién de las colonias con 200 pg/ml Hyg (Sigma-Aldrich) y 100
pug/ml de G418 (concentraciéon de mantenimiento del plasmido regulador recomendada
por el fabricante). El medio con antibiéticos se renovaba cada dos dias y transcurridos
doce dias se pudieron aislar y crecer las colonias. La seleccion de los clones se real-
iz6 mediante ensayos bioquimicos y funcionales (de aumento de calcio intracelular en
presencia de agonista o por electrofisiologia) que se describen a continuacién. No todos
los ensayos se realizaron a todos los clones obtenidos.
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5.5. Meétodos Bioquimicos

5.5.1. Obtencion de extractos totales de proteina

Los extractos totales de proteina a partir de células se recogieron en PBS, se cen-
trifugaron y el pellet celular se resuspendié en tampén de lisis (Tris 50 mM pH 7.4,
1% Triton X-100, al que se anadié como inhibidores de proteasas (PI) 1 mM iodoac-
etamida y ImM PMSF). La extraccién se realizé durante 30 min a 4°C, posteriormente
se centrifugd a 4°C durante 20 min a 16000 rpm, y se recogié la fraccién soluble. El
mismo proceso se realizd para la extracciéon de proteinas de DRGs con la diferencia de
que éstas se lisaron durante 1 h a 4°C. La concentracién de proteinas se determiné por
BCA (Thermo Scientific). Aproximadamente 30 pg de proteina se desnaturalizaron en
condiciones reductoras y se cargaron en gel de SDS poliacrilamida (SDS-PAGE).

5.5.2. Obtencion de extractos de tubulina

La extraccion de tubulina se realiz6 a partir de médula de rata siguiendo el protocolo
descrito por Goswami y col. (2004) pero modificado. Concretamente, la médula de una
rata adulta se homogeneizé en 15 ml de tampén de médula (20 mM HEPES pH 7.4, 1
mM EGTA, 320 mM sacarosa, 5 mM de CaCls més PI, se centrifugd a 48000 g durante
30 min a 4°C y se recuper6 el sobrenadante, que se solubilizé con Tween-20 1% (p/v)
durante 2 horas a temperatura ambiente y posteriormente se volvié a centrifugar a
100000 g durante 2h a 25°C. Las capas mas superficial (mielina) y la del fondo del tubo
(material insoluble) se descartaron y se guardé la capa intermedia que es la porcién en
la que se encuentra la tubulina solubilizada.

5.5.3. Obtencion de extractos de cerebro

Para los extractos de cerebro de rata adulta, una vez extraido el tejido se pesé y
se anadieron 10 volimenes de tampén de cerebro (10 mM Tris HC1 pH 7.4, 1 % Tritén
X-100 més PI) y se realiz6 una disgregacién mecénica. Posteriormente se centrifugd du-
rante 10 minutos a 4°C y 1000 g y se recuperé el sobrenadante.

5.5.4. Geles de SDS-poliacrilamida y transferencia a membrana

Los geles de SDS-poliacrilamida para proteinas y la transferencia a membranas se
hicieron segin protocolos estandar (Sambrook y col., 1989). La separacién de proteinas
se realiz6 en  minigeles de  poliacrilamida de  distinto  porcentaje
dependiendo del tamano de las proteinas de interés con un gel empaquetador al 4 %, que
cumple la funcién de alinear las proteinas de la muestra antes de ser
separadas. La electroforesis se realizo a 100-120V con una fuente Power Pac Basic
de Biorad, y se emple6 un marcador de pesos moleculares pre-tenido (Benchmark
Prestained Protein Ladder, Invitrogen).

Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0.45 um de poro
(Biorad). Las condiciones de transferencia (el tiempo y el voltaje utilizados) fueron
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5.5. Métodos Bioquimicos

diferentes en funcién del tamano de la proteina de interés. La composicién de los tam-
pones empleados, se muestra en la tabla 5.11.

Tabla 5.11: Reactivos necesarios para realizar la inmunodeteccién de proteinas
por western blot.

Tampédn de carga SDS (6x) Tampén de electroforesis Tampén de transferencia
1.3 ml Tris-HC1 0.5 M pH 3 gr Tris base 3 gr de Tris base
6.8
0.53 ml glycerol 100 % 14.5 gr glicina 1.4 gr glicina
2.1 ml SDS 10 % 10 ml SDS 10% 600 ml agua, pH8.3 con
HCl1
0.5 ml S-mercaptoetanol Completar hasta 11 con 400 ml metanol
agua
5.3 ml agua

La eficacia de la transferencia se comprobé tinendo la membrana con una solucién
de rojo Ponceau (0.1 % Ponceau-Sen 1% &acido acético).

5.5.5. Bloqueo e incubacién con los anticuerpos y revelado

Las membranas se bloquearon con tampén TBS (50 mM Tris-Cl, pH 7.5 y 150 mM
NaCl) con 0.1% NP40 (Roche biotest) y un 5% de leche desnatada, en
agitacién y a temperatura ambiente en un tiempo minimo de 1 hora (o 30 min a 37°C).
Tras el bloqueo, se incubaron con anticuerpo primario (a la dilucién especificada) en 1 %
BSA en PBS. El tiempo de incubacién fue de 2 horas a temperatura ambiente, o toda
la noche a 4°C. Posteriormente, se lavé 3 veces por 10 minutos con TBS-0.1 % NP40
a temperatura ambiente, y las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente conjugado con peroxidasa (HRP) en el tampén de bloqueo durante 1
hora a temperatura ambiente y en agitacion. Transcurrido ese tiempo se lavaron tres
veces con TBS-0.1% NP40 y se procedi6é a revelar las membranas. La senal se de-
tectd por el sistema ECL plus (Amersham Biosciencies), siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Las membranas se expusieron con peliculas Hyperfilm (Amersham) y se
revelaron en una reveladora AGFA Curix 60.

5.5.6. Anticuerpos

Se han utilizado numerosos anticuerpos tanto para inmunocitoquimica como para
western blot. Los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo estan recogidos en la
tabla 5.12, y los anticuerpos secundarios en la tabla 5.13.
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5.5.7. Deteccién de proteinas de membrana por biotinilacién en
superficie

Las proteinas de la superficie celular se marcaron covalentemente con sulfo-NHS-
SS-biotina (Thermo Fisher Scientific), un reactivo soluble en agua e impermeable a
la membrana celular debido a su grupo sulfonato. Las células HEK293 se lavaron con
PBS y se incubaron con sulfo-NHS-SS-biotina (~0,5 mg/ml de PBS) durante 30 min
4°C. A continuacién, se lavaron dos veces, el ultimo lavado con tampé6n de bloqueo (en
mM: 10 Tris pH 7,4; 154 NaCl) durante 30’. Finalmente las células se lisaron durante
1h a 4°C en 50 mM HEPES pH 7.4, 140 mM NaCl, 10% Glicerol, 1% v/v Trit6n
X-100, 1 mM EDTA, 2 mM EGTA, 0.5% deoxycolato sédico mds PI. Para recuperar
la fraccién soluble se centrifugaron las muestras a 16000 rpm durante 20 min a 4°C
y tras su cuantificacién, con el ensayo colimétrico BCA Protein Assay kit (Thermo
Fisher Scientific), para llevar todos los lisados a la misma concentracién de proteina
total, se incubaron con la resina estreptavidina-agarosa a 4°C durante toda la noche. Al
dia siguiente, se centrifugaron las muestras a 5000 rpm 10’ para separar las proteinas
biotiniladas, que se encontrarin en la resina, del resto de proteinas. Ambas muestras
fueron desnaturalizadas a 5 min a 100°C para analizarla mediante western blot.

Para la biotinilacién en DRGs se utilizé esencialmente el mismo procedimiento
aunque la composicién del tampén de lisis fue 50 mM Tris-HC1 pH 7.4, 1 % Triton.

5.5.8. Ensayos de pulso-caza

Células HEK293 fueron transfectadas con TRPV1-HA mas GABARAP (o YFP co-
mo control) y a las 48 h se lavaron y preincubaron durante 30 min a 37°C con medio
DMEM sin metionina ni cisteina (Invitrogen) con 5% de FBS dializado. Se realizé un
pulso con medio sin metionina y cistefna que contenfa 100 xCi/ml LB>Sl-Met /L1355
Cys (PerkinElmer Life Sciences) més 5 % de FBS. Transcurridas 2 h a 37°C, las células
se lavaron con medio de captura (DMEM suplementado con 10% de FBS y 5 mM
L-Met), y se recogieron muestras a diferentes tiempos de los que se obtuvieron los re-
spectivos extractos proteicos que se inmunoprecipitaron utilizando el kit Profound®™
HA Tag IP/Co-IP Kit (Thermo) siguiendo las recomendaciones del proveedor. Las
muestras fueron separadas mediante western blot e inmunodetectadas con los antic-
uerpos correspondientes. La cuantificacién de las bandas obtenidas se realizé con el
software ImageQuantTM (GE Healthcare).

5.5.9. Coinmunoprecipitacion de proteinas

Células HEK293 transfectadas con los ADN correspondientes fueron recogidas en
PBS a las 48 h y lisadas durante 30 min a 4°C en tamp6n RIPA (en mM: 150 NaCl,
1% NP40, 0.5% deoxycolato, 0.1 % SDS, 50 Tris pH 7.5 mas PI). Tras centrifugar a
17000 rpm a 4°C, por cada 300 pl de muestra se anadieron 10 ul del anticuerpo a-
HA, y se incubé la mezcla en una columna especifica durante toda la noche a 4°C. Al
dia siguiente se lavé la columna 3 veces con tampén TBS-T (25mM Tris-HCI, 0.15 M
NaCl, pH 7.2, 0.05 % Tween-20) y desnaturaliz6 en tampén no reductor durante 5 min
a 100°C. Las muestras se analizaron mediante western blot.
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5.5.10. Ensayos de arrastre de proteinas
5.5.10.1. Obtencion de las proteinas en procariotas

Se utilizaron bacterias de las cepas FE.coli BI21 o C41 transfectadas con los ADN
de las proteinas de interés. Se crecieron en medio 2xYT (tabla 5.2) desde una densidad
6ptica a 600nm (ODgyp) de 0.1 hasta 0.4-0.6, momento en que se indujo la expresién
con 1 mM isopropil-8-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) durante 2 horas a 37°C o bien
durante toda la noche a temperatura ambiente. A continuacién se colectaron las bac-
terias y los pellets se resuspendieron en tampén BFS (en mM: 150 NaCl, 2.7 KCI, 10
Na2HPO4, 1.7 KH2PO4, pH 7.4 mas PI). El homogenado celular se lisé6 durante 10 min
a temperatura ambiente con lisozima, se sonicé y se afiadié Triton X-100 a un % final
de 0.01 y se agregd glicerol a una concentracion final de 15 %. La lisis procedié durante
30 min a 4°C y posteriormente se recogié la fraccién soluble.

La proteina Nt-TRPV1-Hisg se expresé como se ha descrito anteriormente pero la
extraccion se realizé en tampén (en mM): 10 Tris HCIL, 150 NaCl, 16
B-mercaptoetanol, 20 imidazol, pH 8, y 1% Triton X-100.

5.5.10.2. Inmovilizaciéon de las proteinas de fusién y arrastre

Todos los ensayos de arrastre de proteinas con proteinas de fusién a GST utilizaron
Gluthatione Sepharose 4B preequilibrada en tampdn de lisis, que se incubé con el ex-
tracto proteico durante 2h a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se lavaron
5 veces durante 10 min con tampén BFS. Antes de incorporar las proteinas a arrastrar,
se realizé un preequilibrado y se incubé durante toda la noche con el extracto celular. Al
dfa siguiente se lavé al menos 6 veces y se desnaturalizaron las proteinas inmovilizadas
para su posterior andlisis por western blot.

El ensayo de interaccién con tubulina consistié en una pre-incubacién de la tubulina
durante 1 hora con un extracto puro de GABARAP y/o A37 — 112 que posteriormente
se agregd a las proteinas inmovilizadas en Gluthatione Sepharose. Por lo tanto, para
purificar GABARAP y A37 — 112, se inmovilizé la proteina de fusiéon en 200 ul de
Gluthatione Sepharose 4B durante 2 h a temperatura ambiente y tras los correspondi-
entes lavados, se digirié durante 5 h a temperatura ambiente (o bien 3 h a temperatura
ambiente y toda la noche a 4°C) con trombina (GE Healthcare, 1 unidad de trombina
por cada 100 pg de proteina) y se recuper6 el sobrenadante.

5.5.11. Microscopia de inmunofluorescencia

Las células sembradas sobre cristales de 18 mm de didmetro, transfectadas 24
0 48 h con los ADN correspondientes, se lavaron dos veces con PBS frio y se fi-
jaron durante 30 min a 4°C con 4% paraformaldehido (PFA) més 4 % sacarosa en
PBS. Después de tres lavados con PBS, se permeabilizaron y bloquearon durante
30 min a temperatura ambiente con 3% suero de cabra, 2% BSA, 0.1 % NP40 en
PBS, y se incubaron con el/los anticuerpo(s) primario(s) de interés durante toda
la noche a 4°C (a excepcién del anticuerpo para calnexina que se utiliz6 a 37°C
por 2h). A continuacién se lavaron en primer lugar dos veces con PBS y después
dos veces mas con PBS méds 0.5 M de NaCl. Tras un segundo bloqueo de 30 min a
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temperatura ambiente con 2% BSA en PBS, se incub6 con anticuerpo(s) secundario(s)
correspondiente(s) durante 1h a temperatura ambiente. Tras 4 lavados con PBS, y se
marcé los nucleos celulares con DAPI durante 5 min a temperatura ambiente.

Cuando se realiz6 la inmunocitoquimica con el anticuerpo TRPV1 (E2), que re-
conoce el epitopo extracelular del receptor 607-LPMESTPHKCRGSA-620
(Klionsky y col., 2006), se incubaron las células sin permeabilizar con el
anticuerpo primario durante 1h a 4°C. Tras lavar intensamente, se incub6 con el an-
ticuerpo secundario a 4°C y, posteriormente, se fijaron las células y se continué el
procedimiento como se ha descrito anteriormente.

Obtencion y analisis de las imagenes

La microscopia confocal se efectué en el Servicio de Microscopia Confocal del Cen-
tro de Investigacién Principe Felipe (CIPF). Las imdgenes se adquirieron con un micro-
scopio (invertido) laser confocal Leica, modelo TCS SP2 AOBS (Leica Microsystems)
usando un objetivo de inmersién de 63X Plan-Apochromat-Lambda Blue 1.4 N.A. Las
imdgenes se adquirieron bidimensionalmente y en pseudo color (255 niveles de color),
con una resolucién de 1024x1024 pixels. Todas las imagenes fueron adquiridas bajo
las mismas condiciones y los andlisis de distribuciéon de fluorescencia fueron hechos
mediante el software de leica “Leica Lite” versién 2.61.

5.6. Ensayos funcionales

5.6.1. Ensayos de calcio intracelular

Las neuronas y las células HEK293 sembradas en cristales se cargaron durante 1h a
37°C con 10 uM Fura-2AM (Molecular Probes) en presencia de 0.02 % &cido plurénico
F-127 (Molecular Probes) en tampén fisiolégico estandar (140 mM NaCl, 4 mM KClI,
2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 5 mM glucosa y 40 mM manitol ajustada
a pH 7.4 con NaOH). La misma solucién con 10 mM MES sustituyendo a HEPES se
utilizé para preparar la disolucién a pH acido.

Se empleé un microscopio invertido Leica modelo DM IRE2, con camara CCD re-
frigerada (Hamamatsu Photonics) y objetivo 20X equipado con rueda de filtros Lambda
10-2 (Sutter Instruments Co.). Las células se excitaron a 340 y 380 nm y se registré la
fluorescencia a 510 nm. Los datos se analizaron con el software Aquacosmos v2.5-v2.6
de Hamamatsu Photonics. El tiempo de exposiciéon empleado en los registros fue de
61.1 ms, con una frecuencia de adquisicién de 0.5 Hz. Todos los registros se llevaron a
cabo a una temperatura aproximada de 22°C. El andlisis de los datos se realizé con los
programas Graph-Prism 4 (GraphPad Software Inc.) y Origin 8 (OriginLab Corpora-
tion).

5.6.2. Ensayos de electrofisiologia

El microscopio utilizado fue el empleado en los ensayos de calcio intracelular con un
amplificador EPC-10 (HEKA, Alemania). Las pipetas se estiraron a partir de capilares
de cristal de borosilicato con un grosor externo de 1.5 milimetros (mm) e internos de 1
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mm  (World Precision Instruments, Estados Unidos) en un puller
horizontal P-97 (Sutter Instruments, Estados Unidos), fueron posteriormente pulidas
con una microforja MF-830 (Narishige, Japén). La resistencia de los capilares fue de
2-3 MS). La resistencia en serie fue siempre menor o igual a 12 M) y compensada
hasta un 70-90 % con el fin de minimizar errores de voltaje en los registros.

La solucién estandar externa empleada fue: 140 mM NaCl, 4 mM KCI, 2 mM CaC'ls,
2 mM MgCls, 10 mM HEPES, 5 mM Glucosa y 20 mM Mannitol. El pH fue ajustado
a 7.4 con NaOH, y la osmolaridad fijada a 320 mosm/kg. El electrodo contenia una
solucién cuya composicién era: 144 mM KCl, 2 mM MgCls, 10 mM HEPES y 5 mM
EGTA, pH 7.2 y osmolaridad 295 mosm/Kg. Las diferentes soluciones salinas fueron
aplicadas con una micro-perfusién que funciona por gravedad y que tiene un flujo de
aproximadamente 500 pl/minuto y que se encuentra localizada a aproximadamente 300
pm de la célula registrada. Todos los registros se llevaron a cabo a una temperatura
aproximada de 22°C.

Los datos fueron obtenidos a una frecuencia de 1 kHz y filtrados a 100 Hz en los
protocolos de pulso de voltaje, y a 500 Hz y 50 Hz en el caso de las rampas de voltaje.
Las corrientes de TRPV1 provocadas por los estimulos de capsaicina o pH acido, fueron
tomadas a 20 Hz. En todos los experimentos se mantuvo el potencial de reposo a -60 mV.
Para la obtenciéon de los registros se utilizé el programa informatico Pulse y Pulse-Fit
(HEKA, Alemania). El analisis de los datos se realizé con los programas GraphPrism
4 (GraphPad Software Inc.) y Origin 8 (OriginLab Corporation, Estados Unidos).

A las células transfectadas con TRPV1 y GABARAP se les aplicaron pulsos cuadra-
dos de voltaje de 100 ms desde -120 hasta +160 mV. Los valores de conductancia para
cada células fueron ajustados a la ecuacién de Boltzmann: G=Gmax/1 + exp [(V -
Vo,5)/an], donde G es la conductancia, Gmax es la conductancia maxima (a +200 mV),
Vo5 es el voltaje necesario para alcanzar la mitad de la maxima activacion, y a, es la
pendiente de la curva de la conductancia respecto al voltaje (I-V).

5.7. Ensayos de microscopia in vivo

5.7.1. Ensayos de microscopia in vivo de recuperacion de
fluorescencia tras fotoblanqueo (FRAP, del inglés
Fluorescence recovery after Bhotobleaching)

FRAP es una técnica 6ptica que permite evaluar la dindmica de diversas moléculas
como lipidos o proteinas en la membrana plasmatica en funcién del tiempo (Reits y
Neefjes, 2001).

Células SH-SY5Y y HEK293 transfectadas durante 48 horas con YFP-TRPV1 mas
CFP o con YFP-TRPV1 méds CFP-GABARAP se registraron tomando 3 imagenes con
un intervalo de 2 segundos en condiciones basales y posteriormente se activé el laser
a 405 nm al 12-20 % de intensidad (se tomaron 2 imégenes con un intervalo de 2 s)
para fotoblanquear la imagen de interés (ROI) y se continué el registro adquiriendo
imégenes cada 2 s con una resoluciéon de 512 x 512. Para los andlisis estadisticos se
utiliz6 el programa SigmaPlot 8 (Systat, Point Richmond, CA), en el que representamos
los valores de recuperacién de fluorescencia en el tiempo y los ajustamos la curva a la

64



5.7. Ensayos de microscopia in vivo

ecuacién y=a*(1-exp(-t*b)), donde a es la amplitud de cada componente, t el tiempo
y la constante de tiempo se calculé a partir de 1/b. Para el andlisis estadistico, se
utilizé el test de Mann Whitney. Los registros fueron realizados en el laboratorio del
Dr. Mike Tamkun en la Colorado State University (CSU). El microscopio utilizado
fue un Olympus FV1000 y los registros se analizaron con el programa Volocity 3.5
(Improvision, Lexington, MA). Los datos de fraccién movil se representan como la
media + S.E.

5.7.2. Ensayos de microscopia in vivo de transmision de energia de
resonancia (FRET, del inglés Fluorescence resonance energy
transfer)

FRET es una técnica fluorescente que permite observar las interacciones
moleculares mediante la transferencia de energia de un fluoréforo a otro (figura 5.3)
(Roy y col., 2008).

FRET

x e &

® — P

Figura 5.3: Técnica de microscopia in vivo FRET. Cuando las proteinas
(Z e Y) estan separadas, como se muestra en la imagen de la izquierda, al
excitar el fluoréforo dador, CFP, no se observa transferencia de energia
al fluoréforo receptor, YFP. En el caso de que las proteinas estén cerca,
imagen de la derecha, existe esta transferencia de energia y por lo tanto
se puede registrar emision del receptor. Imagen obtenida de la pagina
web de la Universidad de Harvard.

Células HEK293 transfectadas con cantidades equimolares de diferentes combina-
ciones entre los ADN: CFP, YFP, CFP-TRPV1, YFP-TRPV1, CFP-GABARAP e
YFP-GABARAP. A las 24 h, el medio fue sustituido por PBS a temperatura ambiente.
Las células fueron excitadas a 440 nm durante 200 ms y la emision fue registrada a 480
nm (Df) y 535 nm (Ff) utilizando un set de filtros dicroicos de FRET para CFP/YFP
(A = 455 nm, Chromas). Con los ADN que no interaccionan, CFP e YFP, obtuvimos
una linea recta (comparando el valor de Ff frente a Df) con una pendiente de 0.91 +
0.02 (n=>5), por los que una pendiente >1.0 fue considerada como indicadora de una
interacciéon de FRET entre las diferentes parejas de dador y receptor (Ruiz-Velasco y
Ikeda, 2001). Los datos se representan como la media + S.E, siendo n el ntmero de
experimentos realizados. Para el andlisis estadistico, se utilizo el test de Tukey.
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5.7.3. Ensayos de microscopia in vivo de reflexién total interna de la
fluorescencia (TIRF, del inglés Total internal reflection
fluorescence)

TIRF es una técnica que se basa en la excitacién y visualizaciéon de fluoréforos en
un espesor de 100 nm que comprende la membrana plasmética (de aproximadamente
20 nm) y la regién cercana a la misma, tanto de células vivas como fijadas (figura
5.4A). A diferencia de la microscopia confocal que integra la imagen de unos 300 nm,
TIRF permite registrar imégenes mas nitidas y selectivas de los eventos que ocurren
en o cerca de la membrana gracias a la capacidad del sistema de modificar el angulo de
incidencia del ldser sobre la muestra (Trache y Meininger, 2005)(figura 5.4B).

A B
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Fluoréforo Interface celular
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- — \
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Figura 5.4: Técnica de microscopia in wvivo TIRF. (A) Ima-
gen explicatoria de la metodologia TIRF, obtenida de la web
http://www.semrock.com/tirf.aspx del grupo Semrock, The Standard
in Optical Filters for Life Science, Lasers & Optical Systems. (B)
Comparaciéon de una célula observada con Epifluorescencia (EPI) en
el que la fluorescencia penetra toda la célula, y la misma célula ob-
servada en modo TIRF, donde la luz reflecta debido a la modifi-
cacion del angulo de incidencia del laser y nos permite observar la
region mas externa de la célula. La imagen fue obtenida de la web
http://www.einstein.yu.edu/aif/instructions/tirf/index.htm del depar-
tamento de Imagen Analitica del Instituto de Medicina Albert Einstein
de Nueva York.

Células SH-SY5Y fueron transfectadas con CFP 6 CFP-GBARAP e infectadas du-
rante 72 h con 250 MOI (multiplicidad de infeccién, es decir, el ratio de particulas de
virus por célula) de un virus adenoasociado que expresaba YFP-TRPV1. Las imagenes
se adquirieron con una profundidad de 100 nm y un tiempo de exposicién de 500 ms.

El equipo utilizado para estos ensayos fue un microscopio invertido Leica MI6000
con un sistema de time lapse con camara para microscopio, un modulo con escaner
de precisiéon para posicionamiento del laser, sistema de autoalineamiento y control au-
tomatico de la profundidad de la onda evanescente, y un HCX PL APO 100x/1,46 de
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inmersién. El equipo tiene también un controlador de temperatura y C'Os.

Para el calculo de las intensidades de fluorescencia se utiliz6 el Sistema de Imagen
Multidimensional Leica AF6000. El resto de cuantificaciones fueron realizadas con los
programas ImagelJ, Igor Pro 4.0, y para los andlisis estadisticos se utilizé el programa
GraphPad Prism aplicando el test de Mann Whitney.
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Capitulo 6

(Generacion de lineas celulares
HEK?293 y F11 que expresan de
forma estable e inducible TRPV1
silvestre (TRPV1wt) o fusionado

a la proteina fluorescente
amarilla YFP-TRPV1

La generacion de estas lineas celulares de mamifero que expresan TRPV1 estable-
mente de forma inducible, ademas de evitar en cierta medida el uso de cultivos primarios
y, por lo tanto, el sacrificio innecesario de animales de experimentacién, permite con-
trolar y modular la expresiéon génica del receptor en funcién segin la concentracién y
el tiempo de exposicién a doxiciclina (DOX). Especificamente, el sistema Tet-On con-
tiene como proteina reguladora un represor Tet “reverso” (rTetR), capaz de unirse al
operador en presencia de tetraciclina o sus derivados e iniciando asi la transcripcién del
producto génico. Ademas, el plasmido que contiene rTetR posee un gen de resistencia
a neomicina para su seleccion.

6.1. Generacion de las lineas celulares HEK293
doblemente estables e inducibles que expresan

TRPV1wt o YFP-TRPV1

Células HEK293 transfectadas con el pldsmido regulador pTet-On, que contiene
rTetR, se incubaron durante 12 dias con 800 pug/ml de G418 (figura 5.2) y resultaron
inicialmente en 32 clones que se expandieron. La ausencia de expresién de proteinas en
ausencia de DOX y la elevada capacidad de induccién en presencia de antibidtico DOX
se determind mediante la transfeccién transitoria de
pTRE2-Luc, un pldsmido conteniendo el promotor minimo TRE (elemento de
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6. GENERACION DE LINEAS CELULARES ESTABLES

respuesta a tetraciclina) seguido del gen luciferasa, en los 32 clones seleccionados.
Ademsds se co-transfecté un pldsmido no inducible conteniendo el gen (-galactosidasa.
La actividad luciferasa en cada clon se midié tras 48h de incubacién y se obtuvo de
restar el valor de luminiscencia en ausencia de DOX del valor obtenido en presencia de
2 pg/ml DOX utilizando un ensayo estandard de luciferasa. Los valores obtenidos se
normalizaron con los valores de p-galactosidasa.

Como se observa en la figura 6.1, el rango de valores obtenidos de la relacion
luciferasa/(-galactosidasa entre los distintos clones varié entre 1 y 48. Cuatro de los 19
clones analizados presentaron un aumento de expresion superior a 20, valor umbral de
aumento de expresiéon recomendado por el proveedor. El ensayo se duplicé en los clones
més eficaces, confirmando que los clones H11 y H18 eran los que producian mayor
expresion en presencia de antibidtico.
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Figura 6.1: Los clones H11 y H18 fueron seleccionados por sus altos nive-
les de expresién en el ensayo de la actividad luciferasa/f-galactosidasa
tras la induccién con 2 pg/ml de DOX. Cada columna pertenece a un
clon diferente de la linea celular HEK293. Los datos estan representa-
dos como la media y en paréntesis el namero de veces que se repitio el
ensayo para cada uno de los clones.

A continuacién, los clones H11 y H18 se transfectaron con el vector de expresion
TRPV1wt/pTRE2hyg o con YFP-TRPV1/pTRE2hyg. Tras 12 dias de seleccién con
200 pg/ml de Hygromicin B y 100 pg/ml de G418, se llegaron a aislar y expandir 30
colonias transfectadas con TRPV1wt/pTRE2hyg, que se denominaron H11,17RPVIwt
al H11,307RPVIwt v 15 colonias con YFP-TRPV1/pTRE2hyg (H11,1YFP-TRPVL 4]
H11,14YFP=TRPV1) v 1 solamente una colonia a partir de H18 con YFP-TRPV1/pTRE2hyg
(H18,1YFP=TRPV1) Todas ellas fueron expandidas para posteriores ensayos.

El primer cribado de estos clones doblemente estables se realizé por PCR del ADN
genomico aislado a las 48 horas post inducciéon con DOX y utilizando los oligonucle6ti-
dos TopoTRPV1+4 y TRPV1- (descrito en el apartado 5.2.1.2). Como control positivo
se utilizo el propio TRPV1wt, y como negativo, ADN de un extracto de células HEK293
no transfectado (figura 6.2).
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6.1. Lineas HEK293 que expresan TRPV1wt o YFP-TRPV1

2500 ph

Figura 6.2: Productos de PCR de diferentes clones de la linea celu-
lar HEK293 que expresan el receptor silvestre o el receptor fusionado
a YFP. Los clones H18.1YFP-TRPVI " [11 Y FP-TRPVL " 11 7TRPVIWE

H11.6TRPV1Iwt ge geleccionaron para siguientes ensayos.

Solamente los clones H18.1Y FP=TRPVL pr11 1YFP=TRPV1 11 7TRPVIwt ¢ 717 gTRPVIwt

que amplificaron una banda del tamano correspondiente a TRPV1 por PCR, se selec-
cionaron posteriormente para ser analizados funcionalmente por ensayos de patch clamp
en configuracién de célula completa. Concretamente, las células se evaluaron sin inducir
y tras 48h de induccién con DOX. El protocolo de registro consistié en mantener un
potencial en reposo de -60mV y aplicar dos pulsos de 1 uM capsaicina durante 15 s
intercalados por un periodo de lavado de 1 min, que resultaron en una corriente de
entrada de distinta magnitud en presencia del agonista. De estos ensayos se despren-
dié que solamente dos clones expresaban TRPV1wt: el clon H11.77EPVIwt con valores
de corriente de 1584.5 + 1463.07 pA con n = 6 (figura 6.3A) y el clon H11.147EPV1wt
con corrientes de 166.67 &+ 115.47 pA con n = 3 (no se muestran los datos). Por otro la-
do, y utilizando el mismo protocolo, la corriente de entrada del clon H11.1YFP-TRPV1
resultd ser 426 + 323 pA, n = 3 células.
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6. GENERACION DE LINEAS CELULARES ESTABLES
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Figura 6.3: Registros de patch clamp y western blot de los clones selec-
cionados de la linea celular HEK293 que expresan el receptor silvestre y
el receptor fusionado a la proteina fluorescente YFP. (A-B) Respuestas
consecutivas a capsaicina 1 yM durante 15 s tras 48 horas de induccién
con DOX 2 pg/ml de los clones H11.77EPVIwt (A) y H11.1YFP-TRPVL
(B). (C-D) Western blots en los que se muestra la expresién tempo-
ral a las 0, 24, 48, 72 y 96h post-induccién con DOX 2 pg/ml del clon
H11.7TRPVIwt v del clon H11.1YFP-TEPV1 pegpectivamente.

Ademsds se hizo un seguimiento temporal de la expresiéon de proteina mediante
western blot del extracto total de proteina, comenzando a las 0 h, muestra no inducida,
y a las 24, 48, 72 y 96 h post induccién (figura 6.3C-D). Como se observa para el clon
H11.7TEPVIwt g6 detectd la aparicién especifica de una banda de aproximadamente 95
kDa al cabo de 24h de exposicién al antibiético, que alcanza casi el 100 % de los niveles
maximos a las 48h y se mantiene en exposiciones més prolongadas (figura 6.3C). Como
control de carga se incluye la deteccién con beta-actina en la parte inferior de cada
gel. Similarmente, tras exposicién con DOX se observé que el clon H11.1YFP-TRPV1
expres6 una banda de aproximadamente 120 kDa, que corresponde a la del receptor
més la proteina fluorescente YFP, que alcanzé niveles maximos a las 48h (figura 6.3D).

Para evaluar funcionalmente el desarrollo temporal de la expresion del receptor
contamos con la ventaja de que la activacién del receptor provoca la apertura de un
canal catiénico no selectivo con elevada permeabilidad a Ca?*. Por ello, se realizaron
ensayos funcionales de calcio intracelular (Ca?Ti) incubando las células con Fura-2AM
un colorante fluorescente, permeable a la membrana quedando atrapado en el interior
celular, que permite el analisis de fluorescencia ratiométrico y, por lo tanto, independi-
ente de cambios en la intensidad de fluorescencia ajenos a las propias fluctuaciones en
el Ca?* citosélico. La fluorescencia se registré a 510 nm tras excitar alternativamente a
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6.1. Lineas HEK293 que expresan TRPV1wt o YFP-TRPV1

340 nm y a 380 nm, las dos longitudes de onda donde se hayan las mayores diferencias
de emision entre fluoréforo unido y libre. Los registros se efectuaron en células que se
expusieron durante 0, 24 y 48 h al antibidtico (figura 6.4). La actividad de TRPV1wt
o YFP-TRPV1 se determiné por la aplicacién de un estimulo acido (pH 5) seguido por
capsaicina 100 nM y por ultimo capsaicina 1 uM. Cada estimulo tuvo una duracion de
15 s y se intercal6 por un periodo de lavado de aproximadamente 2 min. Como se ob-
serva en la figura 6.4, paneles A y B, las células no inducidas no respondieron a ninguno
de los tres estimulos. Por el contrario, en las células H11.77EPVIwt g6 observé que la
magnitud del aumento de Ca?*i tanto a pH 4cido como a capsaicina aumenté tempo-
ralmente, siendo la magnitud de las respuestas a los tres estimulos de pH y vanilloide
similar al cabo de 48h. Para el clon H11.1YFP=TRPV1 a9 respuestas fueron en general
de menor magnitud. Asi, por ejemplo, a las 48 horas la respuesta en H11.1YFP-TRPV1
a pH=5 fue de 0.032 + 0.003 u.a (n = 35) y para el clon H11.77RPV1vt de 0,152 + 0.005
w.a (n = 71). En el caso de la respuesta a 100 nM capsaicina, para H11.1YFP-TRPVI
fue de 0.117 + 0.008 w.a (n = 35) mientras que en H11.77EPVIvt fue de 0.148 £ 0.003
uw.a (n = T71) (figura 6.4C).
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Figura 6.4: Los clones H11.77RPViwt 5 [1],1YFP-TRPV1 presentan may-
ores transientes de Ca’'i a las 48h post induccién con DOX. Las grafi-
cas representan los registros de Ca’"i de los clones H11.77RPVIwt (A)
y H11.1YFP-TRPVL (B) obtenidos a las Oh (negro), 24h (gris oscuro) y
48h (gris claro) post-induccién con 2 pg/ml de DOX, donde se observa
la respuesta frente a los diferentes estimulos aplicados: pH 5 (primer
estimulo), capsaicina 100 nM (segundo estimulo), y capsaicina 1 M
(tercer estimulo). (C) Cuantificacién de la amplitud del transiente de
Ca’"i obtenido tras el estimulo de capsaicina 100 nM y 1 uvM y pH 5.
Los datos se representan como la media + S.E y fueron obtenidos al
realizar el ratio de las corrientes obtenidas con las fluorescencias 380 y
340.

El porcentaje de células que expresaban TRPV1 en ambos clones celulares tras la
induccién con antibiético también se determiné por inmunofluorescencia en cultivos del
clon H11.7TRPVIvt expuestos a 2 pg/ml DOX durante 24 h. Tras este perfodo las células
se fijaron y se incubaron con un anticuerpo especifico contra TRPV1 (a-TRPV1) y los
nucleos se marcaron con DAPI. Como se muestra en la figura 6.5A, aproximadamente el
100 % de las células expresaban TRPV1. Ademaés, la distribucién subcelular del receptor
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6. GENERACION DE LINEAS CELULARES ESTABLES

TRPV1 en células H11.7TRPVIwWt 5 1595 48 h de induccién se caracterizé por una clara
expresion del receptor en la membrana plasmética (figura 6.5B, rojo). La localizacién
subcelular de TRPV1 coincide con el reticulo endoplasmatico (ER) como demuestra la
tincién simultanea con un anticuerpo frente a calnexina, una chaperona especifica del

ER (figura 6.5C, verde).

A

Calnexina Superposicidn

Figura 6.5: El clon H11.77RPV1vt presenta una pureza de casi el 100 %
de expresion de TRPV1 tras la inducciéon con DOX durante 24 horas.
(B) H11.7TRPVIwt presenta una distribucién clara del receptor en la
membrana plasmdtica, asi como en el ER (C). Las imdgenes fueron
tomadas en el microscopio confocal con los objetivos 10X (A), 63X (B)
y 100X (C), TRPV1wt fue marcado con a-TRPV1 gp (rojo), el ER con
a-calnexina (verde) y los nicleos con DAPI (azul). La barra de escala
representa 25 pym.

La visualizaciéon por microscopia de fluorescencia de la proteina fluorescente amar-
illa en células del clon H11.1YFP=TREPVI y0stré que solamente un 20 % de las células
expresaban visiblemente TRPV1 tras 48 h de induccién. La purificaciéon del clon me-
diante un citofluorimetro de flujo FACS (por Fluorescence-Activated Cell Sorter) sola-
mente logré un enriquecimiento del 60 %. No obstante, a pesar de que la marca de YFP
aparecia en general més difusa, el marcaje de TRPV1 fue muy similar al observado
para H11.77EPVIvt (fioura 6.6).
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Superposicion

Superposicion

Figura 6.6: Imagenes tomadas en el microscopio confocal de la linea
celular H11.1YFP-TEPVL donde se muestra la distribucién de TRPV1 en
la membrana plasmaética (A) y la posterior colocalizacién en ER (B). Las
imagenes fueron tomadas en el microscopio confocal con los objetivos
63X (A) y 100X (B), TRPV1wt fue marcado con -TRPV1, el ER con
a-calnexina y los ntucleos con DAPI. La barra de escala representa 25
pm.

En conjunto podemos concluir que hemos generado dos clones a partir de células
HEK293 que expresan de forma estable e inducible TRPV1 6 YFP-TRPV1, que ambas
proteinas son funcionales, activandose en respuesta a pH acido y al vanilloide capsaicina,
al igual que el receptor silvestre expresado de forma transiente en la misma linea celular.

6.2. Generaciéon de las lineas F11 doblemente estables e
inducibles que expresan TRPV1wt e YFP-TRPV1

Similar al procedimiento descrito en el apartado anterior, las células F11 fueron
transfectadas con el plasmido pTet-On y tras su selecciéon durante 12 dias con 500
ug/ml G418 se obtuvieron 9 colonias cuya capacidad de induccién por DOX se anal-
iz6 mediante la prueba de actividad de la luciferasa/3-galactosidasa. Como se observa
en la figura 6.7, en tres clones se alcanzaron unos incrementos de actividad > 50-veces.
Dos de ellos, los clones F5 y F6, se seleccionaron para ser transfectados con los plasmi-
dos TRPV1wt/pTRE2hyg o con YFP-TRPV1/pTRE2hyg. La seleccién de colonias que
expresaban los plasmidos conteniendo TRPV1wt o YFP-TRPV1 se realizé durante 12
dias con G418 (100 pg/ml) e Hygromicina B (200 pug/ml) y resulté en 28 clones que
expresaban TRPV1wt y 8 clones que expresaban YFP-TRPV1.
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Figura 6.7: Seleccién de clones mediante los ensayos de luciferasa/ (-
galactosidasa. Los clones F5 y F6 fueron seleccionados por sus al-
tos valores de expresion de la actividad luciferasa/f-galactosidasa tras
la induccién con 2 pg/ml DOX durante 48 horas. Los datos estan
representados como la media + S.E, en paréntesis se expresa el nimero
de veces que se repitio el ensayo para cada uno de los clones.

Dado que, a diferencia de lo publicado por Goswami y col. (2004), en esta linea
celular identificibamos una banda de aproximadamente 95 kDa inmunoreactiva al an-
ticuerpo TRPV1 en muestras no inducidas, obviamos hacer los ensayos de expresién
temporal de proteina y el andlisis genémico de ADN por PCR y procedimos directa-
mente a cribar funcionalmente los diferentes clones por patch clamp y por analisis de
Ca?" intracelular.

La figura 6.8 representa un resumen de las magnitudes de corriente evocada tras la
infusién de un solo pulso de 1 uM capsaicina durante 15 s a células desde un potencial en
reposo Vh de -60 mV. Aquellos clones que presentaron una corriente mas reproducible
fueron seleccionados y corresponden con los nimeros 7, 11, 12, 17 y 18 (todos ellos
procedentes del clon pTet-On estable F6). De los 8 clones de la linea celular que expresa
YFP-TRPV1, solamente fuimos capaces de registrar corrientes tras el estimulo de 1 M
capsaicina durante 20 s en uno de ellos, el nimero 2 (que procede del clon pTet-On
estable F6)(figura 6.8).
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Figura 6.8: Registros de patch clamp obtenidos para los diferentes
clones analizados de la linea F117EPVIvt 5 Jas 48h post-induccién
con DOX. En paréntesis se representa el nimero de células que se
registraron para cada uno de los clones. Los datos estan representa-
dos como la media + S.D.

La figura 6.9 ilustra las corrientes registradas a partir de los dos clones elegidos de la
linea celular F11 que expresan TRPV1wt (figura 6.9A, panel superior) e YEFP-TRPV1
(figura 6.9B, panel inferior). Las corrientes del clon que expresa YFP-TRPV1 en gen-
eral fueron de menor magnitud que las corrientes de TRPV1wt. Asi, F6.11TEPVIwt
presentd unas corrientes con una amplitud de 1500 + 1300 pA (n = 7) en respuesta a
20 s de estimulacién con capsaicina 1 uM, mientras que las del clon F6.2Y FFP-TEPVI
fueron de 273.9 £+ 244.73 pA (n = 9).

Los ensayos de Ca?"i en ambos clones sirvieron no solo para confirmar estos re-
sultados sino también para determinar el porcentaje de células que era capaz de re-
sponder a los estimulos de capsaicina, que en ambos casos resultd ser practicamente
del 100 % (figura 6.9A-B). Ademds, tal como se observé en el andlisis de patch clamp,
el incremento de Ca?Ti del clon F6.11TRPVIt requlté de mayor magnitud que la del
clon F6.2YFP-TRPV1 (88 yy.a para WT respecto a 0.67 u.a de la proteina de fusién

tras el primer estimulo). A la luz de estos resultados decidimos seleccionar los clones
F6‘11TRPV1wt y F6‘2YFP—TRPV1.
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Figura 6.9: Los clones F6.117EPV1wt v [pg oV FP=TRPV1 fyeron selecciona-

dos por sus registros de patch clamp. (A) Registro del clon F6.1

1TRPV1wt

y (B) registro de patch clamp del clon F6.2Y FP~TRPVL trag 20 s de apli-
cacién de capsaicina 1 M de capsaicina (panel izquierdo) y andlisis de
Ca’"i (panel derecho) a las 24 horas post-induccién con DOX 2 ug/ml.
Las respuestas del transiente de Ca’" fueron obtenidas tras la aplicacién
de tres estimulos consecutivos de 20 s de duraciéon de 1 M capsaicina
a los tiempos indicados con un segmento gris. Los graficos muestran las
respuestas de dos células representativas para cada uno de los clones.

En cuanto a la distribucién de la proteina analizada por microscopia de fluores-
cencia, el marcaje obtenido en el clon F6.117FPVIvt yegulté ser més difuso que los
obtenidos en las lineas celulares derivadas de HEK293. No obstante, también se ob-
servo una distribucién del receptor TRPV1 en la membrana plasmaética y en el ER.
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Capitulo 7

Interaccion de TRPV1 y
GABARAP

Mediante cribado por doble hibrido de levadura (Y2H) de una genoteca de DRG
de rata y utilizando como cebo el dominio amino terminal (aminodcidos 1-414) de
TRPV1 de rata, Nt-TRPV1, se identificaron diferentes proteinas que potencialmente
interaccionaban con el receptor. Entre ellas destacan las proteinas vesiculares Snapin
y Synaptotagmin IX, implicadas en la exocitosis y trafico vesicular regulado por Ca?"
(Morenilla-Palao y col., 2004). Otra de las proteinas aisladas de este cribado fue la
proteina asociada al receptor GABA 4 (GABARAP). El objetivo principal de este tra-
bajo ha sido confirmar tal interacciéon y determinar si como consecuencia de esta aso-
ciacién se producian alteraciones en el trafico o las propiedades biofisicas del receptor
TRPV1. Parte de los resultados que se recogen en esta tesis ya han sido publicados
(Lainez y col., 2010).

7.1. Interaccion in vitro de TRPV1 y GABARAP

Para intentar confirmar la posible interaccién entre TRPV1y GABARAP, en primer
lugar realizamos ensayos de arrastre de proteinas in witro. Para ello fusionamos el
cDNA que codifica GABARAP en pauta al cADN de GST en el vector pGEX-4Ti,
resultando el plasmido que denominamos GST-GABARAP. La proteina de fusién GST-
GABARAP se purificé a partir de extractos de E. coli C41 transformados con este
pldsmido que se inmovilizaron y purificaron sobre resinas de Gluthatione Sepharose
4B. Como control, se inmovilizé la proteina GST preparada a partir de extractos de
bacterias transformadas con el pldsmido pGEX-4Ti vacio. Como fuente de Nt-TRPV1
se utilizé el plasmido Nt-TRPV1-Hisg, que contiene el dominio citosélico N-terminal de
TRPV1 al que se ha fusionado una cola de histidinas en el vector pET-22b (Qiagen),
quedando la cola de Hisg en el extremo carboxilo terminal (Morenilla-Palao y col.,
2004). En el ensayo de arrastre se inmovilizo GST-GABARAP o GST y se incubé con un
extracto de bacterias que expresaban Nt-TRPV1-Hisg. Como se observa en el western
blot de la figura 7.1A, en la fraccién inmunoprecipitada se detecté una banda de 50 kDa
correspondiente a Nt-TRPV1-Hisg en el carril donde se habia inmovilizado GABARAP
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en contraste a la sefarosa conteniendo tinicamente GST (control).

Dado que existen diversos dominios de GABARAP involucrados en la interaccion
con la subunidad gamma GABA 4 o con tubulina, decidimos ensayar si existia un do-
minio especifico de GABARAP que se uniese a TRPV1. Para ello, hicimos dos construc-
ciones de fusién con GST: una correspondiente al dominio N-terminal de GABARAP,
que denominamos GST-A37-112, y la otra correspondiente al dominio C-terminal de
GABARAP o GST-A1-36. Los ensayos de arrastre con ambas construcciones, incluidos
en la figura 7.1A, muestran que fue el dominio C-term de GABARAP, GST-A1-36, el
que interaccionaba con el dominio Nt-TRPV1.

Una vez confirmada la interaccién in wvitro entre Nt-TRPV1 y GABARAP, quisi-
mos comprobar si la proteina completa de TRPV1 también era capaz de unirse a
GABARAP. GST-GABARAP y su control GST se inmovilizaron y se incubé con un
extracto celular de la linea doblemente estable e inducible H11.77RPV1wt (inducida
durante 48 h con DOX). Como se ilustra en la figura 7.1B, TRPV1 interacciona selecti-
vamente con GABARAP. También GABARAP fue capaz de unir TRPV1 nativo proce-
dente de extractos de DRGs y cerebro de rata (figura 7.1C). Sorprendentemente, cuando
se evalud la afinidad por los distintos dominios de GABARAP se observé que, a diferen-
cia de los ensayos con el dominio citosolico, el receptor
TRPV1 completo expresado heterélogamente o nativo tiene maés afinidad por el do-
minio N-terminal de GABARAP (GST-A37-112) (figuras 7.1B y D, respectivamente).
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7.2. Interaccién ex vivo de TRPV1 y GABARAP
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Figura 7.1: TRPV1 interacciona in wvitro con GABARAP. (A)
Ensayo de arrastre de proteinas en el que se inmoviliz6 GST,
GST-GABARAP, GST-A1-36 y GST-A37-112 y se incubaron con
el dominio citosdlico Nt-TRPV1. Se observa la interaccién con
GABARAP y el dominio A1-36. (B) Proteinas inmovilizadas co-
mo en (A), pero la incubacién se realizé con la proteina comple-
ta de TRPV1. Se observa también la interaccion con GABARAP
y con la deleccién A37-112. (C) Ensayo de arrastre de proteinas
inmovilizando GST y GST-GABARAP e incubandolas con extractos de
cerebro y DRG. En ambos casos se observa la interaccién de TRPV1
con GABARAP. (D) Proteinas inmovilizadas como en (A) e incubadas
con extracto de cerebro de rata. Tanto GABARAP como la delecciéon
A37-112 interaccionan con TRPV1.

Esta posible incoherencia entre los dominios de GABARAP implicados en la inter-
accion con TRPV1 segin se utilice el dominio del receptor N-terminal o la proteina
completa nos sugiere que en la interaccion de TRPV1 con GABARAP pueden estar
involucradas otras conformaciones de los dominios citosdlicos del canal, diferentes do-
minios citosélicos de proteinas y/o otras proteinas citosélicas presentes unicamente en
células eucariotas.

7.2. Interaccion ex vivo de TRPV1 y GABARAP

Con el objeto de determinar si existe una interaccion directa in vivo entre am-
bas proteinas empleamos la técnica FRET (del inglés Fluorescence resonance energy
transfer) in vivo entre la proteina fluorescente cian (CFP), que se emplearia como
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dador, y la proteina fluorescente amarilla (YFP), como aceptor. Para ello, preparamos
varias construcciones de fusién entre TRPV1 y GABARAP y las proteinas fluores-
centes. Cantidades equimolares de pldsmidos que expresaban diversas combinaciones
de los pares de proteina fluorescentes: CFP-TRPV1 con YFP-GABARAP, o YFP-
TRPV1 con CFP-GABARAP, se transfectaron en células HEK293. Como control de
FRET se utilizé6 como dador YFP-TRPV1 y como aceptor CFP-TRPV1, o CFP con
YFP. FRET se detecté como fluorescencia de emisién de YFP (A = 535 nm) tras exci-
tar a la longitud de onda de CFP (A = 440 nm). La medida registrada a 535 nm (Ff)
en funcién de la senal medida a 480 nm (Df) usando el filtro de excitaciéon de FRET
(A = 440 nm) se muestra en la figura 7.2A. Los datos se ajustaron a una linea cuya
pendiente (Ff/Df) refleja la eficacia de FRET (Gordon y col., 1998).

Como observamos en la figura 7.2A, los datos obtenidos en células transfectadas con
CFP-TRPV1/YFPGABARAP presentan unos valores de Ff/Df de 2.25 £+ 0.26 (n=5),
un valor significativamente superior a los obtenidos en las células control que fueron
transfectadas con CFP e YFP, cuyo valor fue de 0.9 £ 0.02 (n=>5) o con el control
de CFP e YFP-GABARAP cuyos valores eran de 0.95 + 0.05, n=5). Como control
positivo se transfect6 CFP-TRPV1 e YFP-TRPV1 que resultaron en valores de 1.24
4 0.05, n=4. Nuestros resultados demuestran que las proteinas de fusién CFP-TRPV1
e YFP-GABARAP se encuentran a una distancia lo suficientemente cerca para que
se produzca FRET, apoyando la posibilidad de una interaccién directa entre ambas
proteinas. Este ensayo fue realizado por Mari Carmen Lidoén.
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Figura 7.2: Interaccién de TRPV1 y GABARAP ez vivo. (A) CFP-
TRPV1 e YFP-GABARAP interaccionan en células vivas, como se
demuestra por FRET en células HEK293 transfectadas con canti-
dades equimolares de ambas proteinas fusionadas a los fluoréforos
CFP e YFP. Los experimentos control se realizaron con diferentes
pares de proteinas: CFP e YFP, CFP e YFP-GABARAP y CFP-
TRPV1 e YFP-TRPV1 como control positivo. (B) Colocalizacién
de TRPV1 y GABARAP en cultivos primarios de DRGs de ratas
neonatales por inmunofluorescencia. El panel de la izquierda repre-
senta a TRPV1 marcado con el anticuerpo especifico que reconoce
TRPV1, en el panel central estd marcado GABARAP (verde) y
en la imagen de la derecha se representan ambas proteinas super-
puestas. TRPV1 y GABARAP colocalizan en el cuerpo celular de
las DRGs y en los procesos sindpticos (recuadro ampliado). Los
nucleos celulares fueron marcados con DAPI (azul). La barra de escala
representa 15 pym.

El siguiente paso fue el de proceder a investigar la distribucién de las proteinas
GABARAP y TRPV1 en cultivos primarios de DRG de rata neonatal a través de
ensayos de inmunofluorescencia (figura 7.2B). Para ello, se realizaron ensayos inmunoc-
itoquimicos con anticuerpos especificos que reconocian TRPV1 y GABARAP. La in-
munoreactividad de ambos anticuerpos permitié observar la distribucién subcelular de
las proteinas en este sistema celular. Como se aprecia en las imédgenes, ambas proteinas
colocalizan tanto en el cuerpo de la DRG como en los procesos sindpticos, en los que
observamos unos acimulos delimitados. Este ensayo fue realizado por Judith Estévez.
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7.3. La co-expresion de TRPV1 y GABARAP altera la
expresion del receptor

Esta descrito que GABARAP regula la densidad de diferentes neurotransmisores
en la membrana plasmética (Chen y col., 2000; Cook y col., 2008), por lo que nos
propusimos investigar si la interaccién entre TRPV1 y GABARAP provocaba algin
efecto en la expresion del receptor en la membrana.

Para determinar si la co-expresién de GABARAP producia una alteracién en la
expresion de TRPV1 en la membrana plasmatica, realizamos ensayos de biotinilacién
de proteinas de membrana. Células HEK293 se transfectaron con plasmidos que codi-
ficaban TRPV1wt y GABARAP. Como se observa en la figura 7.3, la coexpresion de
ambas proteinas aproximadamente duplicé la expresiéon de TRPV1 en la membrana
plasmatica comparandolo con la expresién de TRPV1 con YFP (control) (figura 7.3A).
Curiosamente, la expresion de TRPV1 en fraccion citosélica también aumentd casi tres
veces comparado con el control. Como control de carga por pocillo se detecté beta-
actina, que se utilizé para normalizar la intensidad de TRPV1. La cuantificacién de
proteina de un total de tres experimentos diferentes se representa en la figura 7.3B.

Adicionalmente se demostré el aumento de TRPV1 en la membrana mediante una
inmunocitoquimica en células transfectadas HEK293 no permeabilizadas, utilizando un
anticuerpo  que reconoce  especificamente un  epitopo  extracelular de
TRPV1. Como se ilustra en la figura 7.3C, se confirmé un aumento de fluorescencia
correspondiente a TRPV1 (rojo) en la membrana plasmaética en células co-transfectadas
con GABARAP (verde). Curiosamente, ese aumento se traducia en un incremento de
regiones de mayor fluorescencia correspondientes a TRPV1 en la membrana plasmética
(regiones ampliadas de la fotografia).
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7.4. Cinética de degradacion de TRPV1 con GABARAP
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Figura 7.3: GABARAP aumenta la expresién en membrana y citosol
de TRPV1. (A) Western blot en el que se muestra la expre-
sién en membrana y citosol de TRPV1 cuando es coexpresado con
GABARAP. NT es el control de células no transfectadas. Célu-
las HEK?293 fueron transfectadas con TRPV1 mas YFP o mas
GABARAP. Las membranas plasmaticas se marcaron con bioti-
na y posteriormente se aislé la fraccién biotinilada. (B) Cuan-
tificacion de 3 biotinilaciones independientes con resultados simi-
lares. Los datos se expresan como la media + S.E.*P < 0.05 (C)
Inmunocitoquimica realizada en células HEK293 no permeabilizadas
donde se compara el control (YFP 4+ TRPV1) con GABARAP
(TRPV1 + GABARAP), la membrana fue marcada con un
anticuerpo que reconoce un epitopo extracelular de TRPV1
(TRPVle). Las imdagenes fueron tomadas con un microscopio de flu-
orescencia con un objetivo 40X.

7.4. Estudio de la cinética de degradacion del receptor
TRPV1 en células que co-expresan GABARAP

Para comprender si el aumento de la expresién del receptor TRPV1 en la membrana
plasmaética se producia por alteraciones en la internalizacién y posterior degradacion del
receptor en células que expresaban GABARAP, realizamos ensayos de biotinilacién re-
versible a diferentes tiempos (figura 7.4A). Este ensayo consiste en marcar las proteinas
de membrana con biotina a 4°C para evitar la endocitosis y, tras lavar el exceso de bioti-
na, permitir el trafico de membrana incubando las células a 37°C a diferentes tiempos
(0, 60 y 90 min). Transcurrido esos tiempos, se realizé una eliminacién de la biotina
remanente en la superficie y se procedié a la lisis celular. En la figura 7.4A, panel
superior, se presenta un western representativo con la fraccién biotinilada. A 4°C sin
eliminar la biotina de membrana se observa una cantidad elevada de TRPV1 que se
corresponde al 100% de la protefna, mientras que a tiempo cero con eliminacién de
biotina se corresponde al 0%. En general, la cinética de internalizacién de TRPV1
en estas condiciones fue muy lenta. Interesantemente, a diferencia de las condiciones
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control en las que no se aprecia un aumento de internalizacién durante los 90 min
analizados, la fracciéon de TRPV1 internalizada aumenté un 20 % aproximadamente
cuando GABARAP estd presente (figura 7.4B), lo que indica que existe un reciclaje
ligeramente superior del receptor en presencia de GABARAP.
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Figura 7.4: GABARAP aumenta la internalizacién de TRPV1. (A)
Proteinas de la superficie fueron biotiniladas e incubadas a 37°C du-
rante diferentes tiempos para permitir su internalizacién. La fraccion
no internalizada a distintos tiempos fue lavada y se procedié a la lisis
celular. Los western blots representan la cantidad de proteina biotini-
lada de TRPV1 sin incubacién ni eliminacién de la biotina (Ctrl), la
cantidad de receptor biotinilado sin incubacion y justo después de elim-
inar biotina (0 min), y la cantidad de TRPV1 biotinilado e internalizado
a diferentes periodos de tiempo (hasta 90 min). (B) Resumen de 4 ex-
perimentos independientes de internalizacion, los datos se representan
como media + S.E. *P < 0.05.

La siguiente pregunta que nos planteamos fue si la mayor internalizacién de TRPV1
cuando GABARAP esta presente se acompanaba por un incremento en la degradacién
del receptor. Para determinar la tasa o velocidad de degradacién se utilizé una con-
struccién que inclufa un epitopo hemaglutinina (HA) que permitirfa la posterior in-
munoprecipitacion del receptor TRPV1-HA radiomarcado metabdlicamente. Se real-
iz6 un ensayo de pulso-caza con una mezcla de M et[355]/ Cys en el medio y tras su
retirada, se evalud la cantidad de TRPV1-HA marcado a diferentes tiempos (figura
7.5). Este ensayo se hizo en presencia de cicloheximida para inhibir la sintesis de no-
vo de proteinas. Como se observa en la figura 7.5, la cotransfeccion de TRPV1-HA y
GABARAP resulté en unos valores de radiomarcaje, tanto iniciales como a distintos
tiempos, superiores a los obtenidos en condiciones control, consistente con el aumento
de la expresiéon de TRPV1-HA en estas condiciones (como se mostré en el apartado
7.3). El decaimiento de marcaje de los TRPV1-HA radio-marcados, tanto coexpresados
con GABARAP o en condiciones control, se pudieron ajustar a un cinética de primer
orden de tipo N = N, % ezp~**) donde N representa la cantidad de TRPV1-HA mar-
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7.5. GABARAP modula la activacién de TRPV1 por capsaicina

cado radioactivamente en cada tiempo t, N, es la cantidad de TRPV1 desde la que se
partié a t=0 y k es la constante de decaimiento caracteristica para cada substancia y/o
condiciéon. La constante de decaimiento k resulté tener valores similares en ausencia y
presencia de GABARAP indicando que la cinética de degradacién no estaba alterada
en presencia de la proteina GABARAP.
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Figura 7.5: Ensayo metabdlico de pulso-caza en células HEK293 que
expresan el epitopo-HA fusionado a TRPV1 mids GABARAP (o m3s
YFP como control). Las células fueron marcadas con Met!®5]/Cys y
capturadas a diferentes periodos de tiempo. El tiempo transcurrido de
desaparicién de los receptores marcados se ajusté a N = N, % exp(—F*)
para obtener la pendiente o constante de decaimiento k y el tiempo
medio T/, = In2/k. La pendiente calculada k fue de -0.05 + 0.01 h~!
en células control comparado con -0.06 & 0.02 h~! en células que tenian
GABARAP.

En conjunto, podemos concluir que GABARAP contribuye al incremento de ex-
presion del receptor en la membrana plasmatica, y modula ligeramente el reciclaje del
mismo entre la membrana plasméatica y compartimentos intracelulares sin alterar la
tasa de degradacion del receptor.

7.5. La co-expresion de GABARAP con TRPV1 en
células HEK293 modula la activacion del receptor
por el vanilloide capsaicina

Para investigar a nivel funcional el efecto que tiene GABARAP sobre TRPV1, se
realizaron ensayos de la actividad del canal mediante electrofisiologia en células HEK293
que coexpresaban TRPV1 y GABARAP (o TRPV1 con YFP en muestras control).
Dado que el receptor se puede activar en respuesta a estimulos de distinta naturaleza,
decidimos hacer una caracterizacién de la respuesta a tres tipos de estimulos diferentes:
a voltaje, pH acido y vanilloides. Los ensayos de electrofisiologia fueron realizados por
Dr. Sergio Lainez y Dr. Pierluigi Valente.

En primer lugar se analizé la respuesta del receptor TRPV1 en funcién del voltaje en
presencia o ausencia de GABARAP partiendo de un voltaje en reposo (Vh) de -0 mV.
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Se aplicé un protocolo de pulsos cuadrados de voltaje desde -120 mV hasta +160 mV
con incrementos de 20 mV y una pausa de 5 s entre los diferentes pulsos (figura 7.6A).
La activacién de TRPV1 con este protocolo de voltaje, resulté en una respuesta de tipo
rectificadora, es decir, con una baja o nula activacién a voltajes negativos mientras que
la respuesta aumenta de manera pronunciada a voltajes mas positivos. La cinética de las
corrientes de TRPV1 activadas por voltaje en condiciones control como las de células
que co-expresaban GABARAP resultaron indistinguibles (ver trazas en panel A). Por
otro lado, la densidad de corriente obtenida a +160 mV fue ligeramente menor para las
células que contenian TRPV1 y GABARAP (0.27 £+ 0.02 nA/pF, n=34), comparado
con las células control (0.32 + 0.02 nA /pF, n=37). Las corrientes observadas en el panel
A muestran unas cinéticas de activacién y corrientes de repolarizacién muy similares,
por lo que calculamos a partir de esas corrientes las curvas de conductancia-voltaje
(G-V) a partir del ajuste de la conductancia relativa a una ecuacién de Boltzmann
(figura 7.6B). La activacién (G/Gmax) maxima obtenida a +160 mV fue muy similar
en ambos casos al igual que la Vj 5 ¥ ap, cuyos valores fueron de 107 = 4 mV (n=10) y
37 £ 2 mV (n=10) en células control respectivamente y 129 + 11 mV (n=11) y 39 +
9 mV (n=11) para las células con GABARAP.
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Figura 7.6: GABARAP no altera las cinéticas de apertura y las corri-
entes de TRPV1 tras la activacién con voltaje. (A) Respuesta frente a
pulsos cuadrados de voltaje en células HEK293 transfectadas con TR-
PV1y TRPV1 mis GABARAP. (B) Representacion de la relacién G-V
y de conductancia de TRPV1 en presencia (gris) y ausencia (blanco)
de GABARAP.

A continuacién, la activacién del canal en presencia y ausencia de GABARAP se
comparé utilizando como estimulo pH acido (pH=5.3), manteniendo un voltaje con-
stante de -60 mV. Como se muestra en la figura 7.7A-B, las respuestas en magnitud y
la forma de las trazas de TRPV1 activado por pH &cido no se vieron modificadas por
la expresion de GABARAP. La densidad de corriente calculada fue de 470 + 50 pA /pF
(n=15) en condiciones control (co-transfectadas con YFP), y de 467 + 59 (n=13) en
células co-transfectadas con GABARAP.

Asimismo, evaluamos la amplitud y la tasa de desensibilizacién ante varios estimulos
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cortos y consecutivos de pH &cido, que se intercalaron por periodos de lavado de 1 min.
Las respuestas observadas en ambas situaciones fueron similares, lo que sugiere que
GABARAP no altera la desensibilizacién de TRPV1 inducida por pH acido.
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Figura 7.7: GABARAP no altera las cinéticas de apertura y las corri-
entes de TRPV1 tras la activacién con pH &cido. (A) El estimulo de
pH &cido (pH=5.3) produce unas corrientes internas similares a -60
mYV después de 3 pulsos consecutivos de 10 s en células control y con
GABARAP. La densidad de corriente calculada para los 3 pulsos de pH
muestra una tasa de desensibilizacion igual para las células control y
con GABARAP, n>13 células fueron ensayadas para cada grupo. (B)
Representacion grafica de las corrientes obtenidas en cada uno de los
3 pulsos de pH 5.3 para las células control (blanco) y con GABARAP

(gris).

La respuesta al agonista capsaicina se aplicé mediante una infusién de capsaic-
ina 1 pM durante 1 min a un voltaje constante de -60 mV. La magnitud de las
corrientes obtenidas en respuesta al vanilloide en células que co-expresaban
GABARAP fueron significativamente menores que las corrientes observadas en condi-
ciones control (figura 7.8). Especificamente, el andlisis cuantitativo de la densidad de
corriente demostré una disminucion significativa, casi la mitad de corriente, en respues-
ta a capsaicina en presencia de GABARAP, pasando de -0.064 £+ 0.012 nA /pF (n=25)
a -0.028 + 0.004 nA/pF (n=28) en células control. Sin embargo, esta diferencia en la
magnitud de la respuesta no se apreciaba cuando se aplicé una elevada concentracién
del agonista (10 uM).

La diferente respuesta a bajas concentraciones del wvanilloide se confirmé
mediante ensayos de calcio intracelular. El protocolo aplicado consistié en tres pul-
sos de 10 s de duracién con tres concentraciones sucesivas de capsaicina (0.01, 0.1 y 1
uM) intercaladas por un periodo de lavado de 2 min (figura 7.9). Como se observa en
el gréfico que recoge la cuantificacién de las respuestas a las distintas concentraciones
del vanilloide, la co-expresion de GABARAP produjo una disminucion de aproximada-
mente el 50 % en el transiente de calcio con capsaicina 0.1 y 1 M. A la menor concen-
tracién utilizada del agonista no se observaron significativas. Estos datos sugieren que
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7. INTERACCION DE TRPV1 vy GABARAP

la presencia de GABARAP modula la eficacia y/o potenciacién de capsaicina sobre el
receptor.
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Figura 7.8: GABARAP altera las cinéticas de apertura y las
corrientes de TRPV1 tras la activacién con capsaicina. (A)
Corrientes registradas utilizando 1 pulso de 1 yM de capsaicina, in-
tercalado durante 20 s con un segundo pulso de 10 M. La reduccién
de las corrientes inducidas por capsaicina en células transfectadas con
GABARAP, se observan en el pulso de 1 M de capsaicina, pero no a
altas concentraciones del agonista. (B) Representacién de los registros
anteriores obtenidos. **P < 0.01.
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Figura 7.9: GABARAP disminuye la magnitud del transiente de Ca*"
de TRPV1 cuando es activado por bajas concentraciones de capsaicina
(0.01 a 1 uM). Se observa una clara disminucién de la amplitud de
respuesta a capsaicina en las células transfectadas con GABARAP. Para
cada condicién se registraron al menos n>10 y N>3. **P < 0.01.

92
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7.6. El silenciamiento de GABARAP modula la
activacion de TRPV1 por el vanilloide capsaicina en
cultivos primarios de DRGs

La diferencia en la respuesta de TRPV1 a capsaicina en funcién de la
presencia 0 no de GABARAP también se ensayé en cultivos primarios de DRGs que
habfan sido transfectadas con un RNA de interferencia (siRNA) especifico para GABARAP
0, como control, cultivos transfectados con una secuencia desordenada del siRNA anteri-
or, (siRNAsc, del inglés scrambled). Ambos siRNA se marcaron
fluorescentemente con una sonda fluorescente Cv3 para evaluar solamente las células
transfectadas. Como observamos en la figura 7.10A-B, la aplicacién de dos
diferentes concentraciones de capsaicina (100 nM y 1 pM) resulté en una tenden-
cia a registrar mayores transientes en células silenciadas con GABARAP. Los valores
obtenidos con el siRNA control fueron de 0.28 + 0.1 (n=11) y 0.36 + 0.1 (n=8) con
capsaicina 100 nM y 1 puM, respectivamente, mientras que utilizando el siRNA de
GABARAP los valores fueron de 0.35 £ 0.1 (n=13) y 0.42 + 0.1 (n=12) con capsaicina
100 nM y 1 uM. No obstante, dada la elevada variabilidad general de la magnitud de
respuestas en estos cultivos, éstas no alcanzaron nivel de significancia.
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Figura 7.10: El silenciamiento de GABARAP provoca un aumento en
la funcién de TRPV1. (A) Trazas representativas obtenidas tras la apli-
cacién de 100 nM capsaicina (primer pulso, linea gris) y 40 mM KCl
(segundo pulso, linea negra). Los registros se obtuvieron en DRGs de
ratas postnatales transfectadas con los siRNA control (negro) y el RNA
especifico de GABARAP (RNA¢) que estd marcados con una sonda flu-
orescente Cv3 (rojo). Los datos se representan como la media + S.E.
(B) La cuantificacién de las respuestas tanto a 100 nM como a 1 yM
capsaicina no resultaron en diferencias significativas entre las DRGs
transfectadas con el RNA control (RNAgc) y el RN Ag.
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7. INTERACCION DE TRPV1 vy GABARAP

7.7. Mecanismos que intervienen en la modulacién de la
activacion de TRPV1 por GABARAP

Dado que no se detectaban cambios en la densidad de corriente cuando se activaba
por voltaje o con pH &cido sino solamente con capsaicina, decidimos estudiar si la
presencia de GABARAP provocaba un cambio de la sensibilidad aparente del receptor
por capsaicina. Para ello, se realizaron curvas dosis-respuesta utilizando rampas de
voltaje desde -100 mV hasta +120 mV a diferentes concentraciones de capsaicina y
tomando el valor obtenido a +120 mV. Como se ilustra en la figura 7.11A, en células
que co-expresan GABARAP los valores de la concentracién efectiva media (EC5g)
estan desplazados hacia la derecha (EC50=1.4 + 0.12 uM y ngy=1.8 £ 0.1 (n=17) para
células positivas a GABARAP comparado con FC5y=0.45 + 0.16 uM y ng=1.2 £ 0.1
(n=20) en células control). A concentraciones elevadas (10-100 M) de capsaicina no
se observaron diferencias significativas en las corrientes méaximas obtenidas.
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Figura 7.11: GABARAP disminuye la magnitud de las corrientes de
TRPV1 cuando se activa por bajas concentraciones de capsaicina
en presencia de iones Ca”’". (A) Curvas dosis respuesta de la acti-
vacion de TRPV1 en presencia (o) o ausencia (H) de GABARAP, y
en presencia de 2 mM de Ca’" extracelular. Las corrientes fueron
evocadas con rampas que van de -100 a +120 mV con diferentes
concentraciones de capsaicina. Los datos representados se obtuvieron
a +120 mV. Las corrientes se normalizaron y representan en funcion
de la concentracion de capsaicina y se ajustaron a una ecuacion
de Michaelis-Menten para obtener la EC5, y el coeficiente de Hill
de activacién. (B) Trazas de corriente representativas obtenidas
con pH acido y con 1 pM capsaicina en una misma célula. Los
registros tuvieron lugar en presencia (izquierda) y ausen-
cia (derecha) de 2 mM de Ca’" extracelular. (C) Corrientes
patchnormalizadas de los datos obtenidos en la grafica B. Para
cada condicién se registraron al menos n>10 y N>3. **P < 0.01.

Como la respuesta de TRPV1 a capsaicina depende estrechamente de la presen-
cia de Ca?* extracelular, nos preguntamos si la presencia de Ca?’ jugaba un pa-
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pel importante en las diferencias observadas en la afinidad de capsaicina. Por el-
lo, se registraron en la misma célula la magnitud de las respuestas a pH acido y a
1 M capsaicina, en presencia o ausencia de 2mM Ca?T. Como se puede observar
en las trazas de la figura 7.11B, se observé una menor corriente evocada por cap-
saicina en las células que co-expresan GABARAP en presencia de Ca?t extracelu-
lar. Para cuantificar estas diferencias, la magnitud de las corrientes de capsaicina se
normaliz6 a las corrientes evocadas por pH &acido para cada célula. Como se muestra
en la figura 7.11C, la diferente respuesta a capsaicina se observd exclusivamente en
presencia de Ca?t extracelular ya que en su ausencia no se observé ninguna diferencia
en funcién de la presencia o no de GABARAP.

Ademas, como se demuestra en la figura 7.12, la curva dosis-respuesta en ausencia
de Ca?* extracelular produjo valores similares de ECso en respuesta a capsaicina en
células control y en células transfectadas con GABARAP (EC5,=0.61 + 0.14 uM y
ng=1.1 £ 0.1 (n=17) en células con GABARAP, frente a EC50=0.52 + 0.11 uM y
ng= 1.1 £ 0.1 (n=21) en células control).
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Figura 7.12: En ausencia de iones de Ca’", la presencia de GABARAP
no afecta las corrientes de TRPV1. Curvas de dosis respuesta de la
activacién de capsaicina en células control () y con GABARAP (o).
Para cada condicién se registraron al menos n>10 y N>3.

En resumen, los resultados descritos demuestran que la coexpresién de GABARAP
disminuye la respuesta de TRPV1 en presencia de Ca’t extracelular, lo que
sugiere que GABARAP podria también regular la desensibilizaciéon del receptor en
respuesta a capsaicina.

7.8. GABARAP altera la taquifilaxia inducida por
capsaicina

Puesto que GABARAP afecta la respuesta inducida por capsaicina, nos propusimos
analizar el efecto de esta proteina citosdlica sobre la desensibilizacién del canal, apli-
cando un protocolo de pulsos repetitivos de 1 uM capsaicina intercalados con lavados
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7. INTERACCION DE TRPV1 vy GABARAP

de 1 min. Las corrientes se registraron aplicando rampas de voltaje entre -80 a +80
mV. Como se muestra en la figura 7.13A y C, la aplicacién sucesiva de capsaicina en
las células control, produjo una disminucién de la corriente maxima obtenida tras la
aplicacién de pulsos consecutivos del agonista. El valor maximo obtenido para cada
uno de esos pulsos se ajusté a una exponencial de decaimiento de primer orden del tipo
I = I,xexp ", donde I representa las corrientes de membrana inducidas por capsaicina
para cada uno de los pulsos, I, es la corriente de P, (primer pulso), k es la constante
del proceso y tau (7) representa el tiempo en el cual la aplicacién del agonista produce
la mitad de la corriente méaxima obtenida, lo que nos da una idea de la afinidad de
los receptores al agonista utilizado, y (k7) corresponde a la pendiente de la ecuacién
exponencial. Esa disminucién fue més répida (7=88 + 6s n=>5) y més pronunciada a
potenciales despolarizantes que a +80 mV (7=225 + 45 s), posiblemente por la menor
entrada de Ca?T a potenciales positivos. La coexpresion de GABARAP produjo una
desensibilizacién mas lenta del receptor a -80 mV (7 =216 £ 20 s, n=8) (figura 7.13D),
que fue atin més lenta a valores despolarizantes (7=317 £ 29 s) (figura 7.13B y E).

Por lo tanto, GABARAP afecto las cinéticas de desensibilizacion del receptor pero
no su grado de desensibilizacion. Como la taquifilaxia del receptor es
dependiente del flujo de Ca?", estos resultados son consistentes con los datos que sug-
ieren que la taquifilaxia producida por GABARAP se debe a la limitada entrada de
Ca’*, lo que a su vez concuerda con la menor respuesta a capsaicina observada en
células que coexpresan GABARAP.
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Figura 7.13: (A-B) Corrientes normalizadas evocadas por capsaicina a
480 mV en células control (TRPV1 + YFP) (A) y +GABARAP (B).
Se utilizé6 un protocolo que comnsistia en la aplicacién de 10 pulsos de
capsaicina 1 yM intercalados por 1 min de lavado con la solucién, par-
tiendo de un potencial de reposo Vh=0 mV. (C-D) Registros obtenidos
a -80 mV para células control (C) y +GABARAP (D). En cada uno de
los paneles, la curva fue ajustada (linea roja) a una disminucién expo-
nencial simple calculada para el maximo valor de cada pulso individual.
(E) Células transfectadas con GABARAP presentan una disminucién
de taquifilaxia a potenciales negativos. Los datos se han normalizado al
maximo de corriente obtenido tras la aplicacién del primer pulso del
agonista. Los datos se representan como la media + S.E. El nimero de
células utilizadas para cada registro fue: control +80 mV, n=5; -80 mV,
n=5; GABARAP +80 mV, n=9; -80 mV, n=9. **P < 0.01
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Capitulo 8

Estudio de los acumulos de
TRPV1 observados cuando
co-expresa con GABARAP

8.1. Caracterizacion anatémica de los agregados en
membrana de TRPV1 en las células que coexpresan

GABARAP

La agregacién de receptores puede tener un papel determinante en la funcién de
éstos, afectando la propia cinética de apertura y/o cierre o los mecanismos de traduccién
de senales (Chen y col., 2000; Hanus y col., 2004; Chen y col., 2006). Consiguientemente,
decidimos caracterizar més exhaustivamente la existencia de los agregados de TRPV1
en membrana en células que co-expresaban GABARAP mediante microscopia in vivo
TIRF (Reflexién Total Interna de la Fluorescencia), utilizando un nivel de profundidad
de penetracion del laser de 110 nm. Estos ensayos se realizaron en la linea celular de
neuroblastoma SH-SY5Y, infectada con particulas del virus adenoasociado que expresa
YFP-TRPV1.

Como se observa en las imdgenes de la figura 8.1A, la presencia de GABARAP au-
mento la fluorescencia basal, el tamano y la intensidad de fluorescencia de los actimulos
de membrana observados como pequenas regiones discretas. Especificamente, la coex-
presion de GABARAP provoc6 un aumento de la intensidad de
fluorescencia de los agregados de TRPV1 cuando GABARAP estaba presente (31.3
+ 2.8 u.a, n=19) con respecto al control (células transfectadas con CFP) (21.3 £+ 2
u.a, n=12) (figura 8.1B). Asimismo, como se ilustra en la figura 8.1C, en células que
co-expresaban GABARAP se detecté que el porcentaje de ocupacién de los agregados
de receptor era significativamente mayor (2.8 4+ 0.7 %, n=7) que en condiciones control
(0.6 £ 0.1 %, n=9). Por tltimo, el tamano medio de los acimulos resulté ser significa-
tivamente superior en presencia de GABARAP (1.0 & 0.2 um?, n=48) con respecto al
control (0.4 + 0.1 pm?, n=52) (panel D). La representacién de la frecuencia de dis-
tribucién de didametros de los distintos aciimulos en el panel D muestra que en el rango
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de tamanos superiores a 2 um se detecté un mayor nimero de acimulos en las células
transfectadas con GABARAP. En ambas condiciones experimentales, entre 0.5-1.5 pm
de didmetro se encontré con mayor frecuencia los agregados o acimulos de TRPV1.
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Figura 8.1: GABARAP aumenta la intensidad de fluorescencia, el
tamano medio y el area que ocupan los acimulos de TRPV1 en
la membrana plasmatica. (A) Imégenes obtenidas por TIRF de
una célula representativa control (izquierda) y otra transfectada
con GABARAP (derecha). (B) Cuantificacién de la intensidad de
fluorescencia de células control y con GABARAP donde se observa
un aumento significativo de la misma en presencia de GABARAP. (C)
Cuantificacion de la superficie que ocupan los acimulos o vesiculas de
TRPV1 respecto al total de la célula (en porcentaje). (D) Estudio de
la distribucién de los acumulos en funcién de su didmetro para célu-
las control y con GABARAP, el grafico superior representa el tamano
medio de los mismos (um?). Los datos se representan como la media +
S.E.*P < 0.05, ***P < 0.001.

8.2. Analisis de la dinamica de los acimulos del receptor
TRPV1 en la membrana utilizando recuperacion de
fluorescencia tras fotoblanqueo (FRAP)

Dado que el aumento de receptor TRPV1 en la membrana plasmatica en las célu-
las que co-expresan GABARAP no se correlaciona con un aumento en la densidad de
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corriente a ninguno de los estimulos aplicados y TRPV1 aparece en la membrana en
forma de agregados del receptor, nos planteamos si esos acimulos proteicos podrian
estar ubicados en regiones discretas de la membrana plasmatica con restringida movil-
idad que alterase su cinética. Para poder determinar la dindmica de estos acimulos in
vivo, cuantificamos la difusién lateral del receptor mediante microscopia in vivo FRAP
(del inglés Fluorescence recovery after photobleaching).

Para ello, tanto células SH-SY5Y como células HEK293 fueron co-transfectadas
con dos plasmidos que expresan YFP-TRPV1 y CFP-GABARAP o con YFP-TRPV1
y un pldsmido que expresa solamente CFP (células control) y se iniciaron los registros
48h después de ser transfectadas. Una vez seleccionada una regién de interés (ROI), se
ajusté el laser al 1-5 % y se tomaron imégenes cada 2 segundos. Tras la adquisicién de
3 imégenes en condiciones basales, se iluminé con el ldser de argén al 15-20 % (t6) dos
veces con un intervalo de 2 para fotoblanquear la regién seleccionada, y se continué la
toma de imagenes durante 2 min. En la figura 8.2, se observan una serie de imégenes
representativas de un registro de células control (panel A) y de células transfectadas con
CFP-GABARAP (panel B) en condiciones control (t0), justo después del fotoblanqueo
(t6) y a los 18 (t18), 44 (t44) y 80 (t80) segundos desde el comienzo de los registros.

Figura 8.2: Imagenes representativas de los ensayos realizados por
FRAP. Células control (A) y células transfectadas con GABARAP (B)
fueron registradas cada dos segundos. A los 6 segundos de empezar el
ensayo se aplicé el laser durante dos pulsos, para realizar el fotoblan-
queamiento. Las imagenes fueron obtenidas con un objetivo 100X.

La figura 8.3 presenta trazas representativas con la fluorescencia media del ROI
seleccionado antes, durante y a distintos tiempos después del fotoblanqueo en célu-
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las que expresan TRPV1 con GABARAP (linea gris) frente a células control (linea
negra). Como se observa, a partir de los 10 segundos de fotoblanquear el ROI se
registra la recuperacion de fluorescencia, alcanzando la saturacion alrededor de los 60
s después. A partir de estos registros podemos obtener dos parametros: i) el porcentaje
de fraccién mévil de especies difusibles y ii) el coeficiente de difusién. El porcentaje
de fracciéon mévil o de recuperacién de fluorescencia, obtenido de la diferencia entre la
fluorescencia que se registra tras el fotoblanqueo y el maximo al que llega a recuper-
arse la fluorescencia, no presenté diferencias significativas en condiciones control (60
+ 3%) respecto a cuando GABARAP estaba presente (66 + 4%). La curva de recu-
peracién de fluorescencia se ajusté a la ecuacién y = a x (1 — exp(_t*b)) siendo y la
intensidad de fluorescencia en un determinado momento, a la amplitud, y b una con-
stante. El tiempo necesario hasta recuperar la mitad de la fluorescencia alcanzada en
el estado estacionario (calculado a partir de 1/b), pardmetro que nos proporciona una
estimacion de la capacidad de difusién de cada molécula, tampoco resulté significativa-
mente diferente en ambas condiciones experimentales. En conjunto podemos concluir
que no se observaron diferencias significativas en la dinamica del receptor comparando
condiciones control y cuando GABARAP estaba presente.
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Figura 8.3: La presencia de GABARAP no altera las dinamicas de TR~
PV1 en la membrana plasmatica. Registros correspondientes a los en-
sayos realizados de FRAP en células HEK293 transfectadas con YFP-
TRPV1 y CFP (negro) y de YFP-TRPV1 con CFP-GABARAP (gris).
Las imagenes fueron obtenidas con un objetivo 100X.

8.3. Analisis de la naturaleza de los microdominios

donde se encuentran los agregados de membrana de
TRPV1

El siguiente objetivo que nos propusimos fue el de conocer la naturaleza de los
acimulos de TRPV1 en la membrana cuando se coexpresaba GABARAP. En principio
estos podrian contenerse en microdominios lipidicos en la membrana o balsas lipidi-
cas (en los que estarfan implicados los microdominios de colesterol) o microdominios
determinados por proteinas del citoesqueleto o “corrales”.
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8.3.1. Papel de las balsas lipidicas

Para comprobar si los acimulos de TRPV1 estaban localizados en microdomin-
ios de colesterol en la membrana plasmatica (balsas lipidicas) y la presencia en estos
dominios estabilizaba la proteina en la membrana, células HEK293 co-transfectadas
con plasmidos que expresan TRPV1 y GABARAP, o sustituyendo este ultimo por
YFP en células control, fueron tratadas durante 15 min a 22°C con 10 mM methyl-
B-cyclodextrin (MSCD) que secuestra el colesterol de la membrana plasmaética (Szoke
y col., 2010). Posteriormente, se procedié a la biotinilacién de proteinas de membrana
y su inmunodeteccién mediante western blot. Como se observa en la figura 8.4A-B, el
tratamiento con MSCD provocd una disminucién de la cantidad de proteina TRPV1
de aproximadamente 30 % en membrana plasmatica (0.9 + 0.2 u.a antes y 0.6 + 0.2 u.a
después del tratamiento con MACD). Sin embargo, esta disminucién fue independiente
de la coexpresiéon con GABARAP puesto que los valores registrados fueron de 1.2 £+
0.2 uwa a 0.7 £ 0.2 u.a tras el tratamiento con el secuestrador de colesterol (N=3).
Estos resultados nos permiten afirmar que la disgregacién de balsas lipidicas por el
tratamiento con MSCD altera el trafico de receptor en la membrana plasmética, pero
de forma independiente de la presencia de GABARAP.
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Figura 8.4: El tratamiento con MGCD disminuye la expresion
de TRPV1 en membrana, independientemente de la presencia de
GABARAP. (A) Western blot representativo de fracciones obtenidas
por biotinilacion de proteina de membrana realizado en célu-
las transfectadas con TRPV1 + YFP (como control) 6 TRPV1
+ GABARAP. Previo a la biotinilaciéon, se realizé el tratamien-
to con MSCD 10 mM durante 15 min. (B) Cuantificacién me-
dia de la cantidad de TRPV1l de membrana en los tres ensayos
independientes realizados. Los datos se representan como la media +
S.E. *P < 0.05 .

El papel de las balsas lipidicas y GABARAP sobre la funcién de TRPV1 también
se analizé funcionalmente mediante registros de Ca?*i. En este caso, como el espectro
de fluorescencia de YFP interfiere con el de Fura-2AM, se sustituyé YFP por DsRed
que es una proteina fluorescente homéloga a YFP pero que tiene un pico de emisién a
583 nm. Para poder determinar para cada célula el efecto del agente secuestrador de
colesterol, se aplicé un protocolo consistente en someter las células a un primer pulso
de 1 uM capsaicina durante 15 s seguido de 1 min lavado (en la figura 8.5 Capl), a
continuacién 15 min de tratamiento con 10 mM MBCD o con el respectivo vehiculo
(0.02% DMSO), 4 min de lavado y un segundo pulso de 1 uM capsaicina (en la figura
8.5 Cap2) durante 15 s. La magnitud de las dos respuestas a capsaicina se cuantificd,
y normalizé la segunda frente a la primera.

En la figura 8.5, se muestran trazas representativas del ensayo de Ca*i en condi-
ciones control (sin GABARAP) tratadas con MBCD o su respectivo vehiculo (panel
A) y células co-transfectadas con GABARAP con MBCD o vehiculo (panel B). Como
se ilustra en el panel C, se produjo una disminucién significativa de la amplitud del
transiente de Ca?" registrado en el segundo pulso de capsaicina (Cap2) comparado con
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8.3. Naturaleza de los microdominios donde estd TRPV1

el primero (Capl) tras el tratamiento con MSCD, tanto en células control como con
GABARAP. Mientras en células control la amplitud de la respuesta disminuyé cer-
ca del 70% tras la deplecién de colesterol (ratio de las amplitudes de las respuestas
Cap2/Capl = 0.79 £ 0.15 con vehiculo (n=30) y 0.23 + 0.04 (n=16) para MSCD,
esa disminucién representé para células que co-expresaban GABARAP cerca del 55%
(Cap2/Capl = 0.68 £ 0.35 (n=14) con vehiculo frente a 0.4 £ 0.05 (n=27) con MFCD).
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Figura 8.5: El tratamiento con MpACD disminuye la amplitud de
la corriente de Ca?’"™ de TRPV1 activado por capsaicina. Trazas
representativas de los ensayos de calcio intracelular realizados a
células HEK293 a las 48h post-transfeccion. En todos los ensayos,
transcurrido 1 min se realizé un primer pulso de capsaicina 1 uM du-
rante 15 min y el siguiente pulso se aplicé en las mismas condiciones a
los 25 min. En condiciones control, se realizé un tratamiento con DM-
SO al 0.02 % durante 15 min, y en los registros con MSCD, se realizé el
mismo protocolo pero utilizando MSCD 10 mM. Trazas representati-
vas de células control (A) o co-transfectadas con TRPV1 y GABARAP
(B) tratadas con vehiculo (negro (A) o gris (B)) y con MSCD (rojo).
(C) Cuantificacién de los registros de transiente de Ca®" en condiciones
control o con GABARAP, en presencia o ausencia de M3CD, en los que
se representa el ratio de Cap2/Capl. El ensayo fue realizado N=5 en-
sayos independientes. Se realizé T-test para comparaciéon de muestras
no pareadas, ***P < 0.001 y **P < 0.01.

Concluimos por lo tanto que la presencia de TRPV1 en los microdominios enrique-

cidos de colesterol de la membrana plasmatica, no se ve alterada por la presencia de
GABARAP.

8.3.2. Papel de los corrales de citoesqueleto

En el siguiente apartado quisimos comprobar si los actimulos se encuentran compar-
timentalizados por moléculas del citoesqueleto por debajo de la membrana formando
los llamados “corrales”, en cuyo caso, serian los microtibulos o actina los elementos
implicados en la aparicién de éstos.
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Como tanto GABARAP como TRPV1 interaccionan con tubulina (Wang y Olsen,
2000; Goswami y col., 2004), comenzamos por evaluar si la presencia de GABARAP
modulaba la  habilidad de alguno o ambos dominios citosélicos de
TRPV1, Nt-TRPV1 y Ct-TRPV1, de unir tubulina. Para ello, inmovilizamos sepa-
radamente ambos dominios citosélicos del receptor en forma de proteinas de fusién
con GST, y se incubd con un extracto de médula espinal que contenia o no un ex-
ceso de proteina GABARAP. Como se observa en la figura 8.6A, ambos dominios de
TRPV1 fueron capaces de unir tubulina. Sin embargo, mientras que Nt-TRPV1 fue
capaz de unirse a tubulina independientemente de la presencia o no de GABARAP, la
interaccién de tubulina con Ct-TRPV1 se vio significativamente facilitada en presencia
de GABARAP. Por lo tanto, la proteina de anclaje GABARAP parece facilitar la unién
de la proteina TRPV1 al citoesqueleto a través del dominio Ct-TRPV1.

Para describir la especificidad de unién entre GABARAP y Ct-TRPV1, se inmov-
iliz6 GABARAP o sus dominios N-terminal (A37-112) o C-terminal (A1-36), y se
incubaron con Ct-TRPV1 (figura 8.6B). Este ensayo nos permitié observar que tanto
GABARAP como A1-36 interaccionaban con Ct-TRPV1.
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Figura 8.6: La unién de TRPV1 con tubulina estd modulada por
GABARAP. (A) Ensayo de arrastre de proteinas de tubulina con los
dominios N-terminal y C-terminal de TRPV1 fusionados a GST en pres-
encia y ausencia de GABARAP. Tubulina interacciona con Nt-TRPV1
independientemente de la presencia de GABARAP. Sin embargo, la
union de tubulina al Ct-TRPV1 es al menos dos veces superior cuan-
do GABARAP esta presente. El asterisco indica la banda que corre-
sponde a GABARAP. (B) El dominio Ct-TRPV1 interacciona in vitro
con GABARAP. Ensayo de arrastre de proteinas en el que se inmov-
ilizaron GST, GST-GABARAP, GST-Al — 36 y GST-A37 — 112, y se
incubaron con el dominio citosélico Ct-TRPV1 expresado en E.coli que
fue capaz de interaccionar con GABARAP y ligeramente con la delecién
A1-36.

El papel de los microtiibulos sobre el trifico de receptor TRPV1 se evalud farma-
colégicamente con agentes que modulan el estado de polimeraciéon de los microtibu-
los. Para ello, se determiné la fraccion de proteina TRPV1 en membrana frente a la
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8.3. Naturaleza de los microdominios donde estd TRPV1

fraccién citosdlica en células HEK293 que expresaban TRPV1 en condiciones control o
co-expresando GABARAP incubadas con el agente estabilizador de microtibulos taxol,
concretamente 1 uM taxol durante 1h a 37°C (Weissmann y col., 2009), o con su corre-
spondiente vehiculo. Como se ilustra en la figura 8.7A, el tratamiento con taxol produjo
un aumento de la fraccién de TRPV1 membrana en células control (sin GABARAP)
comparado con el tratamiento con vehiculo
(carriles 3 y 4, respectivamente). La magnitud del incremento fue similar al obser-
vado en células que co-expresan TRPV1 con GABARAP con vehiculo (carriles 3 y 5,
respectivamente). Curiosamente, el tratamiento con taxol (taxol+GABARAP) no tuvo
efectos aditivos (carriles 5 y 6).
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Figura 8.7: El tratamiento con taxol aumenta la cantidad de receptor
en la membrana plasmatica. Células HEK293 fueron transfectadas con
YFP + TRPV1, TRPV1 + GABARAP o no transfectadas (NT). El
tratamiento con taxol 1 yM se realizé durante 1h a 37°C. (A) Western
blot representativo de la expresion de TRPV1 en membrana plasmatica
(fraccién de membrana) y en el citosol (fraccién citosédlica). (B) Cuan-
tificacion de TRPV1 normalizado frente a la cantidad de tubulina. El
tratamiento con taxol y la co-expresién del receptor con GABARAP,
produce un aumento en su expresion en membrana plasmatica de al
menos dos veces comparado con el control. Los datos representan la me-
dia £+ S.E. Se realizé T-test para comparaciéon de muestras no pareadas,
*P < 0.05. Para todas las condiciones N=4 experimentos independi-
entes.

El efecto de taxol sobre la expresion de TRPV1 en membrana se confirmé en cul-
tivos primarios de DRGs de rata postnatales tratadas con 10 nM taxol durante 1h
mediante biotinilacion de proteinas de membrana asi como por inmunocitoquimica
de neuronas no permeabilizadas utilizando el anticuerpo que reconoce un epitopo ex-
tracelular del receptor (figura 8.8A-C). Como se observa en el panel C, después de
realizar el tratamiento con taxol 10 nM, se observé un claro aumento de la expresién
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del receptor en membrana (imagen inferior), comparado con tratamiento con vehiculo
(imagen superior).
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Figura 8.8: El tratamiento con taxol aumenta la cantidad de recep-
tor en la membrana plasmaética. Cultivos primarios de DRGs fueron
tratados con taxol 10 nM durante 1h a 37°C. N=3 experimen-
tos independientes. (A) Western blot representativo de la expresién
de TRPV1 total y en la membrana plasméatica. El tratamiento con
taxol produjo un aumento en su expresion en membrana plasmatica
de al menos dos veces comparado con el control. (B) Cuantificacién de
la biotinilacién de membrana en el que se ha realizado el ratio TR-
PV1/actina para cada una de las muestras. Se realizé T-test para com-
paracién de muestras no pareadas, *P < 0.05. (C) Inmunocitoquimica
de DRGs no permeabilizadas en condiciones control (vehiculo) (imagen
superior) y tras el tratamiento con taxol (imagen inferior). Las imdagenes
fueron adquiridas con el objetivo 40X, la barra de escala corresponde a
15 pm.

El aumento en la expresién de TRPV1 tras tratamiento con taxol también se
evalué in vivo mediante la técnica de microscopia TIRF en células SH-SY5Y infec-
tadas con el adenoasociado que expresa YFP-TRPV1 (200 MOI). La figura 8.9 muestra
imagenes representativas en las que se observa el aumento de la expresiéon de TRPV1
en la membrana tras incubacién durante 1h con 1 pM taxol (panel B) y en células
co-transfectadas con GABARAP (panel C) en contraste a células control (panel A). La
cuantificacién de la intensidad media de fluorescencia de los ROI en células se muestra
en el panel D y refleja que las células que expresaban TRPV1 tras tratamiento con taxol
fue de 85 + 4.6 u.a (n=712, siendo n el nimero de pequenas regiones discretas), val-
ores significativamente mayores o que los obtenidos tras la co-expresién de TRPV1 con
GABARAP 64 £+ 2 u.a (n=751) frente a TRPV1 expresado en condiciones control 42
+ 1.4 u.a (n=689), siendo N=3 el nimero de experimentos independientes realizados.
Por lo tanto, los resultados parecen indicar que la coexpresiéon de GABARAP aumenta
la expresiéon de TRPV1 en el que podria ser un mecanismo que involucra la interaccién
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y estabilizacién de los microtibulos.
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Figura 8.9: El tratamiento con taxol aumenta la expresion de
TRPV1 en membrana en células SH-SY5Y. Todas las células fueron
infectadas con un virus adenoasociado que expresa YFP-TRPV1, y se
transfectaron con CFP (control) (A) 6 con CFP-GABARAP (C). A
determinadas células se les realizé un tratamiento con taxol 1 M du-
rante 1h a 37°C (B). Las imagenes fueron obtenidas con el microscopio
TIRF utilizando una profundidad de penetraciéon de 110 nm, y con el
objetivo 100X. (D) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de
TRPV1 en la membrana plasmatica. N=3 experimentos independientes
y se registraron n=4 células cada dia en cada una de las condiciones.
El niimero total de puntos cuantificados para cada condiciéon fueron de
689 en condiciones control, 712 en células tratadas con taxol, y 751 con
GABARAP. ***P < 0.001 utilizando ANOVA de una via.

Para determinar si el aumento de proteina del receptor TRPV1 residente en la
membrana plasmatica tras el tratamiento con taxol se traduce o no en un aumento de
la actividad como canal, analizamos la magnitud de los transientes de Ca?*i evocados
por un pulso de 1 uM capsaicina en células HEK293 que expresaban transitoriamente
TRPV1wt tras un pretratamiento con 1 M taxol durante 1h a 37°C. En la figura 8.10A
se muestran trazas representativas de la amplitud del transiente de Ca?" en respuesta al
estimulo aplicado. La respuesta a capsaicina de las células que habian sido tratadas con
taxol fue ligeramente inferior 0.31 £ 0.02 u.a (n=118) a aquellas tratadas con vehiculo
0.38 £ 0.02 u.a (n=151), de forma similar a lo observado en células co-transfectadas
con GABARAP y tratadas con vehiculo 0.31 £ 0.01 u.a (n=69). No obstante, aunque
la tendencia fue a observar respuestas inferiores, las diferencias fueron estadisticamente
no significativas dada la gran variabilidad de las respuestas.
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Figura 8.10: El tratamiento con taxol disminuye la amplitud del tran-
siente de Ca’" intracelular de TRPV1 activado por capsaicina. (A)
Trazas representativas de células HEK293 que expresan transitoria-
mente YFP 4+ TRPV1 tratadas con 1 M taxol durante 1h a 37°C
(+taxol) o vehiculo (Ctrl) en respuesta a un pulso de 1 M capsaic-
ina durante 15 s. Se incluye la respuesta de células cotransfectadas
conGABARAP (+GABARAP) con vehiculo (traza gris). (B) Cuantifi-
cacion de los valores medios obtenidos para cada una de las condiciones,
Todos los datos son representados como la media + S.E, N=4, *P < 0.05
, ¥*¥*P < 0.001 , t-test para comparacién de muestras no pareadas. (C)
Trazas obtenidas en DRGs registradas tras tratamiento con vehiculo
(V) o 10 nM taxol a 37°C durante 1h (+taxol). (D) Cuantificacién de
la amplitud del transiente de Ca’" intracelular obtenido tras el estimulo
de 100 nM capsaicina (linea gris) y el segundo de 40 mM KCI1 (linea
verde). (E) Porcentaje de neuronas que respondieron en condiciones
vehiculo (V) y tras el tratamiento con taxol (4+taxol) respecto al to-
tal de neuronas excitables (N=3). Todos los datos son representados
como la media + S.E, siendo N=4 el nimero de experimentos indepen-
dientes realizados, *P < 0.05 , ***P < 0.001 , t-test para comparacion
de muestras no pareadas.

El mismo ensayo se aplico a DRGs postnatales utilizando una concentracién de 100
nM capsaicina durante 15 s y tras un lavado de 2 min un segundo pulso de KCI 40 mM.
En la figura 8.10C se ilustran trazas representativas de las DRGs analizadas y la cuan-
tificacion de los datos se muestra en el panel D. Al igual que en la expresiéon heterdloga
de TRPV1 en células HEK293 tratadas con el citostdtico se observé una tendencia, no
significativa, a registrar respuestas de menor magnitud en las neuronas tratadas con
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taxol (0.18 + 0.04 u.a, n=14) en comparacién a las células tratadas con vehiculo (0.25
+ 0.02 u.a, n=10). Curiosamente, sin embargo, observamos un mayor porcentaje de
neuronas que respondieron al pulso de capsaicina tras el tratamiento con taxol, como
se observa en 8.10E. Nuestros resultados indican que ambos, tanto la co-expresién con
GABARAP como el tratamiento con taxol, aumentan la expresién de proteina TRPV1
en la membrana plasmatica aunque funcionalmente este incremento no se correlacione
con mayor funcién sino una ligera disminucion de la respuesta a capsaicina, sugirien-
do en conjunto que la formacién de acimulos de receptor restringidos a corrales tiene
un efecto determinante en la actividad del receptor. Ademads, el aumento de neuronas
capaces de responder al agonista tras tratamiento con taxol sugiere que el aumento en
el trafico de TRPV1 a la membrana plasmética, incluso en células que en condiciones
normales no expresan el receptor, podria contribuir a los mecanismos de hiperalgesia
inducida por citostéticos.

La especificidad del efecto de taxol en las condiciones ensayadas para neuronas
que expresan TRPV1 se ensayé sobre otros termoreceptores aplicando distintos ago-
nistas. Concretamente, tras un pretratamiento con 10 nM taxol durante 1 h a 37°C
se incubaron con Fura-2AM (1h a 37°C) y posteriormente se aplicé 100 pM mentol,
agonista especifico de TRPMS, o 100 pM AITC, agonista de TRPA1 o un pulso de 100
nM capsaicina. En todos los registros se aplicé como control un pulso de KC1 (40 mM).
En la figura 8.11A-C se ilustran trazas representativas de las respuestas a cada agonista
y se observa que, en las anteriores condiciones experimentales, el tratamiento con taxol
no provocé diferencias significativas en la magnitud del transiente de Ca?*i evocado por
ninguno de los tres agonistas. Ademas, el porcentaje de neuronas que responden a los
distintos agonistas después del tratamiento con taxol se alterd selectivamente para las
neuronas que expresaban TRPV1 (paneles inferiores). El nimero de neuronas capaces
de responder a AITC (agonista de TRPA1) fue 30 en condiciones control y 25 tras el
tratamiento con taxol, a mentol (TRPMS) fueron 20 en condiciones control y 11 tras
el tratamiento con taxol, mientras que a capsaicina fueron 24 en condiciones control y
37 tras el tratamiento con taxol.
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Figura 8.11: El tratamiento con taxol no altera los transientes de Ca?"
evocados tras la aplicacion de los agonistas AITC, capasaicina y mentol,
pero aumenta el nimero de neuronas que responden a capsaicina. (A-C,
panel superior) Trazas representativas de los transientes de Ca’" tras
la aplicacién de los agonistas de TRPA1, TRPMS8 y TRPV1 respectiva-
mente. (A-C, panel inferior) Porcentaje de neuronas que responden a los
diferentes agonistas en condiciones control (-Taxol) y tras el tratamien-
to de taxol (4+Taxol). El experimento fue realizado N=2 experimentos
independientes.

Por 1ltimo, investigamos el mecanismo por el cual taxol induce un aumento del trafi-
co de TRPV1 en la membrana en cultivos primarios de DRGs postnatales utilizando
para ello 20 uM DDO04107, un lipopéptido capaz de bloquear selectivamente la exoci-
tosis regulada por Ca*, dependiente del complejo SNARE (Camprubi-Robles y col.,
2009) o un lipopéptido control con la misma secuencia de aminoacidos que DD04107
pero desordenada DD04107scr. Se anadieron secuencialmente el lipopéptido y el taxol,
anadiendo taxol 10 min después del péptido y posteriormente se realizé la incubacién
con Fura-2AM. La magnitud y nimero de neuronas sensibles a capsaicinas fueron anal-
izadas en ensayos de Ca?ti. Como se describié anteriormente, el tratamiento con taxol
disminuy6 ligera aunque no significativamente las respuestas evocadas por capsaicina.
Los valores obtenidos para la magnitud de la respuesta a capsaicina fueron los sigu-
ientes: 0.30 £ 0.02 (n= 44) condiciones control y 0.29 £ 0.02 (n=30) tras el tratamiento
de taxol, el uso del péptido control DD04107scr resulté en respuestas de 0.26 4+ 0.01
(n=38) sin taxol y 0.22 &+ 0.02 (n=22) con taxol, y en células tratadas con el péptido
DDO04107 fue de 0.34 £ 0.02 (n= 49) sin taxol frente a 0.29 £ 0.02 (n=28) con taxol
(figura 8.12A). A diferencia de la falta de efecto del lipopéptido modulando la magni-
tud de la corriente a capsaicina, se detectaron diferencias significativas en el nimero de
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neuronas que respondieron a capsaicina. Asi, la presencia del lipopéptido fue capaz de
disminuir el nimero de neuronas sensibles a capsaicina tras el tratamiento con taxol,
desde un 52% al 32 %, mientras que no produjo diferencias significativas cuando se
trataron con DD04107scr (figura 8.12B).
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Figura 8.12: El péptido DD04107 disminuye el porcentaje del ntimero
de neuronas que responden a capsaicina tras el tratamiento con tax-
ol. (A) Cuantificacién de los registros de transiente de Ca’" en condi-
ciones control, con el péptido random o con el péptido DD04107, y tras
el tratamiento con taxol. (B) Porcentaje de neuronas que responden a
capsaicina en condiciones control o tras el tratamiento con taxol para
cada una de las condiciones previamente descritas. El ensayo fue realiza-
do N=3 ensayos independientes, los datos se representan como la media
+ S.E.**P < 0.01, *P < 0.05 t-test para comparacién de muestras no
pareadas.
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Discusion

En este trabajo hemos descrito por primera vez la interaccion entre el receptor de
capsaicina  TRPV1 y la proteina asociada a microtibulos GABARAP vy
caracterizado las consecuencias funcionales de esta interaccion sobre la actividad del
receptor, a saber: su papel sobre el trafico del receptor y sobre su desensibilizacién. Esta
caracterizacién nos llevo al estudio de la naturaleza de los actiimulos de TRPV1 observa-
dos en la membrana plasmatica cuando se coexpresan ambas proteinas y finalmente vis-
lumbrar que el fenotipo observado para TRPV1 en células que co-expresan GABARAP
es similar a aquel que resulta del tratamiento con un estabilizador de los microtibulos
como es el taxol. Es importante destacar que taxol es un citostdatico empleado en el
tratamiento de cancer de ovario, vegija, pulmén, eséfago y mama, que se asocia fre-
cuentemente a neuropatias periféricas caracterizadas por parestesis dolorosa en las ex-
tremidades y en la que podria intervenir
TRPV1. De hecho, nuestros resultados demuestran que una exposicién relativamente
corta a este agente provoca un aumento significativo de receptor a la membrana plasmatica
que en cultivos primarios de nociceptores se manifiesta como un mayor porcentaje de
neuronas sensibles al agonista. Ademds, este incremento de receptor en la superficie
parece estar mediado al menos en parte por un mecanismo de
exocitosis regulada, de forma similar a la accién de algunos agentes pro-inflamatorios
como ATP e IGF-I (Camprubi-Robles y col., 2009).

Para la realizacién de este trabajo se han utilizado tanto cultivos primarios de
nociceptores obtenidos de DRGs como lineas celulares que expresaban transitoria o
establemente TRPV1. La generacién y utilizacién de estas tltimas, las nuevas lineas
estables, ha pemitido evitar el sacrificio innecesario de animales de experimentacién,
particularmente en situaciones en que era importante controlar y modular la expresién
de TRPV1 de una forma lo mas homogénea posible.

Las lineas estables que llevan fusionada la proteina fluorescente YFP al receptor
TRPV1 (YFP-TRPV1) fueron las que despertaron inicialmente mayor interés por su
potencial capacidad de seguimiento del receptor mediante técnicas de microscopia in
vivo y también para la seleccién de células en registros de electrofisiologia. La utilizacion
de estas lineas requirié la generacion en paralelo de lineas estables expresando el receptor
silvestre que permitiesen comprobar el comportamiento de ambas proteinas silvestre y
de fusion, si se expresaban y activaban de idéntica manera. Concretamente, preparamos
las lineas a partir de dos lineas celulares. La primera de estas fue la linea HEK293 que
se emplea de forma habitual en ensayos de electrofisiologia, por ser una linea robusta,
que se divide con gran rapidez, y permite expresar gran cantidad de proteina en un
corto perfodo de tiempo. H11.7TRPVIwt nyestra linea que expresaba de forma estable
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e inducible TRPV1wt, se utilizé rutinariamente como fuente de expresién de proteina
TRPV1 para ensayos bioquimicos y de electrofisiologia. También la linea celular F11, un
hibrido celular de DRG y neuroblastoma que en principio podria esperarse que exprese
proteinas especificas neuronales, necesarias para el normal funcionamiento del receptor,
se prepard para que expresara estable e induciblemente TRPV1 silvestre. Esta 1ltima
linea se utilizé en ensayos de electrofisiologia. En contraste a los clones que expresaban
el receptor silvestre, decidimos discontinuar temporalmente el uso de las lineas estables
que expresaban YFP-TRPV1, puesto que la fluorescencia no aparecia delimitada a la
distribuciéon de TRPV1 sino que se observaba una fluorescencia difusa que impedia su
empleo en ensayos de microscopia in vivo.

La interaccién entre TRPV1 y GABARAP se observé inicialmente a partir del
cribado de una genoteca de DRGs de rata utilizando como cebo el dominio N-terminal
de TRPV1, Nt-TRPV1, mediante la técnica de doble hibrido de levadura. Una parte
importante de los objetivos de este trabajo se centraron en la validacién de los resul-
tados obtenidos de este cribado mediante ensayos in vitro de arrastre de proteinas,
expresando las proteinas diana (GST-GABARAP) o control (GST) en bacteria, in-
movilizdndolas y determinando la capacidad de retener las proteinas cebo (Nt-TRPV1)
bien como proteinas de fusién o anadiendo extractos de la linea estable H11.77 7PV 1wt
o extractos de tejido de rata como cerebro o DRGs. En todas las combinaciones an-
teriores confirmamos que tanto GABARAP como sus dos dominios A1-36 o A37-112
se asociaban a TRPV1. El dominio citosélico Nt-TRPV1 se unié con mayor afinidad
al dominio Ct-GABARAP (A1-36), que es el dominio implicado en la unién directa
entre GABARAP y el receptor GABA 4 (Wang y col., 1999) y entre GABARAP y el
transportador de angiotensina AT} R (Alam y col., 2010).

Se ha descrito que GABARAP acttia como proteina de transporte de los receptores
GABA4 (Chen y col., 2000). Es de destacar que, en este caso, GABARAP no actuaria
en solitario sino que gefirina ejerceria como proteina intermediaria entre GABARAP y
los receptores GABA 4 (Kennedy, 2000; Hanus y col., 2004; Tretter y col., 2012). En el
caso de AT1 R, GABARAP también aumenta su expresién (Cook y col., 2008) y su tréfi-
co a la membrana plasmaética (Vitko y col., 2011) aunque no se han descrito intermediar-
ios entre ambas proteinas hasta la fecha. Nosotros decidimos dilucidar si GABARAP al-
teraba el trafico de TRPV1.
Descubrimos que esta proteina citosélica aumenta la expresion en membrana de TRPV1
cuando se coexpresa en las mismas células. Dado que este aumento puede ser debido a
una disminucién en los procesos de reciclaje, se evalué la velocidad de endocitosis (por
biotinilacién reversible) y de degradacién (por ensayos de pulso-caza) y comprobamos
que en nuestro sistema experimental, aunque existe un ligero aumento en la velocidad de
internalizacién, la tasa de degradacién de TRPV1 fue idéntica en presencia o ausencia
de la proteina citosdlica. En conjunto, por exclusién, este aumento en el receptor superfi-
cial inducido por GABARAP parece ser consecuencia de un aumento en la velocidad de
biosintesis del receptor. En este sentido,
posteriores ensayos en los que se diferenciaron la expresiéon superficial (o de mem-
brana) de TRPV1 de la fraccién intracelular se observé que, ademds de un aumento de
TRPV1 de al menos dos veces en la fraccion superficial, también aumentaba la fraccién
citosolica de TRPV1 cuando GABARAP estaba presente.
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Entre los aspectos descritos de la interacciéon de GABARAP con el receptor GABA 4
se incluye, ademés del aumento de expresién del receptor en membrana (Wang y col.,
1999), la propensién a promover el agrupamiento del receptor GABA,4 en superficie
celular y de modular sus cinéticas de inactivacién (Chen y col., 2000). Esta misma
tendencia se hizo evidente mediante inmunocitoquimica en células no permeabilizadas
utilizando un anticuerpo que reconoce un epitopo extracelular del receptor (Klionsky
y col., 2006) que permitié detectar acimulos de TRPV1 en la membrana plasmética
cuando GABARAP estaba presente. Dichas observaciones se caracterizaron mejor uti-
lizando la microscopia in vivo TIRF donde advertimos que tanto la intensidad de la
fluorescencia como el didmetro de los aciimulos y el porcentaje de area que ocupan los
acumulos era siempre mayor cuando GABARAP se coexpresaba con el receptor.

Teniendo en cuenta el aumento de receptor TRPV1 en superficie inducido por
GABARAP, cabria esperar ser capaces de registrar corrientes de mayor magnitud cuan-
do se hacen registros de patch clamp en célula completa. Sin embargo, la aplicacion de
estimulos tanto de voltaje como de pH acido no rindié diferencias significativas en la
magnitud ni en la cinética entre los grupos de células control y las células que coexpresa-
ban GABARAP. Curiosamente, la aplicacién de
capsaicina resulté en una reduccién de la magnitud de las corrientes de ~50% cuan-
do GABARAP estaba presente. Esta discrepancia entre la cantidad de receptor en la
membrana y la actividad registrada podria explicarse bien por cambios en la afinidad
del receptor por el vanilloide o por alteraciones intrinsecas de la actividad del recep-
tor. En este sentido, observamos que la diferente respuesta a capsaicina se disipaba en
ausencia de Ca?T extracelular. Hay que destacar que la activacién de TRPV1 provo-
ca una entrada de cationes, predominantemente Ca?" al interior celular y este mismo
cation divalente es responsable de la desensibilizacién del receptor (Cholewinski y col.,
1993; Koplas y col., 1997; Lishko y col., 2007). Para discernir el origen de la menor
corriente activada por capsaicina cuando GABARAP estaba presente, registramos la
magnitud de las respuestas a diferentes concentraciones de capsaicina, en presencia y
en ausencia de Ca?T extracelular. Las corrientes se normalizaron frente a las obtenidas
a concentraciones supramaximas del vanilloide para determinar las consiguientes ECsg
para capsaicina. La diferencia calculada para la ECyg para capsaicina fue tres veces
superior en células que expresaban GABARAP frente a células control solamente en
presencia del catién divalente sugiriendo que el origen de la diferente magnitud de las
corrientes por capsaicina era la desensibilizacién del receptor. Un comportamiento sim-
ilar se ha descrito para el papel de GABARAP en la alteracién de la desensibilizacién
de los receptores GABA 4 (Chen y col., 2000) y de serotonina 5-HT3 (Sun y col., 2008).

El mecanismo generalmente aceptado actualmente para explicar la desensibilizacién
de TRPV1 por iones Ca?* contempla la unién de éstos a calmodulina (CaM) y de este
complejo Ca?T-CaM a los dominios N-terminal y C-terminal del receptor, favoreciendo
con esta unién que TRPV1 adquiera la conformacién inactiva (Lishko y col., 2007).
El siguiente objetivo que nos planteamos, se centré en la realizacién de ensayos de
desensibilizacion del receptor aplicando el agonista capsaicina repetitivamente para
examinar posibles diferencias en la taquifilaxia. En los resultados obtenidos, observamos
a potenciales negativos una desensibilizacién maés lenta del receptor cuando GABARAP
estd presente. Esta desensibilizacion no es tan clara a potenciales positivos, debido a
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la menor entrada de Ca?t a este potencial. La desensibilizacién més lenta del receptor
en presencia de GABARAP podria explicarse entre otras cosas por: i) que GABARAP
pudiera impedir que se forme el complejo de Ca?t-CaM y asi evitar/enlentecer que el
receptor pase a estado inactivo y/o ii) que GABARAP se una a los dominios N-terminal
y C-terminal del receptor compitiendo por los sitios de unién del complejo.

A diferencia de lo que ocurria cuando utilizdbamos los dominios citosélicos del
receptor producidos en procariotas, cuando los ensayos de arrastre de proteinas in-
cluyeron el receptor TRPV1 completo endégeno o producido en lineas celulares, el
dominio Nt-GABARAP (A37-112) resulté tener mayor afinidad por el receptor. Da-
da la singular interaccién observada de los dominios de GABARAP o de la propia
proteina con TRPV1, nos planteamos que la participacion de otras proteinas intracelu-
lares pudiese determinar esta diferente interaccién. En este sentido, el grupo de Olsen
y colaboradores describié la interaccién de GABARAP con tubulina (Wang y Olsen,
2000). Posteriormente, por otro lado, el grupo de Hucho y colaboradores publicé que
TRPV1 también interacciona con esta proteina del citoesqueleto, a través del dominio
C-terminal de TRPV1 (Ct-TRPV1) (Goswami y col., 2004). Nuestros resultados ahora
demuestran que tubulina no solamente se asocia a Ct-TRPV1, sino que también lo
hace al dominio N-terminal de TRPV1. Ademds, mientras que la unién de tubulina al
dominio Nt-TRPV1 es independiente de la presencia de GABARAP, la unién al Ct-
TRPV1 aumenta significativamente en presencia de la proteina citosélica sugiriendo
que GABARAP favorece la formacién del complejo TRPV1-GABARAP-tubulina.

El complejo tubulina-GABARAP podria estar implicado, no sélo en el transporte
del receptor TRPV1, sino también en la estabilizacién de éste en la membrana plasmatica
y en la formacién de los acumulos de receptor tan prevalentes cuando GABARAP
esté presente. La presencia de estos acimulos donde existiria un mayor empaquetamien-
to, y movimiento restringido, de las subunidades del receptor podria ser responsable
de las diferencias en la cinética de activacién/deactivacién del receptor. Alternativa-
mente, el complejo TRPV1-GABARAP-tubulina podria disminuir la afinidad aparente
de capsaicina (Jung y col., 2002) e impedir que proteinas como PKC tengan acceso a
sus lugares de fosforilacién. En este sentido, el grupo del Dr. Hucho demostré que la
fosforilacién de TRPV1 en su residuo S800 disminuye la unién de tubulina al receptor
(Goswami y col., 2011).

Se sabe que los agrupamientos en los que se pueden encuentran los receptores en la
membrana plasmética pueden tener naturaleza de balsas lipidicas o bien de “corrales”,
en cuyo caso el citoesqueleto estaria implicado en su formacién. En principio, no pode-
mos descartar la existencia de ambos tipos de microdominios conteniendo el receptor
TRPV1. Por un lado, se ha descrito la existencia de TRPV1 en los microdominios de
colesterol (Liu y col., 2006), también la interacciéon de TRPV1 con tubulina (Goswami
y col., 2004, 2007) y también la interaccién de balsas lipidicas y citosesqueleto entre
si (Allen y col., 2006). Sin embargo, nuestros datos no parecen apoyar que GABARAP
influencie la localizacién de TRPV1 en balsas lipidicas sino, por el contrario, en cor-
rales. Asi, estudios farmacologicos empleando el agente estabilizador de microtibulos
taxol en cultivos de nociceptores y lineas celulares sugiere que el patrén de expresién y
el fenotipo funcional mostrado por la asociacién de GABARAP a TRPV1 (a saber, un
aumento de expresién del receptor en la membrana y transientes de Ca?* ligeramente
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inferiores) se debe al efecto estabilizador de la primera proteina sobre el receptor con
el citoesqueleto.

En los ultimos anos se ha vinculado el uso de taxol en pacientes que reciben
quimioterapia con efectos no deseados como la aparicién de una neuropatia periférica
cuyos sintomas estan relacionados con el desarrollo de parestesia e hiperalgesias térmica
y mecanica. El principal problema de estos sintomas es que normalmente son resistentes
al tratamiento con analgésicos convencionales (Hara y col., 2013). Estudios recientes han
comenzado a relacionar directamente estos sintomas con alteraciones en determinados
miembros de la familia de los TRPs (Alessandri-Haber y col., 2004; Lee y Swain, 2006;
Chen y col., 2011; Ponsati y col., 2012; Xiao y col., 2012; Hara y col., 2013). Numerosos
ejemplos ha intentado implicar
TRPV1 con los efectos secundarios observados en los tratamientos con taxol. Nosotros
hemos mostrado por primera vez el aumento especifico de TRPV1 en la membrana
plasmadtica tras un tratamiento relativamente breve (1-2 h) con este citostético, tanto
en sistemas de expresién heterdloga como en cultivos primarios de nociceptores. La
respuesta rapida al citostatico parece ser resultado de una rapida translocacién de re-
ceptores desde un reservorio vesicular cercano a la membrana hasta la superficie celular
siguiendo una exocitosis regulada dependiente de Ca?T como demuestra el bloqueo por
el lipopéptido DD04107, semejante a la acciéon provocada por diversos agentes proin-
flamatorios como ATP e IGF-I.

Recientemente se ha descrito que el tratamiento sistémico prolongado con taxol en
ratas adultas mostré un aumento transcripcional y traduccional de TRPV1. Especifi-
camente, a nivel de mRNA este aumento se hizo significativamente evidente a los 7
dias y a nivel de proteina a partir de los diez dias aunque estos tultimos retornaron a
niveles normales a los 21 dias de tratamiento (Hara y col., 2013). Adem4s, el andli-
sis de la poblaciéon de neuronas afectadas por inmunohistoquimica de DRGs a los 14
dfas de tratamiento sistémico con taxol demostré un aumento de expresion de TR-
PV1 en neuronas de pequenio y medio didmetro (Hara y col., 2013). Anédlogamente,
nosotros hemos detectado alteraciones en los tratamientos agudos con el citostdtico
que conllevan un aumento del porcentaje de neuronas sensibles a capsaicina. Este au-
mento de la poblacién sensible al vanilloide también se pudo bloquear con el bloqueador
especifico de la exocitosis DD04107. Es importante mencionar que la administracién
sistémica de DD04107 en ratas redujo la hipersensibilidad mecéanica desarrollada por
animales tratados con taxol (Ponsati y col., 2012). En resumen, podemos concluir que
los tratamientos agudos con taxol inducen un aumento de la expresiéon de TRPV1 en
la membrana plasmatica y un aumento de la poblacién de nociceptores que responden
a capsaicina mediado, al menos en parte, por una movilizacién de canales nuevos a la
superficie celular de manera que neuronas que previamente eran insensibles al agonista,
sean sensibles después de realizar el tratamiento.

En conjunto, los resultados que se presentan en este trabajo demuestran que la inter-
accién entre TRPV1 y GABARAP produce un aumento en la biosintesis y expresion del
receptor en la membrana. Funcionalmente, la disminucién en la afinidad aparente a cap-
saicina de TRPV1 observada cuando GABARAP esta presente resulta de alteraciones
en la desensibilizacién de TRPV1 en presencia de Ca?*. El tratamiento con taxol sobre
el receptor produce un efecto similar al observado con GABARAP, ésto junto con el
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aumento de la cantidad de tubulina capaz de unirse al receptor cuando GABARAP
estd presente, nos permite proponer que GABARAP estabiliza la unién de TRPV1-
tubulina. Interesantemente, tratamientos relativamente cortos con taxol producen un
aumento en la biosintesis del receptor, un
mayor transporte de TRPV1 a la membrana plasmatica, asi un incremento en el niimero
de neuronas que responden a capsaicina. Estos dos tltimos efectos son posiblemente con-
secuencia de la translocacién de un reservorio subcelular del receptor a la superficie celu-
lar por exocitosis regulada dependiente de Ca?*. Los resultados obtenidos demuestran
que TRPV1 y su transporte constituyen una posible diana terapettica importante para
los pacientes que reciben tratamientos de
quimioterapia con taxol, que merece ser explorada.
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Conclusiones

La interaccién entre TRPV1 y GABARAP produce un aumento en la expresion
de TRPV1 y promueve el agrupamiento del receptor en la membrana plasmaética

La co-expresién de TRPV1 y GABARAP aumenta la internalizacion del receptor
pero no altera su tasa de degradacién

La presencia de GABARAP modula la eficacia y/o potenciacién de capsaicina
sobre el receptor mediante un mecanismo dependiente de Ca®t extracelular

La desensibilizacién y la taquifilaxia de TRPV1 es menor cuando GABARAP
estd presente

La presencia de GABARAP produce un aumento de la cantidad de tubulina que
se une con TRPV1

La expresion y la actividad de TRPV1 en los microdominios enriquecidos de coles-
terol de la membrana plasmatica no se ve alterada por la presencia de GABARAP

La estabilizacion de los microtibulos por taxol aumenta la expresién de
TRPV1 tanto en membrana como en el citosol

El tratamiento de taxol aumenta el niimero de neuronas TRPV1 positivas pro-
movido mediante un mecanismo de exocitosis regulada, ya que dicho efecto se ha
revertido mediante el empleo del lipopéptido DD04107
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Anexo

.1. Proteinas que interaccionan con TRPV1

Tabla .1: Lista de proteinas descritas hasta el momento que interaccionan con
TRPV1. Datos obtenidos de la pdgina web: http://www.trpchannel.org/ actual-
izados el 14 de noviembre de 1012.

Nombre : plidacion . Caracterizacién Consecuencia funcional
In vitro In vivo

S0K-H vV

AKAP-5 Vi Vv W vV

Akt vV

AMPKao?2 Vi

Calmodulina +/ vV vV Vv

CaMKII Vv

Caterina o2
Caterina 62
CB1

Cbl vV
CDK12

CDK5 Vv
CHERP
Contactina-
1

DAP-150
DAZAP2
E-caderina
Eferina

\/
EGFR v
vi
\/

<.
<<

eNOS

FAF1
GABARAP
GCN5
HAX-1
ITM2C

L
<L
<<
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ANEXO

Tabla .2: Lista de proteinas descritas hasta el momento que interaccionan con
TRPV1. Datos obtenidos de la pdgina web: http://www.trpchannel.org/ actual-
izados el 14 de noviembre de 1012.

Validacion .., . )
Nombre . ) Caracterizacion Consecuencia funcional
In vitro In vivo

JMJD2C

KCNQ2 vV vV
KCNQ3 vV

KIF2A
KIF3B
KPNpg1
Neuronatina
NKX2.2
NMDARI1
NMDAR2B
NOMO1
0S-9
P2RX3
PEX10
PI3K-p85a  +/ vV
PI3K-p&55
PIRT

PKA

PKARII«

PKC V
PKCe

PLAGL1
PLC~1 Vv Vv

POLR2G

POLR3D

PKCy N N v v
RAB26
RANBP9
RPL12

RyR1

SGT

SMA3

SNAPIN V
Src

Syt I
Syt IV
TAK1
TGS1
THBS3

- -

- % LU <
y N
Y

<<

<<
L




.1. Proteinas que interaccionan con TRPV1

Tabla .3: Lista de proteinas descritas hasta el momento que interaccionan con
TRPV1. Datos obtenidos de la pagina web: http://www.trpchannel.org/ actual-
izados el 14 de noviembre de 1012.

Validacion .., . )
Nombre . ) Caracterizacion Consecuencia funcional
In vitro In vivo

TAK1 vV
TGS1

THBS3

TMEM 115
TrkA

TRPA1

TRPV2

TRPV3

UBP5

ZBTB17

a- vi
tubulinl A

-

tubulinalB

B_

arrestina2
[-catenina
p-tubulina3  /
p-tubulinab 1/

<<=

U U N
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ANEXO

.2. Publicaciones

= S. Lainez, P. Valente, I. Ontoria-Oviedo, J. Estévez-Herrera, M. Camprubi-
Robles, A. Ferrer-Montiel, y R. Planells-Cases. GABAA receptor associated pro-
tein (GABARAP) modulates TRPV1 expression and channel function and de-
sensitization. The FASEB Journal, 24(6):1958, 2010.
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