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ABREVIATURAS

12-HPETE: acido 12-hidroperoxieicosatetraenooico

7-AAD: 7-aminoactinomicina D

AC: adenilato ciclasa

AKAP150: proteina de anclaje a quinasa A 79/150

AMPA: acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

Arf6: factor de ribosilacion ADP 6

ASIC: canales iénicos sensibles al pH (en inglés, acid sensing ion channels)
ATP: adenosin 5-trifosfato

BAPTA-AM: acido 1,2-bis (0-aminofenoxi) etano-N, N, N’, N’-tetracético
BCA: 4cido bicinconinico

CaM: calmodulina

CAMKII: calmodulina quinasa dependiente de calcio tipo Il

Caps: capsaicina

CDC42: proteina control de division celular 42

CGRP: péptido relacionado con el gen de la calcitonina

CIC7: transportador de cloruro (en inglés, antiporter CI'/H")

Clpz: clorpromacina

CN: calcineurina

Cpz: capsazepina

CQ: cloroquina

DAG: diacilglicerol

Din: dinamina

DMEM: medio Eagle modificado Dulbecco

DNA: Acido desoxirribonucleico

DRGs: ganglios de la raiz dorsal (en inglés, dorsal root ganglion)
EDTA: &cido etilendiamino tetracético

EEA-1: marcador de endosomas tempranos (en inglés, early endosome antigen 1)
EGF: factor de crecimiento epidérmico

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico

EGTA: acido etilenglicol tetracético
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ABREVIATURAS

EMEM: medio minimo esencial Eagle

ERC: compartimentos de reciclaje endocitico

ETAR: receptor de endotelina tipo A

FBS: suero fetal bovino

FRET: transferencia de energia de resonancia de Forster

FSK: forskolina

FURA-2AM: fura-2 acetoximetilester

GABA: Acido y-aminobutirico

GFP: proteina fluorescente verde

GPI-AP: proteinas ancladas a glicosil fosfatidil inositol

GPRC: receptores acoplados a proteinas G

GRAF1: regulador de GTPasa asociado a quinasa de adhesion focal 1
GST: Glutation S-transferasa

H-89: N-[2-(p-Bromocinnamilamino) etil]-5-isoquinolinsulfonamida dihidrocloro
HEK293: células de rifion embrionario humano

HEPES: acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperacinaetanosulfonico

HS: suero de caballo (en inglés, horse serum)

IASP: asociacion internacional para el estudio del dolor (en inglés, Internacional
Association for the Study of Pain)

IC: inmunocitoquimica

IGF-1: factor de crecimiento insulinico tipo 1

IP3: inositol tri-fosfato

kDa: kilodaltons

LDL: lipoproteina de baja densidad

Leup: leupeptina

LTP: potenciacién a largo plazo

MES: &cido 2-(N-morfolino) etanosulfonico

MG132: carbobenzoxi-L-leucil-L-leucil-L-leucinal

MHCI: complejo mayor de histocompatibilidad |

mLCA-ds-Red: cadena ligera A de clatrina de ratén (en inglés, mouse clathrin light
chain A)
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ABREVIATURAS

MTT: Tiazolil azul formazan

NADA: N-araquidonil-dopamina

NGF: Factor de crecimiento nervioso

NMDA: Receptores de glutamato de tipo N-metil-D-aspartato

NOMPC: no mecanoreceptor potencial C (también llamado TRPN).

PARZ2: receptor activado por proteasas 2
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RESUMEN

El receptor TRPV1 es un canal catiénico capaz de activarse por calor, pH
acido, voltaje y por diferentes sustancias quimicas entre las que destacan los
agonistas vanilloides capsaicina y resiniferatoxina. En las neuronas aferentes
nociceptivas o nociceptores, donde se expresa de forma abundante, TRPV1 actla
como un sensor polimodal cuya actividad se controla por multitud de mecanismos
reguladores capaces de causar su sensibilizacion o desensibilizaciéon. La
estimulacion prolongada por sus agonistas provoca la entrada en un periodo
refractario en el que el receptor se vuelve incapaz de responder a ningan estimulo,
encontrandose en estado desensibilizado. Dependiendo del tipo de agonista, dosis
y tiempo de exposicion este periodo puede durar desde minutos hasta dias, por
tanto, se distinguiria entre desensibilizaciéon aguda y a medio-largo plazo.

En el presente estudio hemos determinado que la exposicion prolongada a
los agonistas vanilloides induce la endocitosis del receptor TRPV1 de forma dosis
y tiempo dependiente, empleando para ello ensayos de biotinilacién de proteinas
de membrana y marcajes inmunocitoquimicos diferenciales, asi como ensayos
funcionales de medidas de Ca' intracelular y registros electrofisiolégicos.
Adicionalmente, hemos demostrado que la internalizacion de TRPV1 inducida por
capsaicina requiere la activacion del canal y el flujo de Ca*? a través del poro. Tras
analizar las diferentes rutas de endocitosis implicadas, hemos establecido que se
trata de un mecanismo independiente de clatrinas y dinaminas, cuyo destino final
es la degradacion lisosomal de los receptores TRPV1 internalizados.

Debido a que la fosforilacion-desfosforilacién del receptor TRPV1 modula
su actividad, evaluamos si esta modificacion postraduccional de la proteina era
capaz de interferir en el proceso de internalizacién inducida por agonista del
receptor. Para ello, se emplearon diversas herramientas farmacoldgicas y
mutantes especificos que permitieron concluir que la fosforilacion mediada por
PKA era capaz de bloquear casi totalmente la internalizacion de TRPV1.

En resumen, nuestros resultados indican que la endocitosis del receptor
TRPV1 y posterior degradacién lisosomal contribuyen notablemente al fenémeno
de desensibilizacion a largo plazo de los nociceptores inducida por los vanilloides.

Por ello, la regulacién de la densidad de receptores TRPV1 en las terminales
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periféricas nociceptivas supone un mecanismo clave no solo para el desarrollo y
mantenimiento de la hiperalgesia inflamatoria sino también para la analgesia. Con
este proyecto se aportan datos novedosos acerca del trafico intracelular del
receptor que proporcionan un nuevo enfoque terapéutico para el tratamiento del
dolor mediante la modulacién de los niveles de expresion del receptor en la

membrana plasmatica.
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INTRODUCCION

1.- Anatomia y Neurobiologia del dolor.

1.1.- Definicién de dolor.

La sensacion de dolor es un mecanismo de alarma y defensa que nos
alerta de un dafio o lesion inminente, y que desencadena la activacion de
determinadas respuestas protectoras por parte del individuo permitiéndole
reconocer un posible dafio en su integridad fisica. Se trata de una experiencia
compleja que no implica Unicamente la transduccion de sefales nocivas, sino
también un procesamiento de tipo cognitivo y emocional por parte del cerebro
(Julius and Basbaum, 2001).

La habilidad para responder a los estimulos nocivos es una caracteristica
bésica de todos los animales de la escala filogenética, desde los organismos
unicelulares hasta los mamiferos. A través de la evolucion de las especies, los
animales han desarrollado complejos mecanismos para protegerse del entorno. En
los humanos, la experiencia dolorosa esta intimamente relacionada con la
evolucion de la especie y el desarrollo de su sistema nervioso. Tanto el hombre
como el resto de animales, han integrado esta reaccion emocional en sus
estructuras nerviosas mas basicas debido al alto valor adaptativo que les
proporciona. Por tanto, el dolor provoca un comportamiento complejo que depende
de la evolucion del sistema nervioso de cada animal y es, por lo tanto, Unico para
cada especie (Le6n Olea, 2002).

Se han propuesto gran nimero de definiciones del dolor lo cual refleja la
enorme dificultad para encontrar una definicion exacta de este proceso. Sin
embargo, la mas aceptada es la propuesta por la Asociacion Internacional para el
Estudio del Dolor (IASP, en inglés, Internacional Association for the Study of Pain)
en su consenso de 1979, que lo define como: “una experiencia sensorial y
emocional desagradable asociada con un dafio tisular, real o potencial, o descrita
en términos de dicho dafio”. Esta definicion incluye los componentes emocionales
y subjetivos asociados al dolor, no lo considera Unicamente una experiencia
nociceptiva (IASP Pain terms., 1986; Loeser and Melzack, 1999).



INTRODUCCION

1.2.- Tipos de dolor.

Han sido muchos los intentos de clasificacion de los diferentes tipos de
dolor, proponiéndose mudltiples clasificaciones basadas en factores tan diversos
como el origen, la expectativa de vida, la region afectada, los mecanismos
neurofisioldgicos implicados o el tiempo de duracién entre otros. Esto supone una
fuente permanente de confusiones, por ello el Subcomité de Taxonomia de la
IASP desarrollé una clasificacion taxonémica del dolor definiendo cinco requisitos
para su caracterizacién: segun la region afectada, el sistema involucrado, las
caracteristicas temporales del dolor, la intensidad declarada por el paciente y la
etiologia (IASP Pain terms., 1986; Merskey, 2007).

En funcién del factor tiempo se distinguen el dolor agudo del dolor
cronico (Loeser and Melzack, 1999). El dolor agudo es un dolor de naturaleza
nociceptiva, que aparece por estimulacién quimica, mecanica o térmica de
determinados receptores especificos. Posee una funcién protectora, ya que
funciona como sefial de alarma, ademas de una funcion fisiolégica manteniendo la
homeostasis del organismo. El dolor agudo puede ser superficial (piel, mucosas),
profundo (musculos, huesos, articulaciones) o visceral. Se caracteriza por ser un
dolor bien localizado, de corta duracién (dias-semanas) y autolimitado ya que
suele cesar cuando desaparece la lesién que lo originé. Los sintomas psicolégicos
asociados son escasos, habitualmente limitados a una ansiedad leve.

En contraste, el dolor crénico no posee una funcién protectora, y mas
gue un sintoma como en el caso del dolor agudo, se considera en si mismo una
enfermedad. Puede persistir por tiempo prolongado después de la lesion inicial,
incluso cuando ésta desaparece. De hecho, una de sus definiciones considera que
es aquel dolor que, con una duracion superior a 6 meses, se mantiene incluso
cuando la causa que lo produjo ha desaparecido. En la mayoria de los casos
requiere un enfoque terapéutico pluridisciplinar ya que suele ser refractario a
multiples tratamientos. Lleva asociado importantes trastornos psicolégicos como
cambios en la personalidad o depresién, insomnio, miedo o ansiedad cronica
(Agnew and Merskey, 1976).
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En funcién de los distintos mecanismos neurofisiolégicos implicados
se definen dos tipos distintos de dolor, el dolor neuropético y el dolor nociceptivo
(Nicholson, 2006). El dolor neuropético, llamado también dolor anormal o
patolégico, se origina por un trastorno funcional del sistema nervioso periférico o
central y, al contrario que el dolor nociceptivo, no tiene ninguna funciéon de
advertencia o proteccidn. Se caracteriza por una falta total de relacién causal entre
la lesion tisular y el dolor provocado, debido a un funcionamiento anormal del
sistema nociceptivo. Este dolor no solo puede ser un sintoma de enfermedades de
tipo neurolégico, sino que puede estar relacionado con otro tipo de enfermedades
como por ejemplo la neuralgia del trigémino o el dolor del miembro fantasma. Una
de las caracteristicas mas tipicas asociadas a este dolor neuropatico es la
alodinia, que consiste en la percepcion anormal de un dolor provocado por un
estimulo que en condiciones fisiolégicas resultaria indoloro, como por ejemplo,
dolor por el roce con la ropa sobre una zona con neuralgia post-herpética
(Merskey, 2002).

Por otro lado, el dolor nociceptivo, también denominado dolor normal o
fisiologico, aparece como consecuencia de la aplicacion de estimulos que
producen dafio o lesion de 6rganos somaticos o viscerales y, siempre se debe a la
activacion del sistema sensorial encargado de su transmision. Este tipo de dolor
tiene una importante funcién evolutiva, ya que advierte al organismo de un dafio
inminente cumpliendo ademas una mision protectora.

Dependiendo del lugar de origen se distingue entre dolor somatico y
visceral. El dolor somatico procede de estimulos somaticos superficiales o
profundos que activan los nociceptores transmitiendo la sefial dolorosa a través de
los nervios somaticos. Se caracteriza por ser un dolor bien localizado y que no
suele acompafiarse de sintomas vegetativos como nauseas o vOmitos. Se
subdivide a su vez, en dolor superficial (cutaneo) cuando la lesién causante del
dolor se localiza a nivel de la piel, mucosas o el tejido subcutdneo y, en dolor

profundo si se origina en misculos, huesos, ligamentos y/o articulaciones.



INTRODUCCION

A diferencia del anterior, el dolor visceral es un dolor sordo, difuso y mal
localizado, que afecta a Organos internos, aunque no todas las visceras son
sensibles al dolor. Con frecuencia es un dolor de tipo referido, es decir, se localiza
en una parte del organismo distante de la viscera que lo origina, por ejemplo el
dolor que aparece en la extremidad superior izquierda cuando se padece una
angina de pecho. Ademas suele acompafiarse con frecuencia por una intensa
respuesta refleja motora y con la aparicion de mudltiples sintomas vegetativos
(Aliaga et al., 1995; Kandel et al., 2001).

1.3.- Nociceptores. Fases del proceso nociceptivo.

Entre el tejido dafiado y la percepcion de dicho dafio se producen una
serie de eventos neurofisioldgicos que colectivamente comprenden el proceso de
nocicepcion, en el que participan tanto el sistema nervioso periférico como el
sistema nervioso central (principalmente el talamo y el cértex cerebral).

La sensacién dolorosa se inicia tras la activacién, por estimulos fisicos o
guimicos, de las terminales periféricas de un grupo de neuronas sensoriales
primarias de alto umbral, conocidas como nociceptores, que se activan por
estimulos capaces de causar un dafio tisular (ver figura 1). Histol6gicamente, los
nociceptores son las terminaciones periféricas de una neurona bipolar, también
llamada primera neurona, cuyo cuerpo neuronal o soma se encuentra en el
ganglio raquideo de la raiz dorsal o DRG (en inglés, dorsal root ganglion) y cuyo
axén penetra en el asta dorsal de la médula espinal. Esta primera neurona se
bifurca en dos ramas, una se dirige a la periferia inervando dermis, epidermis y
visceras y la otra hace sinapsis en el asta dorsal de la médula (ver figura 2). A
nivel funcional, los nociceptores son fibras nerviosas periféricas libres que poseen
un alto umbral de respuesta, cuya caracteristica primordial es la de poder
diferenciar un estimulo inocuo de uno potencialmente dafiino (Heppelmann et al.,
1991; Kandel et al., 2001; Julius and Basbaum, 2001).
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Los nociceptores se clasifican de acuerdo al tipo de vias de conduccion
por las que se produce la transmision de la informacion (figura 1):

= Nociceptores Ad: son las terminaciones sensoriales de las fibras
mielinicas de diametro medio, con velocidades de conduccion rapidas
(5-25 m/s).

= Nociceptores C: son las terminaciones nerviosas de fibras aferentes
amielinicas de diametro pequefio, con velocidades de conduccién
lentas (inferiores a 1.5 m/s).

@lFibras Ad ]

Mielinizadas. Velocidad de conduccién rapida (6-25 m/s) el
Diametro medio (1-5 pm) AB Fibras C
Nocicepcion (mecénico, térmico y quimico)

Tiempo

Dolor primario

@ =
“—Fibras C |

No mielinizadas. Velocidad de conduccion lenta (1 m/s)
Diametro pequefio (0.3-1.5 um)
Nocicepcion (mecanico, térmico y quimico)

Dolor secundario

Figura 1.- Los nociceptores son las terminaciones nerviosas de las fibras de tipo A8 y
C. Ambos tipos de fibras poseen caracteristicas bien diferenciadas y participan en distintos
tipos de dolor (Julius and Basbaum, 2001).

Las fibras Ad median el dolor primario, que se caracteriza por ser agudo,
rapido y brusco, mientras que las fibras C intervienen en el dolor secundario, que
es difuso, apagado y mas retrasado a nivel temporal. Ambos tipos de fibras son
nociceptores polimodales, ya que se estimulan indistintamente por estimulos
nocivos de tipo mecénico, térmico y/o quimico (Williams et al., 1999; Julius and
Basbaum, 2001).

Como muestra la figura 2, el proceso nociceptivo comprende cuatro fases
bien definidas: transduccién, transmision, modulacion y percepcion. La

transduccién es el proceso mediante el cual los estimulos nocivos periféricos son
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convertidos en estimulos eléctricos, generdndose un potencial de accion.
Seguidamente, en la fase de transmisidn ese potencial de accién se propaga de
manera centripeta y ascendente a través de las vias del sistema nervioso
periférico y del sistema nervioso central hacia la corteza cerebral. Los impulsos
dolorosos se transmiten a través de las vias aferentes primarias (fibras Ad y C),
gue penetran en la médula por el asta posterior, donde se produce la sinapsis con
la segunda neurona (en la médula espinal). Estas segundas neuronas dan origen
a los haces ascendentes, entre los que destaca el haz espinotalamico.

Corteza

G Dolor PERCEPCION

MODULACION
Senal
ascendente Asta
posterior
7 Ganglio de la
Haz — . /) raiz dorsal

espinotalamico

TRANSMISION

= Af‘erenye
primario

i Nervio
“\\j\ /\/1‘7 periférico
} Trauma

= L 2

Nociceptores

periféricos TRANSDUCCION

Figura 2.- Fases y vias implicadas en el proceso de
nocicepcion. Consta de cuatro fases: transduccion, transmision,
modulacién y percepcion. Estas engloban desde la activacion de
los nociceptores tras producirse un dafio tisular o trauma hasta
que se percibe dicho dafio o dolor a nivel de corteza cerebral
(Kehlet and Dahl, 1993).

Durante la fase de modulacién, también llamada fase de anti-nocicepcion,
los sistemas analgésicos endodgenos son capaces de modificar la transmisién del

impulso nervioso.
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Finalmente, en la fase de percepcion los tres procesos anteriores
interacttan con la psicologia del paciente para crear la experiencia emocional, y
como tal subjetiva, que se conoce como dolor. Estas cuatro fases estan
intimamente relacionadas y se realizan de forma simultanea (Heppelmann et al.,
1991; Julius and Basbaum, 2001).

2.- Receptor vanilloide tipo 1 (TRPV1) o receptor de

capsaicina.

La clonacion y el analisis funcional del receptor de capsaicina o de
vanilloides tipo 1 o TRPVL1 (en inglés, transient receptor potential vanilloid 1), un
miembro de la superfamilia de receptores de potencial transitorio (TRP),
permitié describir por primera vez a nivel molecular cdémo las neuronas sensoriales
eran capaces de detectar cambios de temperatura (Caterina et al.,, 1997), y a
comprender, al menos parcialmente, los mecanismos implicados en el proceso de
termosensacion (Clapham et al., 2001; Montell, 2001; Venkatachalam and Montell,
2007). En estas neuronas nociceptivas, TRPV1 actia como un integrador de
estimulos nocivos de tipo quimico y térmico, por ello se le considera el nocisensor
polimodal por excelencia (Holzer, 2008).

La identificacion de TRPV1 también supuso un importante avance en la
comprension de los mecanismos implicados en el proceso de inflamacién
neurogénica, ya que posee un papel clave en la sensibilizacion central y periférica
gue se desarrolla después de producirse un proceso inflamatorio (Davis et al.,
2000; Caterina and Julius, 2001). Estos procesos en los que participa se

desarrollaran a continuacion.



INTRODUCCION

2.1.- Superfamilia de receptores de potencial transitorio (TRPS).

El canal trp de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster es
considerado fundador de esta superfamilia de canales catiénicos (Cosens and
Manning, 1969). Desde entonces, han sido clonados mas de 30 miembros que
comprenden la superfamilia de receptores TRPs (Clapham et al., 2001).

Como fruto de las diversas investigaciones fueron apareciendo canales
tanto homdlogos como ortélogos en vertebrados, componiéndose de esta forma
esta superfamilia que se muestra en el arbol filogenético de la figura 3 (Pedersen
et al., 2005; Montell, 2005).

Humano
Pez
Mosca
Gusano

Figura 3.- Arbol filogenético de la superfamilia de receptores TRPs. Muestra las
7 subfamilias y sus miembros en las diferentes especies (humano, pez, mosca y
gusano): TRPC (clasica), TRPM (melastina), TRPV (vanilloide), TRPA (anquirina),
TRPN (en inglés, no mechanoreceptor potencial C), TRPP (policistina) y TRPML
(mucolipina) (Pedersen et al., 2005).

10
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Asimismo, ha sido posible caracterizar los diferentes papeles que ejercen
estos receptores en gran variedad de organismos multicelulares, incluyendo
humanos, ratones, insectos, gusanos, peces cebra y levaduras. Los canales TRP
actllan como sensores celulares ya que responden a gran variedad de estimulos
como temperatura, osmolaridad, gusto, tacto, feromonas o dolor, llevando a cabo
funciones muy diversas que varian segun la especie (Clapham, 2003).

Todos ellos son canales io6nicos cuya permeabilidad a los diferentes
cationes monovalentes y divalentes varia considerablemente entre las distintas
isoformas.

Basandose en su homologia de secuencia esta superfamilia se divide en 7
subfamilias: familia TRPC (canédnica o clasica, por ser la fundadora) formada por 7
canales diferentes (TRPC1-7), familia TRPM (melastina) formada por 8 miembros
(TRPM1-8), familia TRPV (vanilloide) compuesta por 6 miembros (TRPV1-6),
familia TRPA (anquirina) constituida por un Unico miembro (TRPAL), familia TRPN
(NOMPC, en inglés, no mechanoreceptor potential C) que no se expresa en
humanos y las familias TRPP (policistina) y TRPML (mucolipina), cada una de
ellas formada por 3 miembros (TRPP2, 3y 5 y TRPML1-3) (Clapham et al., 2001;
Pedersen et al., 2005; Montell, 2005).

Estructuralmente todos los miembros son tetrameros, en los que cada una
de las subunidades presentan las siguientes caracteristicas comunes: 6
segmentos transmembrana (S1-S6), un médulo del poro formado por los dominios
S5y S6 y el lazo entre éstos y ambos extremos amino- y carboxilo-terminales
citoplasmaticos. Las 4 subunidades se ensamblan para formar homo- o
heterotetrameros, constituyendo de esta forma canales catidnicos no selectivos
con elevada permeabilidad al calcio y baja dependencia al voltaje (Pedersen et al.,
2005; Venkatachalam and Montell, 2007).

Dentro de los 28 miembros de la superfamilia de canales TRP destacamos
un subgrupo de canales TRP sensibles a la temperatura o termoTRPs, que se
encuentran directamente relacionados con mecanismos de termorregulacion. En
concreto, seis miembros (TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM4 y TRPM5) son

sensibles a temperaturas calientes o templadas y dos miembros (TRPAL y
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TRPM8) son activados por temperaturas frias (Jordt et al., 2003; Dhaka et al.,
2006).

Como muestra la figura 4, entre todos ellos cubren un amplio rango de
temperaturas que abarcan desde 10°C (TRPAl1l) a 53°C (TRPV2). Otra
caracteristica que comparten los termoTRPs es que son sensibles a gran variedad
de productos naturales, la mayoria de ellos sustancias irritantes. En concreto,
TRPAL se activa por componentes de la canela, mostaza y ajo, TRPM8 responde
al mentol y eucaliptol, TRPV3 al alcanfor y orégano y finalmente TRPV1 responde
a capsaicina, el principal componente de los chilis picantes (en inglés, Capsicum) y

a sustancias tan variadas como el alcanfor o la alicina del ajo (Dhaka et al., 2006).

Temperatura (°C)

0 10 20 30 40 50 60
L 1 " | " 1 . | " 1 " |

" | ;
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[~~~ [ — 1 de Ankirina
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7 4 p
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Figura 4.- Esquema del rango de temperaturas de activacion de los canales termoTRPs.
Estos canales son activados por temperaturas que abarcan desde 10°C hasta 53°C. También
se representan algunas de las principales sustancias naturales cuyos componentes son
activadores de estos canales (Jordt et al., 2003).
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2.2.- Mecanismos de activacién y estructura del receptor TRPVL1.

El receptor TRPV1 fue identificado por primera vez en 1997 mediante una
estrategia gendmica de expresion-clonacién a partir de una genoteca de DRGs de
rata, usando como ligando su agonista capsaicina. Se trata de un canal catiénico
no selectivo con elevada permeabilidad al Ca™ (relacion de permeabilidad
PCa/PNa=10) y al Mg*? (PMg/PNa=5). TRPV1 actlia como efector de las neuronas
nociceptoras polimodales periféricas, ya que integra estimulos nocivos de tipo
térmico y de tipo quimico (Tominaga et al., 1998; Holzer, 2008).

Como muestra la figura 5, este receptor polimodal es capaz de responder
a calor moderado, activandose a temperaturas >42°C, a acidosis (pH ligeramente
acido <6) y a sustancias de tipo vanilloide como capsaicina o resiniferatoxina
(RTX) (Tominaga and Tominaga, 2005). También se activa por anandamida
(ligando del receptor cannabinoide), asi como por diferentes sustancias pro-
algésicas como leucotrieno B4, NADA (N-araquidonil-dopamina), 12-HPETE (acido
12-hidroperoxieicosatetraenooico) y otros derivados del acido araquidénico (Welch
et al., 2000; Caterina and Julius, 2001; Clapham et al., 2001). Recientemente,
también se ha demostrado que determinados componentes presentes en
sustancias naturales como el alcanfor (Xu et al., 2005) o la alicina del ajo
(Macpherson et al., 2005) pueden activarlo, asi como también sustancias tan
diversas como el 6xido nitrico (Yoshida et al., 2006) o péptidos procedentes del
veneno de tarantula (Siemens et al., 2006). Ademas, determinados cationes

extracelulares son capaces de modularlo (Ahern et al., 2005).
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Figura 5.- El receptor TRPV1 actiia como un nocisensor polimodal. Representacion de la
estructura tipo homotetramero del receptor y esquema de los diferentes mecanismos de
activacion del receptor. Se muestran registros de corrientes de TRPV1 activado por su agonista
capsaicina 100 nM, por calor (temperatura 44°C) y por acidosis (pH 5.4) (Tominaga and
Tominaga, 2005).

En la figura 6 se muestra un esquema de una de las subunidades del
homotetrdmero, asi como las diferentes regiones y secuencias de aminoacidos
implicadas en diferentes funciones especificas del receptor TRPV1. En la figura es
posible observar dénde se localizan los sitios de unién a capsaicina y a protones,
los dominios relacionados con la oligomerizacion del receptor o con la interaccion
con otras proteinas, ademas de los sitios de fosforilacion para las diferentes

guinasas (Tominaga and Tominaga, 2005; Planells-Cases et al., 2005).
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Figura 6.- Modelo estructural de una subunidad del tetramero TRPV1. Se
caracteriza por estar formado por 6 dominios transmembrana (S), entre S5y S6 se
forma el poro del canal, y por poseer dominios carboxilo- y amino-terminales
intracelulares. En la figura se representan los sitios de unién a capsaicina y de
activacion por protones (H'), ademas de los residuos susceptibles de ser
fosforilados por PKA, PKC y CAMKII. Presenta varios dominios de anquirina (A) en
la regién amino-terminal y sitios de unién para calmodulina y PIP,, asi como el
dominio tipo TRP en el carboxilo-terminal. (T: treonina, S: serina, Y: tirosina, E:
acido glutamico) (Paus et al., 2006).

El dominio citosoélico carboxilo terminal de TRPV1 contiene los dominios
de union a calmodulina (CaM) (Numazaki et al.,, 2003) y fosfoinositidos
(fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, PIP,) (Prescott and Julius, 2003), ademas de los
sitios de fosforilacién por proteina quinasa C (PKC) (S800 y T704) (Numazaki et
al., 2002) y por calmodulina quinasa dependiente de calcio Il (CAMKII) (T704).
Proximo al segmento transmembrana S6, se encuentra el dominio tipo TRP, que
contiene la denominada “caja TRP” (en inglés, TRP box). Este dominio TRP es
clave en el proceso de tetramerizacion de las subunidades del receptor para

formar un canal funcional (Garcia-Sanz et al., 2004; Valente et al., 2008).
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En el dominio citosélico amino terminal de TRPV1 se encuentran los
dominios de anquirina, con los que TRPV1 es capaz de interaccionar con
proteinas citosélicas (Morenilla-Palao et al., 2001), asi como con la proteina del
citoesqueleto tubulina (Goswami et al., 2004), con la proteina de membrana Pirt,
relacionada con la unién a fosfoinositidos (Kim et al., 2008), o con calmodulina
(Rosenbaum et al., 2004). En este dominio amino terminal también se localizan
diversos sitios de fosforilacion por la proteina quinasa A (PKA), T370 o S116,
implicada en el proceso de desensibilizacion del receptor TRPV1 (Bhave et al.,
2002; Mohapatra and Nau, 2005).

Recientemente, mediante la técnica de crio-microscopia electrénica (cryo-
EM) empleando un nuevo detector de electrones, combinado con el uso de nuevos
algoritmos de procesamiento de imagenes, se ha logrado determinar la estructura
de TRPV1 a una resolucion de 3.4 A en el dominio de membrana, lo que ha
permitido determinar estructuralmente no solo el esqueleto proteico sino también
la ubicacién de las cadenas laterales de los aminoacidos (Cao et al., 2013; Liao et
al., 2013). La estructura de TRPV1 muestra una arquitectura tetramérica, con las
cuatro subunidades idénticas organizadas simétricamente alrededor del poro
central. La estructura de cada subunidad que han obtenido es muy parecida a la
de los canales catidnicos dependientes de voltaje (VGICs, del inglés, voltage-
gated ion channels).

Estos autores han demostrado que existe un amplio solapamiento de
interacciones entre los dominios citosolicos, concretamente entre dos de las
repeticiones de anquirina en la cola amino terminal de una subunidad con un
dominio de hojas plegadas B en la cola amino y una regién carboxilo terminal de
otra subunidad, lo que implica interacciones intra- e inter-subunidades. Ademas, la
nueva estructura indica que la caja TRP se encuentra estratégicamente situada
para interaccionar tanto con la pre-hélice S1 como con el lazo S4-S5 (en inglés,
S4-S5 linker) mediante puentes de Hidrégeno. Este lazo S4-S5 es una hélice a
gue une dos dominios funcionales fundamentales: el dominio S1-S4, que en
VGICs constituye el dominio del sensor de voltaje y que en TRPV1 contiene el sitio

de unién de sustancias lipofilicas como los vanilloides, con el médulo S5-P-S6 del
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dominio del poro. Esta intima interaccion entre la caja TRP con el lazo S4-S5
permitiria explicar el importante papel de esta caja TRP como modulador
alostérico de varios estimulos en el proceso de activacion del canal (Cao et al.,
2013; Liao et al., 2013).

2.3.- Expresién tisular y diversidad funcional del receptor TRPV1
en condiciones fisiol6gicas y patoldgicas.

La expresion tisular del receptor TRPV1 fue inicialmente descrita en una
subpoblacion de neuronas de pequefio y medio didmetro de DRGs y ganglios del
trigémino (TG), en el asta dorsal de la médula espinal y el nucleo caudal del
trigémino espinal mediante técnicas inmunohistoquimicas y de hibridacién in situ
(Caterina and Julius, 2001; lida et al., 2005). Se observé que en los cultivos de
DRGs mas del 50% de las neuronas expresaban TRPV1 y que la mayoria de
éstas también respondian a NGF (factor de crecimiento nervioso) y expresaban los
neuropéptidos sustancia P y CGRP (péptido relacionado con el gen de la
calcitonina) (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998; Szallasi and Blumberg,
1999). Posteriormente, se determiné que el receptor TRPV1 también se expresaba
en neuronas del hipotalamo (Sasamura et al., 1998), en astrocitos (Doly et al.,
2004), asi como en otros tipos celulares no neuronales (McGarvey et al., 2013;
Yang et al., 2013).

El papel esencial de TRPV1 en el proceso de nocicepcién es ampliamente
aceptado dado que los ratones que carecen de TRPV1 (TRPVl”") presentan
deficiencias en los procesos de nocicepcién e inflamacién (Davis et al., 2000;
Caterina et al., 2000; Caterina and Julius, 2001), apoyando la hipétesis de que
TRPV1 es esencial en la nocicepcion termal aguda y en la hiperalgesia tras
producirse un dafio tisular (Julius and Basbaum, 2001). De hecho, algunos
agonistas del receptor se han empleado como potentes analgésicos (Mason et al.,
2004).
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El receptor TRPV1 se ha relacionado con una amplia variedad de
patologias que en su gran mayoria cursan con procesos inflamatorios (Nilius et al.,
2007; Cortright et al., 2007). Diversos autores han analizado la expresién de
TRPV1 en diferentes tejidos, comparandola en condiciones fisiol6gicas y en
determinados procesos patolégicos (Nagy et al., 2004; Nilius et al., 2007).

En la piel, se han detectado células TRPV1 positivas (TRPV1+) asociadas
a los corpusculos de Meissner, concretamente en los queratinocitos de la dermis y
epidermis (Pare et al., 2001; Southall et al., 2003). Se cree que TRPV1 estaria
participando en el proceso de diferenciacion y proliferacién de los queratinocitos,
asi como en la regulacion de los inhibidores del crecimiento enddgeno del pelo, en
la transmision del dolor a nivel cutaneo y en la iniciaciéon del picor (Inoue et al.,
2002).

Mas recientemente, se ha demostrado la expresion de TRPV1 en los
mastocitos, donde participa en la liberacién de determinados mediadores como
histamina y diversas proteasas en las terminaciones sensoriales (Biro et al., 1998;
Stander et al., 2004).

TRPV1 también se expresa en el tejido visceral del tracto
gastrointestinal dentro del plexo mientérico y submucoso. Aunque la capsaicina
no actda directamente desensibilizando las células del epitelio gastrico, la
activacion de determinadas terminaciones aferentes primarias que expresan
TRPV1 parece que aumenta las barreras protectoras del estbmago y duodeno
(Akiba et al., 2001). Concretamente, la capsaicina parece promover una accion
vasorelajante en el endotelio del estomago mediada por la liberacién de CGRP
(Holzer and Guth, 1991) que induce la producciéon de prostaglandinas, con una
funcion protectora en el epitelio estomacal (Harada et al., 2003). En condiciones
patoldgicas, TRPV1 se ha relacionado con la hipermotilidad del tracto
gastrointestinal, en el dolor abdominal asociado con desérdenes funcionales del
intestino, asi como en el componente neurogénico de la pancreatitis (Holzer and
Holzer-Petsche, 1997; Geppetti and Trevisani, 2004; Holzer, 2004).

18



INTRODUCCION

En la vejiga urinaria, el receptor TRPV1 funcional se expresa en las
capas superficiales y basales del uroepitelio y parece estar implicado en el
desarrollo del reflejo de miccién en condiciones normales y patolégicas (Birder et
al., 2001; Birder et al., 2002). También se ha demostrado que la expresién de
TRPV1 aumenta en el tejido uroendotelial cuando se produce alguna patologia
inflamatoria relacionada con el aparato urinario. De hecho, se han empleado los
agonistas de TRPV1 (capsaicina y RTX) para tratar los sintomas causados por la
irritacion de vejiga (Apostolidis et al., 2005).

A nivel del sistema respiratorio, el canal TRPV1 se expresa en las fibras
sensitivas que inervan los pulmones, en el epitelio pulmonar y en los bronquios
(Yang et al.,, 2006). La activacion de estas fibras provoca broncoconstriccion,
secrecion de moco, bradicardia e irritacion de las vias aéreas, ademéas de
liberacibn de CGRP al ser estimuladas (Lundberg and Saria, 1987). Existen
diversas publicaciones que establecen la conexién entre la activacion de TRPV1
en las vias respiratorias y el asma (Herd et al., 1995). La capsaicina es capaz de
estimular especificamente las fibras C de las vias respiratorias, por ello juega un
papel clave en la generacion de la tos no productiva (Karlsson, 1993). Bajo
condiciones normales, estas fiboras C no expresan sustancia P, pero tras la
inflamacion desencadenada por una alergia o una infeccion viral comienza a
producirse (Hunter et al., 2000; Carr et al., 2002).

A nivel del sistema nervioso central, diversos estudios han demostrado
gue la aplicacién de capsaicina en neuronas dopaminérgicas del cerebro medio
provoca la liberacién de dopamina y, por el contrario, la yodo-resiniferatoxina, un
antagonista de TRPV1, inhibe esta liberacion. Sin embargo, el tratamiento con
altas dosis de capsaicina en neuronas del ganglio basal provoca su muerte celular
y la aplicacién de un antagonista de TRPV1 impide este proceso (Kim et al., 2005).
Basandose en estos estudios, se ha relacionado el canal TRPV1 con la
transmision dopaminérgica y por extension con enfermedades como la
esquizofrenia y la enfermedad de Parkinson. También se ha determinado que

los pacientes con esquizofrenia parecen presentar menor sensibilidad al dolor, lo
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gue se ha correlacionado con una menor expresion de TRPV1 en las fibras
nerviosas aferentes (Waldo, 1999).

A nivel del sistema cardiovascular, el receptor TRPV1 se expresa en
fibras sensoriales simpaticas cardiacas, desempefiando un papel fundamental en
determinadas afecciones cardiacas que cursan con dolor e inflamacién, como la
angina de pecho (Zvara et al., 2006; Huang et al., 2009). En este sentido, la
sensibilizacion y activacion del receptor TRPV1 en las fibras nerviosas que inervan
el corazén, desencadenan la liberacibn de neuroquinina A y CGRP desde la
terminal nerviosa, dos sustancias que poseen efectos protectores, por ello en este
caso el receptor TRPV1 ejerce un papel cardioprotector (Strecker et al., 2006).

Actualmente existen diversos estudios que relacionan el receptor TRPV1
con el cancer. El cancer 6seo promueve acidosis en el hueso, lo que conlleva a la
activacién de receptores TRPV1 presentes en las fibras que inervan el hueso
(Nagae et al., 2007), junto con un aumento en la expresion del canal en distintas
subpoblaciones de DRGs (Niiyama et al.,, 2007). En modelos in vivo de cancer
0seo, los antagonistas de TRPV1 provocan una importante disminucién de la
respuesta al intenso dolor asociado a este cancer (Ghilardi et al., 2005), por ello,
se estan desarrollado tratamientos analgésicos para el osteosarcoma empleando
TRPV1 como diana farmacolégica. En estudios realizados con ratones TRPV1™” se
ha observado que el progreso del cancer de piel es mucho mas rapido y agresivo
gue en ratones silvestres (Bode et al., 2009). Dado que TRPV1 interacciona con el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF), disminuyendo su expresion,
se ha sugerido que TRPV1 podria ser un supresor tumoral.

En conjunto, hemos revisado que TRPV1 se expresa en una amplia
diversidad de tejidos, participando en el proceso nociceptivo a nivel del sistema
nervioso y ejerciendo multitud de funciones en diferentes 6rganos de tipo no

sensorial.
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3.- Modulacion de la actividad del receptor TRPV1:

mecanismos de sensibilizacion y desensibilizacion.

3.1.- Inflamacion neurogénica. Sensibilizacion periférica.

En condiciones normales, las neuronas sensoriales primarias permanecen
guiescentes. Sin embargo, como muestra la figura 7, al producirse un dafio tisular
causado por un traumatismo o una lesiébn, o bien como consecuencia de un
proceso inflamatorio, infeccioso o0 isquémico, se activan los nociceptores
sensoriales periféricos. Estos nociceptores son capaces de liberar localmente
numerosos mediadores quimicos pro-algésicos como histaminas, serotoninas,
bradiquininas, prostaglandinas, citoquinas, factores de crecimiento, etc. Todos
ellos contribuyen a potenciar el proceso de inflamacién local.

A\ Figura  7.-  Proceso de
— inflamacién neurogénica. Tras

e producirse un dafio tisular se

activan los nociceptores

periféricos, liberandose diferentes
mediadores pro-algésicos, K*, ATP
Sustancia P e hidrogeniones que disminuyen el
CGRP pH. La sustancia P y CGRP,
provocan vasodilatacion, aumento
de la permeabilidad capilar y

edema (Purves et al., 2004).
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La respuesta inflamatoria también altera el pH, apareciendo acidosis en la
zona inflamada. A su vez, las células lesionadas producen ATP, se libera K™ al

medio extracelular y se activa el sistema inmunitario, principalmente los
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mastocitos, que junto con la liberacién de los neuropéptidos sustancia P y CGRP,
desencadenan la aparicion de vasodilatacion, extravasacion plasmatica y edema.
A su vez, estos dos neuropéptidos actian sobre distintos tipos celulares (células
endoteliales, mastocitos, células inmunes y arteriolas) retroalimentando el proceso.
Bajo estas condiciones inflamatorias, estos factores actlan de forma simultanea y
sinérgica generando lo que se conoce como “sopa inflamatoria” (Julius and
Basbaum, 2001).

Cuando se produce una sobrestimulacién de los nociceptores periféricos,
debido a un traumatismo, lesion tisular, inflamacién, infeccién o isquemia, se
produce la inflamaciéon local descrita anteriormente, que se conoce como
inflamaciéon neurogénica. Este proceso se acompafia de un aumento de la
sensibilidad y respuesta de los nociceptores periféricos, que conduce a un
descenso del umbral de activacion de estas terminales nerviosas periféricas y/o un
incremento de la magnitud de su respuesta, este fendbmeno es conocido como
sensibilizacion periférica. Segun el tipo de mecanismo de sensibilizacion
inflamatoria apareceran distintos signos clinicos, diferenciando entre hiperalgesia,
respuesta exagerada frente a un estimulo doloroso débil, o alodinia cuando un
estimulo no nocivo provoca una respuesta dolorosa. El principal signo clinico de la
inflamacion neurogénica es la aparicién de hiperalgesia térmica (Williams et al.,
1999; Hill, 2001).

Cabe destacar que existen evidentes analogias entre la sensibilizacién
nociceptiva periférica y la potenciacion a largo plazo o LTP a nivel del sistema
nervioso central durante los procesos de memoria y aprendizaje, de hecho se cree
que la sensibilizacion es esencial en el desarrollo y mantenimiento del dolor
cronico (Ji and Woolf, 2001; Ji et al., 2003).

En el caso de TRPVL1, en condiciones fisiolégicas su actividad es baja y
los diferentes activadores del canal lo activan con poca potencia y baja eficacia.
Sin embargo, durante la inflamacién se potencia la funcion de TRPV1 por la accion
simultanea de las sustancias pro-inflamatorias liberadas, lo que desencadena un
incremento de la excitabilidad de los nociceptores. Estos mediadores pro-algésicos

potencian sinérgicamente la actividad de TRPV1 a través de diferentes vias:
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mediante fosforilacion se disminuye el umbral de activacion por temperatura del
receptor desde 42°C a 36°C, ademas se reclutan mas canales activos a la
membrana plasmatica y se producen diferentes modificaciones a largo plazo en la
transcripcion y traduccién (Planells-Cases et al., 2005; Planells-Cases et al.,
2011). Por lo tanto, la sensibilizacion inflamatoria con la participacién del receptor
TRPV1 parece ser clave en el proceso de hiperalgesia termal (Davis et al., 2000;
Cortright et al., 2007; Patapoutian et al., 2009).

3.2.- Desensibilizacion. Tipos.

La presencia constante de estimulos nocivos de tipo quimico o fisico
provoca la activaciéon repetida y continuada de los nociceptores, que desemboca
en una disminucién de su respuesta de forma parcial o total, es decir, se vuelven
refractarios, siendo incapaces de responder a nuevos estimulos. En el caso del
receptor TRPV1, su agonista capsaicina es capaz de provocar una excitacion
inicial de las neuronas nociceptivas seguida de un periodo refractario, en el cual
las neuronas no solo no responden a capsaicina sino a ningun otro estimulo
nocivo. Este estado refractario se conoce como desensibilizacién, un proceso
con multitud de mecanismos moleculares implicados y que clinicamente se
manifiesta como analgesia o anestesia. Por ello, la regulacion o modulacion de la
desensibilizacién de TRPV1 podria ser una importante diana terapéutica.

El receptor TRPV1 es altamente permeable al Ca'? extracelular (Caterina
et al., 1997). De hecho, se ha descrito que los cambios funcionales y morfolégicos
inducidos por capsaicina en las neuronas surgen como consecuencia del influjo de
Ca' a través del canal TRPV1 (Szallasi and Blumberg, 1999). Diversos autores
han demostrado que el proceso de desensibilizacién del receptor TRPV1 depende
no solo de la presencia y entrada de Ca*? sino del tiempo de exposicion al
estimulo (Cholewinski et al., 1993; Koplas et al., 1997).

Se puede distinguir entre desensibilizacién aguda y taquifilaxia, ambos
procesos dependientes de Ca*. Mientras gue la desensibilizacion aguda se

caracteriza por un descenso de la actividad del canal durante la estimulacion, en la
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taquifilaxia se produce una sucesiva disminucion de la respuesta al aplicar
estimulos breves y repetidos, que podria asociarse, al menos en parte, a un fallo
en la recuperacion del canal desde la fase de desensibilizaciébn aguda. Estos
procesos pueden durar desde minutos a horas y por ello deben diferenciarse
claramente de la conocida como desensibilizacion a largo plazo, que puede
durar desde semanas a meses e incluso volverse irreversible, reflejando un estado
de “defuncionalizacién” de las vias neuronales (Liu and Simon, 1996).

Se han propuesto mdultiples vias de sefializacion celular como las
responsables del proceso de desensibilizacién aguda del receptor TRPVL1.
Siguiendo el orden cronolégico desde que fueron propuestas, destacariamos tres
posibles mecanismos implicados que posteriormente se detallaran por separado:
1) desfosforilacion del canal por calcineurina (CN) o proteina fosfatasa de
tipo 2B (PP2B) (Docherty et al., 1996; Bhave et al., 2002; Mohapatra and Nau,
2003; Jung et al., 2004; Mandadi et al., 2004; Mohapatra and Nau, 2005; Mandadi
et al., 2006), 2) interaccion con CaM (Numazaki et al., 2003; Rosenbaum et al.,
2004; Lishko et al., 2007; Chaudhury et al., 2011) y 3) deplecion de PIP2 en la
membrana plasmatica (Liu et al., 2005; Stein et al., 2006; Lukacs et al., 2007;
Qin, 2007; Klein et al., 2008; Yao and Qin, 2009). No existe consenso acerca de
gué mecanismo o mecanismos estan implicados en la desensibilizacién aguda, de
hecho parece que la hipétesis mas aceptada es que varios de ellos o todos
participan simultaneamente. También se ha sugerido que la desensibilizacion
aguda en lugar de ser un proceso de pérdida de funcion del canal, seria méas bien
un cambio en su sensibilidad (Novakova-Tousova et al., 2007; Yao and Qin, 2009).

Al contrario de lo que sucede en la desensibilizacion aguda, las vias
implicadas en la desensibilizacién a medio-largo plazo del receptor han sido
muy poco estudiadas hasta el momento. Por este motivo, en este trabajo nos
propusimos analizar los efectos provocados por la exposicion prolongada al
agonista capsaicina como modelo de desensibilizacion a medio-largo plazo de los
nociceptores polimodales. Basdndonos en estudios realizados en otras familias de
receptores muy diferentes, como la del receptor activado por proteasas tipo 2

(PAR2), donde la exposicién a su agonista desencadena la activacién y posterior
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desensibilizacion e internalizacién del receptor (Ricks and Trejo, 2009) o el caso
de los receptores GABAg, en el que los procesos de internalizacién, reciclaje y
degradacion lisosomal se ven acelerados tras exposicién a su agonista (Grampp et
al., 2008).

Entre los objetivos del presente estudio nos planteamos determinar si
entre los efectos de la exposicion prolongada a capsaicina se desencadenaba la
internalizacién del receptor TRPV1, contribuyendo de esta manera a su

desensibilizacion.

3.3.- Mecanismos moleculares implicados en la desensibilizacion

aguda del receptor TRPV1.

3.3.1.- Equilibrio entre los estados de fosforilacion-desfosforilacion.

La actividad del receptor TRPV1 se encuentra estrechamente regulada por
un equilibrio entre sus estados de fosforilacion y desfosforilacién, controlado por
diferentes proteinas quinasas y fosfatasas, respectivamente. En general, la
fosforilacion de TRPV1 lo sensibiliza frente a estimulos activadores, mientras que
la desfosforilacién lo desensibiliza, volviéndolo menos vulnerable a nuevos

estimulos.

3.3.1.1.- Fosforilacién: implicacién en la sensibilizacién del receptor.

En la secuencia de TRPV1 se han predicho un importante nimero de
sitios potenciales de fosforilacion asignados para las diferentes proteinas
guinasas PKA, PKC y/o CAMKII, posteriormente verificados mediante ensayos
de fosforilacion in vitro con fragmentos aislados del receptor. Como ya avanzamos
en el apartado 2.2 y en la figura 6, la S502 es un sitio no selectivo que puede ser
fosforilado por multiples quinasas (PKC, PKA y CAMKII) (Numazaki et al., 2002;
Bhave et al., 2002; Jung et al., 2004). Ademas, en el extremo amino terminal del

receptor se encuentran varios sitios para PKA como la S116 y T370 (Bhave et al.,
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2002; Mohapatra and Nau, 2003), mientras que la S800 del extremo amino
terminal es una diana de PKC (Numazaki et al., 2002).

Tanto PKA como PKC se han implicado en procesos de sensibilizacion
de los nociceptores por mediadores pro-inflamatorios. Ensayos realizados con
forbol éster 12-miristato 13-acetato (PMA), un activador clasico de PKC, se
observd una disminucién del umbral de activacién del receptor TRPV1 por calor,
por debajo de la temperatura corporal, y por agonistas demostrando que PKC es
capaz de modificar directamente el canal haciéndolo mas sensible (Premkumar
and Ahern, 2000; Vellani et al., 2001; Numazaki et al., 2002).

Numerosos mediadores pro-inflamatorios que actGan a través de sus
receptores especificos (como las proteasas a través de sus receptores activados
por proteasas, PAR, ATP a través de los receptores purinérgicos, endotelinas a
través del receptor ETAR o bradiquininas a través de los receptores Bl y B2)
(Cesare and McNaughton, 1996) desencadenan la activacion de PKC para
posteriormente sensibilizar TRPV1 (Premkumar and Ahern, 2000) (ver figura 8).
Diversos estudios han demostrado que la isoforma de PKC activada es la PKC-¢
(Cesare et al., 1999).

Otros sustancias que potencian la actividad de TRPV1, como las
prostaciclinas, la serotonina o la prostaglandina PGE2, lo hacen mediante la
fosforilacion por PKA (ver figura 8), actuando a través de receptores acoplados a
proteinas Gas y de la sintesis de AMPc mediada por adenilato ciclasa (AC)
(Lopshire and Nicol, 1998).

3.3.1.2.- Desfosforilacion: implicacién en la desensibilizacion del

receptor.

Docherty y colaboradores, mediante estudios de desensibilizacion de las
corrientes provocadas por capsaicina en nociceptores, demostraron que la
inhibicion de proteinas quinasas no influia en la desensibilizacién del canal, ni
tampoco lo hacia la inhibicion selectiva de las proteinas fosfatasas 1 y 2A
(Docherty et al., 1996).
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Bhave y colaboradores demostraron que el canal en reposo estaba
fosforilado principalmente en la S116 y en S502, dianas de PKA, y que la
desfosforilacién de estos sitios desencadenaba la desensibilizacion del receptor
(Bhave et al., 2002). Ademas, observaron que el mutante S116D, que mimetiza el
estado fosforilado del receptor, presentaba una reducida desensibilizacion. Estos
datos permitieron concluir que la fosforilacion del canal por PKA evita su
desensibilizacion, mientras que la desfosforilacion es necesaria pero no suficiente
para desensibilizar el canal. En consonancia con las observaciones anteriores,
Mohapatra y colaboradores determinaron que la modificacion postraduccional de
las dianas de PKA, pero no las de PKC, afectaban la desensibilizaciéon aguda del
receptor (Mohapatra and Nau, 2003). Finalmente, se demostré que la inhibicién de
la fosfatasa 2B o calcineurina reducia la desensibilizacion del canal TRPV1
(Mohapatra and Nau, 2005).

En conjunto, estos estudios consensuaron que los sitios de fosforilacion
por PKA del canal estan selectivamente implicados en la desensibilizacion y son
dianas para la desfosforilacion por calcineurina. No obstante, permanece todavia
sin esclarecer el papel que desempefia la desfosforilacion de cada sitio diana en
TRPV1 en el proceso global de desensibilizacion.

3.3.1.3.- Refosforilacion: implicacién en la resensibilizaciéon del receptor.

La resensibilizacion del receptor por capsaicina es posible tras el
tratamiento con el forbol éster PMA a través de la fosforilacion por PKC de las
serinas S502 y S800 de TRPV1 (Mandadi et al., 2004; Mandadi et al., 2006).
Asimismo se ha determinado que tras la desensibilizacién del receptor, éste puede
reactivarse cuando se aplican concentraciones supramaximas de sus
agonistas. Como consecuencia, se ha propuesto que la
desensibilizacion/resensibilizacion  supone una alteracion de la ECsg
(concentracién capaz de producir un 50% de la respuesta méaxima) de los

agonistas del receptor (Novakova-Tousova et al., 2007; Yao and Qin, 2009).
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En cuanto al papel de otras quinasas en la resensibilizacion del receptor
TRPV1 cabe destacar que la activacion de CaMKII (cuyos sitios diana son S502 y
T704) junto con CaM es capaz de recuperar la respuesta a capsaicina del canal
(Jung et al., 2004).

3.3.2.- Interaccion con calmodulina.

Calmodulina (CaM) es capaz de interaccionar, en presencia de Ca*, con
el receptor TRPV1 a través de su dominio carboxilo terminal. La delecion de este
dominio de interaccién con CaM en el receptor se traduce en una reducida
desensibilizaciébn aguda, por lo que se sugiri6 que CaM estaria regulando la
desensibilizacion del receptor (Numazaki et al., 2003) (ver figura 8).

Posteriormente, Rosenbaum y colaboradores detectaron un sitio de
interaccion adicional para CaM en el extremo amino terminal del receptor TRPV1
(Rosenbaum et al., 2004). Curiosamente este sitio adicional coincidia con el sitio
de unién de ATP, funcionalmente la uniébn de ATP potenciaba la actividad del
canal, ejerciendo justo el efecto contrario a la unién de CaM a TRPV1 (Lishko et
al., 2007). Estos autores mediante el tratamiento con un anticuerpo anti-CaM,
también demostraron que inhibiendo la unibn de CaM se reducia tanto la
taquifilaxia como la desensibilizacién aguda.

Recientemente, se ha descubierto que la union de AKAP150 (proteina de
anclaje a quinasa 79/150) al receptor TRPV1 produce un efecto similar al que
sucede con ATP (Chaudhury et al., 2011).

3.3.3.- Deplecién de PIP2.
Los primeros datos acerca de la implicacion de PIP2 en la
desensibilizacion de TRPV1 fueron obtenidos mediante inhibicién de la sintesis o

por deplecion de PIP2 de la membrana plasmatica (Liu et al., 2005). De hecho, al

inhibir su sintesis se blogquea la recuperacion del canal después de
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desensibilizarlo, siendo necesario cierto nivel de PIP2 para que funcione
correctamente (Prescott and Julius, 2003) (figura 8).

Posteriores estudios corroboraron este mecanismo y demostraron que la
aplicaciébn exdgena de PIP2 era capaz de activar directamente el canal,
produciéndose la deplecién de PIP2 tanto durante la activacion del canal como en
su desensibilizacion (Lukacs et al., 2007; Klein et al., 2008). De hecho, el propio
influjo de Ca*? a través del canal permite la deplecion de PIP2 en pocos segundos
(Qin, 2007; Yao and Qin, 2009).

En la figura 8 se muestra un resumen de la implicacion de los
mecanismos de fosforilacion-desfosforilacidén-refosforilacion relacionados con los
procesos de sensibilizacién-desensibilizacién-resensibilizacion del receptor
TRPV1, asi como las diferentes quinasas, fosfatasas y demas moléculas

implicadas.
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ATP PGE,
‘.// Proteasas > 7 Serotonma\\\‘

Ve
=t -
‘ 3 PIP, 2
< 5502 G3
p 5800 74 B >
1P 5116 CAMP

DAG

$502

Figura 8.- Papel de la fosforilacion en la sensibilizacion-desensibilizacion del canal TRPV1.
Varios agonistas (bradiquininas, endotelinas, serotonina, PGE2 etc.), actuando sobre sus
respectivos receptores acoplados a proteinas G, son capaces de activar diferentes quinasas
como PKC o PKA, desencadenando la fosforilacion y posterior sensibilizacion del receptor
TRPV1 a sus activadores (calor, &cido, agonistas quimicos). La activacién de TRPV1 permite el
flujo de Ca* a su través, esto activa CaM que promueve la desfosforilacién del receptor y su
desensibilizacion. A su vez CaM también puede inducir la fosforilacion de TRPV1 a través de la
quinasa CAMKII. Figura adaptada de TRPV1: Pain, peppers and Prostaglandins por Brock, T.G.
Cayman Chemicals.

29



INTRODUCCION

3.4.- Funciones fisiolégicas del mecanismo de desensibilizacion.

La desensibilizaciébn es una caracteristica comin a muchos canales
i6nicos, y generalmente se le atribuye una funciéon de proteccién frente a la
toxicidad celular. En el caso de TRPV1, debido a su elevada permeabilidad a
Ca*, su desensibilizacién es esencial para prevenir una sobrecarga de este ion
(Szallasi and Blumberg, 1999).

La mayoria de los canales se recuperan del estado desensibilizado
inmediatamente después de que el estimulo desaparezca. Por ello, es posible que
la prolongada desensibilizacion caracteristica de TRPV1 pudiera concederle
alguna funcién fisioldgica adicional no determinada. Diversos autores han
observado que el canal después de desensibilizarse permanece funcional, y
aunque no responde a concentraciones saturadas de agonista si lo hace a
concentraciones supramaximas, muy superiores a las saturadas (Novakova-
Tousova et al., 2007; Yao and Qin, 2009). Esta propiedad hace pensar que se esta
produciendo una adaptacién del receptor, asociada a un cambio de sensibilidad al
estimulo activador. La adaptacion es una caracteristica esencial para otros
receptores sensoriales, como los implicados en la visién o el oido, y en el caso de
receptores de dolor como TRPV1 podria explicar la analgesia alcanzada tras la

aplicacién topica de capsaicina (Mason et al., 2004; Vyklicky et al., 2008).
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4.- Regulacion del trafico intracelular de canales ionicos.

El flujo de iones a través de la membrana plasmética viene determinado
no solamente por la apertura y cierre de los canales i6nicos, sino también por el
nimero de canales idnicos activos presentes en la superficie celular. De hecho, la
regulacion de la poblacion de canales i6nicos presentes en la membrana
plasmatica, controlando la traslocacion de canales entre los distintos
compartimentos celulares, supone un importante mecanismo para el control de
funciones celulares tan importantes como la actividad neuronal (Cerny and Huber,
2011). Por todo ello, la regulacién de la distribucion espacial y temporal de los
receptores de membrana se considera un mecanismo clave para el control de las
funciones metabdlicas celulares.

Un destacado ejemplo de la importancia de regular el trafico intracelular de
los canales ibnicos a/desde la membrana plasmatica es el de los receptores de
glutamato de tipo AMPA, encargados de mediar la mayoria de las sinapsis
excitatorias rapidas en el sistema nervioso central (Man et al., 2000; Greger and
Esteban, 2007). El tréfico intracelular de estos receptores desde y hacia las
sinapsis ha sido descrito como el mecanismo central responsable de diversas
formas de plasticidad sinptica (Inoue and Okabe, 2003). Asi, cuando estos
receptores se traslocan desde las membranas endosomales hasta la sinapsis
aumentan las corrientes sinapticas, generandose una potenciacion a largo plazo
que es la base del proceso de aprendizaje asociativo (Rumpel et al., 2005).

Gracias al aumento del numero de estudios de trafico intracelular, se han
comenzado a identificar los mecanismos implicados en el trasiego de las proteinas
entre los compartimentos intracelulares y la membrana plasmatica. Se sabe que
las proteinas de membrana son sintetizadas en el reticulo endoplasmico y tras
sufrir modificaciones postraduccionales, como la glicosilacién que tiene lugar en el
reticulo endoplasmico y aparato de Golgi, son plegadas y ensambladas para
posteriormente ser clasificadas en determinadas vesiculas que las transportan y
liberan en la superficie celular mediante exocitosis, que puede ser constitutiva o
regulada (ver figura 9) (Royle and Murrell-Lagnado, 2003).
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La ruta de exocitosis constitutiva es un proceso ubicuo, que se produce
en todas las células y que se encarga de transportar desde el aparato de Golgi
lipidos y proteinas que formaran parte de la membrana plasmatica, regenerandola
de esta forma, y asegurando la eliminacion constante de componentes dafiados.

Sin embargo, la via de exocitosis regulada es empleada por las células
especializadas como las neuronas, funcionando como mecanismo de
comunicacion celular. En este tipo de exocitosis, las vesiculas no se fusionan
espontaneamente con la membrana plasmética sino que lo hacen en respuesta a
determinados estimulos, desencadenando la movilizacion y posterior fusion de un
reservorio de vesiculas intracelulares almacenadas cerca de la membrana.

Tradicionalmente, la ruta de exocitosis constitutiva se ha asociado al
trafico de proteinas de membrana a la superficie celular, mientras que la ruta
regulada se relaciona con la liberacion dependiente de actividad de

neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas (Royle and Murrell-Lagnado, 2003).

Exocitosis
Secrecion Constitutiva Secrecion Regulada
causada por Ca2+
@ Sefial
Membrana o5 R
Plasmatica - 9
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lipidos y proteinas
de membrana

Aparato de Golgi

Figura 9.- Tipos de exocitosis. La traslocacion de vesiculas desde el
aparato de Golgi hasta la membrana plasmatica donde se fusionan puede
ser de dos tipos: constitutiva o regulada. (Audesirk and Audesirk, 1996).
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En el trafico de vesiculas participan las proteinas SNARE (receptor
soluble de proteinas de anclaje a la ATPasa de fusién sensible a N-etiimaleimida),
una gran familia de proteinas presentes en la mayoria de organelas que
intervienen en el trafico intracelular y la secrecién de vesiculas. En la mayoria de
los casos es necesario un aumento importante de la concentracién de Ca*?
intracelular para que se produzca la fusion de vesiculas mediadas por SNARE.
Ademas, los cambios en esta concentracién regulan la velocidad de reciclaje de
las vesiculas (Jahn et al., 2003).

El proceso global de exocitosis de vesiculas es compensado por el
proceso de endocitosis, asegurando de esta forma el contenido constante de los
componentes de la membrana plasmatica. Los receptores de membrana y
transportadores pueden ser endocitados siguiendo diferentes rutas, la mas clasica
es la dependiente de clatrinas. Independientemente de la ruta de endocitosis
seguida, las vesiculas endociticas formadas en la membrana plasmatica se
fusionaran con los endosomas tempranos, una poblacion heterogénea de
vesiculas en la periferia de la célula, que funcionan como estaciones de
clasificacion y reparto del contenido de las vesiculas endociticas en los diferentes
compartimentos intracelulares, por ello también se les conoce como endosomas
de clasificacion (ver figura 10). Si el destino final de los receptores internalizados
es la degradacion lisosomal, éstos seran conducidos desde los endosomas
tempranos, pasando por los endosomas tardios, hasta los lisosomas. Estos
Ultimos son considerados la estacién final de la via endocitica-degradativa, ya que
el destino final de las moléculas del interior de los endosomas tardios es ser
digeridas y degradadas por las hidrolasas lisosomales (Sorkin and Von Zastrow,
2002; Ciechanover, 2005).

Si por el contrario, el destino de los receptores internalizados es ser
reciclados a la membrana plasmatica, pueden seguir varias rutas o bien
directamente volver a la membrana plasmatica por una via de reciclaje rapido o a
través de los endosomas de reciclaje alcanzar de nuevo la membrana plasmatica
(ver figura 10) (Doherty and McMahon, 2009; Kumatri et al., 2010).
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4.1.- Trafico intracelular de los canales TRP.

Diversos estudios han planteado que la traslocacién regulada de los
canales TRP a la membrana plasmatica podria ser un posible mecanismo de
activacién de estos canales, en especial para aquellos canales TRP que estan
constitutivamente activos y cuya sobreactividad puede conducir a una sobrecarga
de Ca*. El nimero de miembros de esta superfamilia de canales TRP en los que
se comienza a observar este tipo de regulacion aumenta cada vez mas. Esta
hipétesis plantea un mecanismo regulatorio que consistiia en una rapida
incorporacion dependiente de actividad de los canales TRP desde los reservorios
citosdlicos en las vesiculas hasta la membrana plasmética.

La traslocacién regulada de los canales de la familia TRP fue inicialmente
observada en el canal murino TRPV2, que se traslocaba desde los
compartimentos intracelulares a la membrana plasmética tras estimulaciéon con
IGF-1 (Kanzaki et al., 1999). Desde entonces, este mecanismo de regulacion de la
actividad del canal ha sido demostrado para los receptores TRPC5 y TRPM6 que

se traslocan a la membrana plasmatica tras estimulaciéon con EGF (Bezzerides et
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al., 2004; Thebault et al., 2009) o como el caso del receptor TRPAL, que alcanza
la superficie celular tras exposicion a estimulos de tipo nociceptivo (Schmidt et al.,
2009).

4.2.- Vias de sefializacion implicadas en la traslocacion de TRPV1

a la membrana plasmética.

TRPV1 también se trasloca a la membrana plasmatica bajo potenciacion
mediada por exocitosis regulada, en la que intervienen proteinas SNARE
(Morenilla-Palao et al., 2004). Concretamente, mediante ensayos de doble-hibrido
con levaduras utilizando una libreria de cerebro de rata y empleando como cebo el
extremo amino terminal de TRPV1 se identificaron dos proteinas asociadas a
vesiculas sinapticas, snapin y sinaptotagmina IX, demostrando asi la insercién de
los canales TRPV1 a la membrana plasmatica regulada mediante exocitosis
dependiente de Ca*?. Adicionalmente, demostraron gue la sobrexpresion de
shapin impedia la traslocacién de TRPV1 mediada por PKC, asignando un papel
funcional a la interaccién de TRPV1 con esta proteina.

Posteriormente otros autores determinaron que la estimulacién con
insulina e IGF-1, ambos mediadores pro-inflamatorios, también provocaba la
traslocacion de TRPV1 a la membrana plasmética (Van Buren et al., 2005).

Ademés, el tratamiento con NGF también induce la traslocacion de
TRPV1, implicando a diversas quinasas PI3K, PKC® y Src (Zhang et al., 2005;
Stein et al., 2006).

Mas recientemente, Jekse y colaboradores han mostrado que la proteina
de la matriz extracelular fibronectina también estimula la traslocacion de TRPV1
en neuronas sensoriales del ganglio trigémino por un mecanismo dependiente de
la quinasa Src (Jeske et al., 2009).

En cuanto al papel de PKA, algunas sustancias pro-inflamatorias como las
prostaglandinas son capaces de incrementar los niveles de AMPc, generando
hiperalgesia debido a la sensibilizacion de TRPV1. En este sentido, Vetter y

colaboradores sefialaron que TRPV1 se traslocaba a la superficie celular en
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células HEK293 tras estimulacién con forskolina (FSK), un activador de la

adenilato ciclasa (Vetter et al., 2008).

4.3.- Estudio del mecanismo de endocitosis y/o reciclaje del
receptor TRPV1.

En diferentes tipos de receptores se ha observado un estricto control de la
cantidad de receptor en la superficie celular dependiente de su actividad, bien los
receptores presentes en la membrana plasmatica se internalizan para
posteriormente reciclarse de nuevo a la membrana plasmética (van de Graaf et al.,
2008) o bien se degradan a través de una ruta proteosomal o lisosomal (Grampp
et al.,, 2007). Dependiendo de la via de reciclaje o via degradativa que sigan los
receptores, se distinguira entre una regulacibn a corto o largo plazo,
respectivamente.

Dentro de la superfamilia de receptores TRPs, existen pocos estudios
relacionados con la internalizacién de estos receptores. Cabe destacar el caso de
TRPV5, un canal epitelial de ca®?, que se internaliza constitutivamente (sin
presencia del agonista) mediante una endocitosis dependiente de clatrinas y
dinaminas y que tras su internalizacién entra en una ruta de reciclaje hacia la
membrana plasmatica (van de Graaf et al., 2008).

Otra ruta completamente distinta es la internalizacion del receptor TRPA1
inducida por su agonista el aceite de mostaza que, tanto en sistemas de expresion
heteréloga como en neuronas sensoriales, esta regulada por el receptor TRPV1
(Akopian et al., 2007).

A diferencia de lo que sucede en la desensibilizacién aguda de TRPV1, las
vias implicadas en la desensibilizacion del receptor inducida por su agonista a
medio-largo plazo no han sido exploradas hasta el momento. Debido a la falta de
datos relacionados con la internalizacion y/o reciclaje del receptor TRPV1, nuestro
estudio pretende describir los distintos mecanismos o vias de endocitosis que
podria seguir el receptor TRPV1 para internalizarse. Por ello, a continuacion,

basandonos en el esquema de la figura 11, describiremos abreviadamente la
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diversidad de rutas endociticas y de reciclaje que existen y que podrian ser
empleadas por el receptor.

En primer lugar, distinguimos la fagocitosis que implica particulas
grandes (>1um), con la participacién de los filamentos de actina, siendo su destino
final la degradacion lisosomal. Ademés, encontramos la macropinocitosis,
involucrada principalmente en la captacion de fluidos, en la que participan los
dominios BARS (Bin—amfifisina-Rvs) junto con los filamentos de actina (Bonazzi et
al., 2005).

La ruta clasica de endocitosis implica la participacion de las clatrinas,
una proteina especializada de la cubierta, que posee un papel crucial en el
mecanismo de escision de la vesicula y de clasificacion de los receptores. De
hecho, la participacién de esta proteina permite clasificar la endocitosis en rutas
dependientes e independientes de clatrinas. Las rutas dependientes de clatrinas
involucran necesariamente la participacion de la familia de GTPasas dinaminas
(Wieffer et al., 2009; Doherty and McMahon, 2009) (figura 11). Sin embargo, las
rutas independientes de clatrinas pueden ser a su vez dependientes o

independientes de dinaminas (Mayor and Pagano, 2007; Howes et al., 2010).
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Figura 11.- Tipos de endocitosis. Clasificacion de las diferentes rutas endociticas segun
participen o no clatrinas y/o dinaminas en el mecanismo. Se indican las proteinas
caracteristicas implicadas en el transporte en cada ruta, asi como ejemplos de sustancias
endocitadas (Wieffer et al., 2009).

37



INTRODUCCION

Algunos ejemplos de receptores que se internalizan siguiendo la ruta
clasica de endocitosis dependiente de clatrinas y dinaminas (Mousavi et al., 2004;
Doherty and McMahon, 2009; McMahon and Boucrot, 2011) son el receptor de la
transferrina (TfR) (Tosoni et al., 2005), el receptor de EGF (Vieira et al., 1996) o el
receptor de la lipoproteina de baja densidad (LDLR) (Garuti et al., 2005).

En las rutas de endocitosis dependientes de dinaminas e independientes
de clatrinas participan diversas proteinas implicadas en el trafico intracelular como
son RhoA, una GTPasa de la familia de proteinas Rho (Qualmann and Mellor,
2003) o caveolina, con la participacion de unas estructuras intermedias llamadas
caveosomas (Parton and Simons, 2007). Un ejemplo de internalizacion mediada
por caveolina es el virus simio 40 o SV40 (Anderson et al., 1996).

Por ultimo, existe una amplia variedad de rutas heterogéneas que son
independientes de ambas clatrinas y dinaminas (Mayor and Pagano, 2007; Howes
et al., 2010) (ver figura 11), en las que participan otras proteinas como son Arf6
(factor de ribosilacion ADP 6) (Donaldson, 2003), PIPK (quinasa fosfatidil inositol),
CDC42 (proteina control de division celular 42) (Sabharanjak et al., 2002), GRAF1
(regulador de GTPasa asociado a quinasa de adhesion focal 1) (Lundmark et al.,
2008). Algunos ejemplos de moléculas o sustancias internalizadas mediante estas
rutas independientes de clatrinas y dinaminas son las toxinas de Shiga (Romer et
al., 2007) o del célera (Torgersen et al., 2001), el receptor de IL-2 (Lamaze et al.,
2001) o los llamados GPI-AP (proteinas ancladas a glicosil fosfatidil inositol)
(Sabharanjak et al., 2002).

Como se describié en la figura 10, una vez alcanzado el endosoma
temprano, el receptor internalizado puede reciclarse rapidamente a la membrana o
seguir un reciclaje més lento a través de los endosomas de reciclaje, o bien puede
viajar desde el endosoma temprano al endosoma tardio para finalmente terminar
degradandose en los lisosomas. La existencia de una ruta de reciclaje rapido a
la membrana plasméatica desde los endosomas tempranos ha sido ampliamente
documentada para los glicoesfingolipidos (Choudhury et al., 2004). A su vez

diversos estudios han demostrado que las GTPasas Rab4 y Rab35 (en inglés,
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Ras-related in brain) son importantes reguladores de esta ruta de reciclaje rapido
(Kouranti et al., 2006; Yudowski et al., 2009).

La ruta de reciclaje lento involucra el transporte de las proteinas
internalizadas desde los endosomas tempranos a los endosomas de reciclaje,
para finalmente retornar a la membrana plasmatica (Grant and Donaldson, 2009).
El término global de endosomas de reciclaje engloba a su vez varios tipos de
compartimentos como los llamados ERC o compartimentos de reciclaje endocitico
(en inglés, endocytic recycling compartment), que se localizan cerca del aparato
de Golgi y se definen molecularmente por la presencia de Rab11l (Horgan et al.,
2007), y también engloba a los endosomas de reciclaje de tipo tubular que se
identifican con los marcadores Rab8 y Rab22a (Weigert et al., 2004; Hattula et al.,
2006).

En general, las rutas de reciclaje estan sumamente identificadas y existen
gran variedad de estudios que determinan qué tipo de marcadores especificos
(principalmente de la familia Rab) identifican una ruta determinada de reciclaje a la
membrana plasmatica (Maxfield and McGraw, 2004).

4.4.- Estudio del mecanismo de degradacién del receptor TRPV1.

Si el receptor internalizado TRPV1 no entra en ninguna de las rutas de
reciclaje anteriormente descritas, su destino sera la degradacién que al igual que
el resto de proteinas celulares puede ser a través del proteosoma o de lisosomas.
En la figura 12 se representan a modo general estas dos rutas de degradacion
proteica intracelular (Adams, 2004; Ciechanover, 2005; Saftig and Klumperman,
2009; Settembre et al., 2013).

La ruta lisosomal se caracteriza por una disminucién progresiva del pH
luminal de las organelas, desde los endosomas hasta los lisosomas, llegando a
alcanzar pH 5 en el lisosoma maduro (Ohkuma and Poole, 1978). La generacion y
mantenimiento de este gradiente de pH lisosomal requiere de la actividad de la
ATPasa tipo-V, que se encarga de bombear protones al interior del lumen

lisosomal (Ohkuma et al., 1982). El lumen &cido de los lisosomas es esencial para
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el correcto funcionamiento de varios tipos de hidrolasas acidas dedicadas a la
degradacion especifica de sustratos (de Duve, 1963). A su vez, la membrana
lisosomal posee proteinas implicadas en el transporte de sustancias desde y hacia
el interior del lumen lisosomal, asi como en la fusién de los lisosomas con otras
estructuras celulares (Saftig and Klumperman, 2009). El material extracelular cuyo
destino es ser degradado alcanza el lisosoma principalmente a través de rutas
endociticas (Luzio et al., 2009), mientras que los componentes intracelulares son
generalmente transportados a los lisosomas por autofagia (Kaushik and Cuervo,
2012).
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Figura 12.- Mecanismos de degradacion proteica intracelular.
Podrian dividirse en dos tipos de rutas: lisosomal y proteosomal. Las
proteinas extracelulares o transmembrana suelen degradarse a través
de los lisosomas, sin embargo las proteinas citosélicas suelen seguir la
ruta proteosomal (Adams, 2004).
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La ruta proteosomal se encarga mayoritariamente de la degradacién de
proteinas intracelulares, tanto de aquellas marcadas mediante fosforilacion,
desencadendndose la activacion de determinadas vias de sefializacion
intracelular, como de proteinas mal plegadas que estan en el citosol.

La degradacién dependiente del sistema proteosomal requiere de la
participacion de una familia de proteinas llamadas ubiquitinas, que marcan las
proteinas sustrato para su degradacion proteosomal. Sin embargo, el proceso de
ubiquitinacion también puede servir como sefial para la activacién de quinasas y
otro tipo de rutas no proteoliticas (Pickart, 2001).

La ubiquitina se une covalentemente a las proteinas celulares a través de
unos residuos de lisina y requiere de la participacion de tres enzimas (E1, E2 y E3)
gue actian en cascada (Ciechanover, 1998). En un primer paso la enzima E1
(enzima activadora de ubiquitina 1) incorpora una molécula de ubiquitina en
presencia de ATP, seguidamente esta es transferida desde E1 a la proteina E2
transportadora de ubiquitina (en inglés, ubiquitin-conjugating enzyme). Finalmente
en un Ultimo paso, tanto E2 como la proteina sustrato susceptible de ser
ubiquitinada acaban uniéndose especificamente a la proteina ligasa ubiquitina o
E3, produciéndose la transferencia de ubiquitinas activadas desde E2 a la proteina
sustrato. La conjugacion sucesiva de restos de ubiquitina genera una cadena de
poliubiquitinas que funciona como sefial para dirigir la proteina sustrato al
proteasoma para su degradacion. Tras la degradacion se generan cortos
fragmentos peptidicos y las ubiquitinas liberadas mediante enzimas
desubiquitinantes son reutilizadas para marcar nhuevamente proteinas susceptibles
de degradarse por esta ruta proteosomal. La generacién de una cadena de
poliubiquitinas puede activar determinados reguladores transcripcionales a nivel

nuclear.
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OBJETIVOS

Los mecanismos implicados en el fendmeno de desensibilizacion a largo
plazo del receptor TRPV1 inducida por agonistas vanilloides permanecen sin
esclarecer, al contrario que lo que sucede con la desensibilizacion aguda del
receptor TRPVL1. Inicialmente, nos propusimos determinar si la internalizacién
inducida por agonista del receptor contribuia al proceso de desensibilizacion
a medio-largo plazo de los nociceptores.

Una vez confirmada la internalizacion de TRPV1 inducida por capsaicina,
analizamos la influencia de diferentes factores como la dosis y tiempo de
exposicién al agonista o el papel del Ca™. Ademas, abordamos el estudio de las
rutas de endocitosis y/o degradacion implicadas, asi como el posible papel
modulador que podria ejercer la fosforilacion del receptor en el proceso de

internalizacion.
Los objetivos concretos de este proyecto de tesis doctoral son:

1.- Verificar la internalizacién del receptor TRPV1 inducida por
exposicion prolongada a los agonistas vanilloides. Para ello, se realizaran
ensayos de biotinilacion de proteinas de membrana asi como marcaje
inmunocitoquimico diferencial que permitira separar la poblacion de membrana de
la internalizada. Conjuntamente, se empleardn ensayos funcionales para

corroborar la posible disminucién de la poblacién de receptor en la membrana.

2.- Investigar los factores que afectan la internalizacion inducida del
receptor. Para ello, se estudiara la dependencia de la magnitud de la dosis y el
tiempo de exposicion a los diferentes agonistas y el papel del Ca*. Ademas, se
analizara si la activacion del canal es un factor determinante en el proceso de

internalizacioén.

3.- Estudiar las vias de endocitosis y posterior degradacion
asociadas con la internalizacion inducida del receptor TRPVL1. Para ello, se

emplearan diferentes inhibidores especificos que bloquean dichas rutas con el fin
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de esclarecer el trafico intracelular y destino final del receptor una vez

internalizado.

4.- Analizar el papel modulador de la fosforilacion del receptor en la
endocitosis inducida del receptor. Se evaluara la posible implicaciéon de los
procesos de fosforilacion-desfosforilacion de TRPV1 en el trafico desde o hacia la
membrana plasmatica, contribuyendo asi a la sensibilizacion-desensibilizacion del

receptor.

5.- Determinar si el tratamiento prolongado con el agonista
desencadena citotoxicidad celular. Se realizaran estudios de supervivencia
celular en las condiciones experimentales empleadas para descartar que la
internalizacion del receptor TRPV1 inducida por su agonista esté relacionada con

un proceso de muerte celular.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Cultivos celulares.

1.1.- Lineas celulares: condiciones de cultivo y transfeccion.

La mayoria de los ensayos del presente trabajo se realizaron en la linea
celular de rifién embrionario humano HEK293. Las células se cultivaron en medio
DMEM (Sigma) suplementado con suero fetal bovino (FBS) 10% (Gibco),
penicilina-estreptomicina 1% (Gibco) y L-glutamina 1% (Gibco) y se incubaron a
37°C con atmdésfera humidificada saturada de CO, al 5%. Para la transfeccion, las
células se crecieron en monocapa hasta alcanzar una confluencia aproximada del
90% y 24 h después se transfectaron empleando Turbofect (Fermentas Life
Sciences), siguiendo las condiciones aconsejadas por el fabricante (ug DNA:ul
Turbofect 1:2). Todos los ensayos se realizaron a las 48 h post-transfeccion y
siempre se emplearon pases celulares inferiores a 15.

En los ensayos para la caracterizacion del anticuerpo extracelular o-
TRPVl1e, se utilizé la linea celular de neuroblastoma humano, SH-SY5Y-TRPV1,
linea que expresa establemente TRPV1 (Liljla et al., 2007). Las células se
mantuvieron en cultivo en monocapa con medio EMEM (Invitrogen) suplementado
con FBS 10%, penicilina-estreptomicina 1%, L-glutamina 1%, aminoacidos no
esenciales 1% (Gibco) y con el antibiético puromicina 0.4 pg/ml (Sigma) para

forzar la expresion del plasmido que contiene TRPV1.

1.2.- Cultivos primarios neuronales de DRGs de rata.

Las ratas tipo Wistar empleadas en el presente estudio se adquirieron con
un peso entre 200-250 g (Laboratorios Charles River) y se mantuvieron bajo
condiciones controladas de temperatura (23°C) y humedad del 60%, con ciclos de
luz/oscuridad (12 h/12 h) en el estabulario del servicio de animalario del Centro de
Investigacion Principe Felipe (CIPF). Las hembras prefiadas se aislaron durante el
periodo de gestacion, para posteriormente emplear tanto crias neonatales de 1 a 3

dias de edad como ratas adultas para la obtencién de los cultivos primarios.
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Para los ensayos inmunocitoquimicos y la técnica In Cell Analyzer® se
emplearon cultivos de DRGs de ratas neonatales (1-3 dias). Aproximadamente se
extrajeron 40 DRGs por animal, que se trataron con colagenasa tipo 1A 0.25%
(Sigma) en medio DMEM sin FBS durante 90 min a 37°C. Posteriormente, los
ganglios se lavaron con medio DMEM suplementado con FBS 10%, penicilina-
estreptomicina 1% y L-glutamina 1% (Gibco). Tras la disgregacion enzimatica, se
realiz6 la disgregaciébn mecanica empleando pipetas pasteur con puntas
estrechadas secuencialmente hasta obtener finalmente una suspension celular.
Las células se concentraron mediante centrifugacion a 1000 r.p.m durante 5 min y
el pellet resultante se resuspendié6 en medio DMEM conteniendo FBS 10%,
penicilina-estreptomicina 1%, L-glutamina 1%, NGF 50 ng/ml (Promega) y citosina-
arabinésido 1.25 pug/ml (Sigma).

Los ensayos de biotinilacion se efectuaron a partir de cultivos de DRGs
aisladas de ratas adultas. La obtencion de estos cultivos se realizd siguiendo un
protocolo similar al empleado para las DRGs neonatales a excepcion del medio de
cultivo, que en este caso contiene DMEM, suero de caballo (HS, en inglés, horse
serum) 10% (Gibco), penicilina-estreptomicina 1%, L-glutamina 1%.

Para facilitar la adherencia neuronal, antes de la siembra de las células,
los cubres de vidrio se pretrataron con poli-ornitina solucién 0.01% (Sigma) y
laminina 1 mg/ml (Sigma). En el caso de los cultivos neonatales, se sembraron
todas las neuronas de DRGs de un animal por pocillo de una placa de 12 pocillos,
sin embargo para los cultivos de ratas adultas, se utilizaron todas las neuronas de
un animal para sembrar dos pocillos de una placa de 6 pocillos. Transcurridas 48 h
se cambid el medio de cultivo con el fin de mantener la viabilidad y eliminar restos
celulares no adheridos. Todos los experimentos con cultivos primarios de DRGs se

realizaron tras 3-4 dias in vitro.
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2.- Tratamientos, anticuerpos y pladsmidos.

2.1.- Tratamientos farmacoldgicos. Condiciones de uso.

Las distintas herramientas farmacologicas empleadas, su mecanismo de

accion, condiciones de uso y marca comercial se recogen en la tabla 1:

. N . Marca
Mecanismo Concentracion Tiempo _
Comercial
Capsaicina (Caps) | Agonista de TRPV1 0.1 yM-100 pM 5-60 min Sigma-Aldrich
Resiniferatoxina
Agonista de TRPV1 1-100 nM 20 min Sigma-Aldrich
(RTX)
Inhibidor del Enzo Life
MG132 10 uM 24 h .
proteosoma Sciences
) Inhibidor de funcién . )
Cloroquina (CQ) . 200 pg/ml 2h Sigma-Aldrich
lisosomal
. Inhibidor proteasas . .
Leupeptina (Leup) ) 75 uM 10h Sigma-Aldrich
lisosomales
Antagonista
Capsazepina (Cpz) competitivo de 10 uM 20 min Sigma-Aldrich
TRPV1
Quelante intracelular .
BAPTA-AM . 50 uM 30 min Merck
de Calcio
Sacarosa Inhibidor inespecifico 250 mM . .
) ) o 1h Sigma-Aldrich
hipertonica (Sac) de endocitosis (600 mOsm)
) Inhibidor de
Clorpromacina o ) . )
(Clp2) endocitosis mediada 50 yM 1h Sigma-Aldrich
z
P por clatrinas
Aumenta AMPc via
Forskolina (FSK) adenilato ciclasa, 20 yM 15 min Sigma-Aldrich
activando PKA
Potente inhibidor de . )
H-89 10 uM 1h Sigma-Aldrich

PKA
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2.2.- Anticuerpos empleados.

Los anticuerpos utilizados, sus caracteristicas y condiciones de uso para el
marcaje especifico de diversos compartimentos subcelulares empleados en los
ensayos inmunocitoquimicos, para aislar poblaciones fluorescentes en los ensayos
de citometria de flujo, asi como para revelar los western blot en los ensayos de

biotinilacién se incluyen en la tabla 2.

Suero anti-TRPV1

Conejo WB (1:2000) IC (1:1000) 95 GenScript (USA)
extracelular (a-TRPV1e)

Lectina WGA-Texas Red Conejo IC (1:200) Invitrogen

Anti-EEA-1 Ratén IC (1:200) 180 BD Biosciences

Suero anti-TRPV1

) Conejo WB (1:1000) 90-95 Diver Drugs S.L.
(C-terminal)
Anti-Actina Raton WB (1:10000) 42 Sigma-Aldrich
Anti-Calnexina Ratén WB (1:200) 90 Abcam
Anti-ATPasa Na'/K" Raton WB (1:5000) 100 Abcam
) Suero .
Transferrina-Texas Red IC (1:200) Invitrogen
humano
. Santa Cruz
Anti-Lamp-2 Ratén IC (1:50) 120

Biotechnology

Anti-TRPV1-ATTO488

Conejo In Cell Analyzer® (1:200) Alomone Labs
(extracelular)

54



MATERIALES Y METODOS

Anti-mouse y Anti-rabbit
Jackson
fluorescentes (Alexa 568 Cabra IC (1:200)
ImmunoResearch
y 488)
Anti-mouse HRP
) ) Cabra WB (1:10000) Molecular Probes
Anti-rabbit HRP

IC: Inmunocitoquimica; WB: western blot

2.3.- Plasmidos.

Durante la realizacion de este estudio se han empleado diferentes

construcciones, que se describen a continuacioén:

TRPV1 poreLess: mutante no funcional de TRPV1 que tiene delecionada la
region del poro i6nico (A629-647). Esta delecion no impide la
oligomerizacién y expresién a nivel de membrana de la proteina truncada
(Garcia-Sanz et al., 2004).

mLCA-ds-Red: plasmido que expresa la cadena ligera de la proteina
clatrina fusionado con una fluoréforo rojo, de forma que permite detectar
especificamente las vesiculas de clatrina. Cedido por |. Pérez-Otafio
(CIMA, Navarra).

GFP-Dinamina WT y GFP-Dinamina K44A: Dos construcciones de la

dinamina la que llevan fusionadas la molécula fluorescente GFP: i) La
dinamina la silvestre (Din-WT), que se utiliz6 como control positivo vy ii) el
mutante dominante negativo K44A (Din-K44A), que carece de actividad
GTPasa, y se utiliza para bloquear la endocitosis mediada por dinaminas.
Cedidas por M. McNiven (Fundacién Clinica Mayo, Minnesota, USA).

TRPV1-S116D: mutante que emula el estado de fosforilacion por PKA de
la serina 116 del dominio N-terminal de TRPV1, caracterizado por
presentar una reducida desensibilizacién (Bhave et al., 2002; Mohapatra
and Nau, 2005). Obtenido en nuestro grupo por la técnica de mutagénesis

dirigida (sustitucion de la serina por acido aspartico).
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3.- Ensayos de Inmunofluorescencia.

A lo largo de este trabajo se han empleado diferentes protocolos de
marcaje de receptores para distinguir varias poblaciones subcelulares
simultdneamente (membrana e intracelular) o bien para localizar el destino del
receptor una vez internalizado. Los distintos protocolos se ilustran en el esquema

de lafigura 13 y se detallan en los apartados 3.1 al 3.3 de esta seccion.

Fijar Ac2°
Permeabilizar | Marcaje
Bloqueo T2 amb

Ac2° "
Marcaje 4°C

- Fllar ) Ac2® _
Permeabilizal Marcaje
Bloqueo T*amb

Ac2°
—p

Marcaje
T*amb

g
4°C 37°C

Solucion acida
(acid-stripping)

Figura 13.- Esquema de los protocolos de inmunofluorescencia empleados. Inicialmente
las células se marcaron extracelularmente con el anticuerpo o-TRPV1e 1 h 4°C, para
posteriormente ser tratadas con vehiculo, capsaicina sola o combinada con otros tratamientos a
37°C. Dependiendo qué poblacion subcelular se pretendiera detectar se emple6 un protocolo
determinado, la parte superior corresponde al apartado 3.1, la parte media al apartado 3.2y la
parte inferior al apartado 3.3 de materiales y métodos.

3.1.- Marcaje extracelular del receptor y posterior internalizacion.

Inicialmente se marcé la poblacion de receptores TRPV1 residentes en la
membrana plasmatica de células no permeabilizadas empleando el anticuerpo
extracelular a-TRPV1e 1 h 4°C, con el objetivo de bloquear la endocitosis y marcar
exclusivamente la poblacion de receptores superficiales. Seguidamente, se

trataron las células con vehiculo (etanol) o con el agonista capsaicina o con
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capsaicina combinada con otros tratamientos a 37°C, temperatura permisiva para
la endocitosis. Las muestras control se mantuvieron constantemente a 4°C,
condiciones no permisivas para la internalizacién.

A continuacién, las células se fijaron con p-formaldehido (PFA) al 4%, se
permeabilizaron y se bloguearon con suero de cabra al 3% + NP40 0.1% en PBS
(tampén fosfato salino) durante 30 min a temperatura ambiente. Mediante un
anticuerpo secundario fluorescente se detectaron los receptores TRPV1 que
permanecen en la membrana plasmatica asi como los que han sido internalizados.

Para delimitar la membrana plasmética y diferenciar los receptores TRPV1
en superficie de los que han sido internalizados, se empleé un marcaje con la
lectina fluorescente roja WGA (en inglés, wheat germ agglutinin fusionada al
fluorocromo Texas Red), que marca selectivamente la membrana plasmatica.
Alternativamente, se utilizé el anticuerpo o-EEA-1 para detectar los endosomas
tempranos y el anticuerpo o-Lamp2 para detectar los endosomas tardios y
lisosomas (ver tabla 2).

En algunos casos en los que no se disponia de marcadores de organelas
intracelulares, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con el receptor
TRPV1-WT coexpresado con determinados plasmidos como mLCA-ds-Red
(marcador de vesiculas de clatrina) o bien se emplearon dos construcciones GFP-
Dinamina WT y GFP-Dinamina K44A (control y dominante negativo de dinamina

1a) para el estudio de la endocitosis mediada por dinaminas.

3.2.- Marcaje simultaneo de receptores en membrana e

intracelulares.

Este tipo de marcaje diferencial, cominmente utilizado en estudios de
internalizacion de receptores, permite distinguir en el mismo cultivo
simultdneamente la poblacién gue ha sido internalizada de la que permanece en la
membrana (Grampp et al., 2007).

Concretamente, consiste en marcar en células no permeabilizadas la

fraccion de receptores TRPV1 de membrana con el anticuerpo extracelular o-
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TRPV1e durante 1 h a 4°C para bloquear la endocitosis y marcar exclusivamente
la poblacién de receptores superficiales. Posteriormente, las células se incubaron
20 min con el vehiculo control o con el agonista capsaicina a 37°C. A diferencia del
protocolo del apartado anterior 3.1, para detectar los receptores que permanecen
en la membrana tras dar el estimulo a 37°C con agonista/vehiculo, se procedié a
lavar con PBS a 4°C para posteriormente incubar con un anticuerpo secundario
Alexa 488 durante 1h a 4°C (verde). A continuacion, se fijaron las células con PFA
4% y se permeabilizaron y bloquearon con suero de cabra al 3% + NP40 0.1% en
PBS durante 30 min a temperatura ambiente. La poblacién de receptores
internalizados se detectd mediante marcaje con un anticuerpo secundario Alexa
568 (rojo), de la misma especie que el anterior, incubando durante 1 h a
temperatura ambiente. Con esta técnica de marcaje empleando dos anticuerpos
secundarios distintos (Alexa 488 y 568 de la misma especie) y un Unico anticuerpo
primario extracelular (a-TRPV1e) es posible diferenciar las dos poblaciones del

receptor, de membrana e internalizada.

3.3.- Eliminacién del marcaje del anticuerpo primario mediante

solucion &cida (técnica de acid-stripping).

Mediante esta técnica es posible eliminar el marcaje del anticuerpo
extracelular unido a la membrana plasmatica, sin afectar los complejos anticuerpo-
receptor ya internalizados ya que no son accesibles a la accion del &cido (Carroll
et al., 1999). Asi pues, inicialmente las células se marcaron extracelularmente con
el anticuerpo o-TRPV1e durante 1 h a 4°C, posteriormente se incubaron a 37°C
con vehiculo o capsaicina, durante distintos periodos de tiempo, para inducir la
internalizacion del receptor TRPV1. Para eliminar especificamente el marcaje
extracelular de los receptores que permanecen en la membrana plasmatica, es
decir, que no han sido internalizados, se aplic6 una solucién acida (NaCl 0.5 M +
acido acético 0.2 M) durante 5 min a 4°C. Después de lavar las células
abundantemente, se fijaron con PFA 4% y se permeabilizaron y bloquearon con

suero de cabra al 3% + NP40 0.1% en PBS durante 30 min a temperatura
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ambiente. Finalmente, los receptores intracelulares se detectaron con un

anticuerpo secundario Alexa 488 (verde) durante 1 h a temperatura ambiente.

3.4.- Microscopiay andlisis de imagenes.

Todas las imagenes fueron tomadas con un microscopio laser confocal
Leica TCS-SP2 disponible en el Servicio de Confocal del CIPF y analizadas con el

programa del equipo Leica Confocal Software LCS y con Adobe Photoshop CS2.

4.- Ensayos de biotinilacién: deteccion de proteinas de

membrana.

Los ensayos de biotinilacién de proteinas de membrana permiten detectar
y cuantificar una determinada proteina en la membrana plasmética, basdndose en
el marcaje en superficie de proteinas de membrana en células no permeabilizadas
con sulfo-NHS-SS-biotina y en la alta afinidad y especificidad de la interaccién
biotina-avidina.

En primer lugar, las células se incubaron durante diferentes periodos de
tiempo con el vehiculo (control) o con los distintos tratamientos de agonista
(capsaicina, RTX) solo o en combinacion con otras drogas a 37°C. Tras lavar las
células abundantemente con PBS frio, se expusieron a sulfo-NHS-SS-biotina
(Thermo Fisher Scientific) durante 30 min a 4°C.

A continuacién, se inactivé el exceso de moléculas de biotina, presentes
en el medio debido a que no han reaccionado, empleando una disolucion de
bloqueo (Tris 10 mM pH 7,4; NaCl 154 mM) durante 30 min a 4°C, y se procedi6 a
realizar la lisis celular con una disolucion que contenia HEPES 50 mM pH 7.4;
NaCl 140 mM; Glicerol 10%; Triton X-100 1% v/v; EDTA 1 mM; EGTA 2 mM;
Deoxicolato Sédico 0.5%; lodoacetamida (1:50) y PMSF (1:50) durante 1 h a 4°C.
Estos lisados corresponden a la llamada fraccién “total” en los western blot.

La concentracibn de proteina total de cada muestra, determinada

mediante el ensayo colorimétrico BCA (acido bicinconinico) Protein Assay Kit
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(Thermo Fisher Scientific), se normalizé a igual cantidad de proteina total en todas
las muestras antes de incubar con la resina de estreptavidina-agarosa (Sigma-
Aldrich) a 4°C toda la noche.

Al dia siguiente, se centrifugaron las muestras y se separo6 la fracciéon de
receptores TRPV1 de membrana (biotinilados, unidos a la resina) de la fraccién de
receptores intracelulares (en el sobrenadante). Finalmente, las proteinas se
desnaturalizaron en condiciones reductoras a 100°C durante 5 min, se separaron
mediante electroforesis en geles SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa que fueron ensayadas con los diferentes anticuerpos contra TRPV1,
actina (como control de carga de la fraccion total y control de posibles
contaminaciones intracelulares en la fraccion de membrana), ATPasa Na'/K*
(como control de carga de la fraccion de membrana).

Las bandas obtenidas se cuantificaron con el programa de andlisis
Quantity One (Bio-rad) y con Adobe Photoshop CS2. Para el andlisis estadistico
de los ensayos de biotinilacion se analizaron los niveles de expresion de TRPV1
en la fraccibn de membrana y fraccién total por separado. Todos los datos se
expresaron normalizando la fraccion de TRPV1 frente a tratado con vehiculo
(control). Los datos representados se muestran como media + S.E.M. (error

estandar de la media) y n= nimero de experimentos.

5.- Medidas de calcio intracelular.

Estos ensayos funcionales se basan en la medida de los cambios
transitorios de las concentraciones de calcio intracelular ([Ca+2]i), empleando para
ello un fluorocromo capaz de quelar el calcio libre. Las fluctuaciones de calcio
intracelular se registraron en células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT, solo o
cotransfectado con alguna de las construcciones de dinaminas-GFP, o con el
mutante TRPV1-S116D para compararlo con el receptor silvestre.

El dia del ensayo las células se cargaron con el fluorocromo FURA-2AM
(Fura-2 acetoximetilester) (Biotium) 10 yM durante 1 h 37°C disuelto en una
solucion estandar (en mM: 140 NacCl; 4 KCI, 2 CacCl,; 2 MgCl,; 10 HEPES; 5 D-
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Glucosa, pH 7.4; osmolaridad =320 mosmol/kg con manitol, todos los reactivos de
Sigma-Aldrich). Asimismo, se utilizé una disolucién &cida de igual composicion a la
solucién estandar, pero el HEPES se sustituy6 por MES y se ajust6 el pH a 5.5.

Los cristales se montaron sobre una camara de registro adaptada para el
microscopio invertido Leica modelo DM IRE2 acoplado a una camara ORCA-ER
CCD (Hamamatsu Photonics). Las células se perfundieron con la solucién
estandar o con los distintos tratamientos y se registr6 la fluorescencia tras
excitacién a dos longitudes de onda, 340 nm y 380 nm (intensidades de excitacién
del FURA-2AM). Como software se usd el programa informatico de andlisis
AquaCosmos Photonics (Hamamatsu Photonics). La ([Ca+2]i) se correlacioné con
la relacion de las intensidades de excitacion registradas a 340 nm y 380 nm del
FURA-2AM (Fa40/F3g0), frente al tiempo del registro en min, que se representaron
utilizando los programas GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA,
http://www.graphpad.com) y Origin 7.0 (Enterprise edition server).

Para el estudio especifico de la endocitosis de TRPV1 inducida por su
agonista se aprovechd la capacidad del receptor para responder a diversos
estimulos como pH &cidos y diversos agonistas. Para ello se disefié un protocolo
de estimulacion, que consistia en aplicar dos pulsos de pH 5.5 de 1 min de
duracion intercalados por un tratamiento de 20 min con vehiculo, con capsaicina
sola o combinada con otra droga (ver ejemplo en la figura 14 panel A). Este
protocolo pretende evidenciar las posibles diferencias entre el pulso inicial de pH
(pHy1) vy el segundo pulso de pH tras aplicar el tratamiento (pH,), calculando la
relacion del segundo respecto al primero (RpH,/pH;). Este valor, que cuantifica la
respuesta al pH del receptor tras aplicar el tratamiento, se emple6é como indicador
del grado de desensibilizacién del receptor. En las gréficas de cuantificacion de
estos resultados se muestran los valores RpH,/pH; expresados como media +
S.E.M. siendo n= numero de células ensayadas y N= nimero de experimentos
independientes realizados (ver ejemplo en figura 25 de seccion de resultados).

Este mismo tipo de ensayos de calcio intracelular fueron también
empleados para determinar la capacidad de respuesta de los receptores TRPV1

gue permanecen en la membrana tras producirse la internalizacion inducida por el
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agonista. Se disefio un protocolo que consistia en tratar las células durante 20 min
con capsaicina, a tres concentraciones distintas (0.1-1-10 yM), seguido de un
estimulo supraméaximo conseguido con una combinacion de pH acido y alta
concentracion de capsaicina (pH5.5+Caps100uM) durante 10 s (ver ejemplo en la
figura 14 panel B). En estos ensayos se cuantific la magnitud de la respuesta de
TRPV1 tras este Ultimo estimulo maximo de activacion (pH5.5+Caps100uM) en
células previamente tratadas a distintas concentraciones de capsaicina durante 20
min, siendo posible observar diferentes respuestas segun la concentracion de
capsaicina aplicada inicialmente (ver ejemplo en figura 26 de seccion de

resultados).

pH5.5+
pH; Veh/Caps pH2 Caps 20 min Caps100uM
o C————— [=] [ e— [=]
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Figura 14.- Protocolos de estimulacion empleados para los ensayos de calcio
intracelular. (A) Inicialmente se aplico un pulso de pH 5.5 de 1 min, para posteriormente tratar
con vehiculo, capsaicina sola o combinada con otra droga durante 20 min y finalmente se
aplicé un segundo pulso de pH acido. Se registraron las intensidades de excitacion de FURA-
2AM a 340nm y 380 nm (F340 y F380) y se representa la relacion Fsso/Fsgo frente al tiempo. (B)
Se traté durante 20 min con diferentes concentraciones de capsaicina (0.1-1-10 uM), y tras
lavar abundantemente con solucion estandar se aplicé un potente estimulo combinando pH 5.5
y capsaicina 100 yM durante 10 s.
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6. — Medidas de electrofisiologia: técnica de sello-perforado.

Para la realizacion de los estudios de electrofisiologia empleamos la
configuracién sello-perforado (en inglés, perforated-patch), que se basa en la
aplicacion de una pequefia cantidad de anfotericina B en la solucion del electrodo,
antibiético que difunde a través de la membrana plasmatica creando un acceso
eléctrico al interior celular. La ventaja de esta técnica es que el interior celular
sufre un lavado menor por las soluciones de electrofisiologia, y en principio cabe
esperar una menor alteracién de la maquinaria de trafico celular y de su capacidad
endocitica, si se compara con otras técnicas de electrofisiologia.

Se emplearon cultivos de células HEK293 cotransfectadas con TRPV1-WT
y un plasmido que expresa YFP en proporcion 3:2, sembradas sobre cristales
previamente tratados con poli-L-lisina 10 ug/ml 1 h 37°C y analizadas tras 48 h de
cultivo.

Los registros se realizaron usando el amplificador EPC-10 (HEKA). Las
pipetas de cristal borosilicato (WPI) se estiraron con un puller P-97 (Sutter
Instruments Co) y se pulieron con la micro-forja MF-830 (Narishige) hasta obtener
una resistencia de 2-5 MQ. La solucidn extracelular empleada contenia (en mM):
140 NaCl; 4 KCI; 2 CaCl,; 2 MgCl,; 10 HEPES; 5D-glucosa; 20 manitol (pH
ajustado a 7.4 o 6 con NaOH y osmolaridad ~320 mosmol/kg). Para inhibir los
canales ionicos sensibles a &cidos llamados ASIC (en inglés, acid sensing ion
channels) que interferirian en el registro, la solucion de pH acido se suplementé
con 50 uM amilorida. La solucién de la pipeta contenia (en mM): 144 KCI; 2 MgCly;
10 HEPES; 5 EGTA, pH 7.2 ajustado con KOH, ~295 mosmol/kg, junto con 240-
120 pg/ml de anfotericina B recién preparada. Las diferentes disoluciones se
aplicaron con un sistema de perfusion controlado por gravedad que se sitla
cercano a la célula a registrar. Todos los registros se obtuvieron a temperatura
ambiente (~22°C), aplicando un voltaje continuo, siguiendo un protocolo de
rampas con un potencial de reposo de 0 mV, desde -60 a + 60 mV aplicado cada 3
s a lo largo de todo el registro. El protocolo disefiado es semejante al utilizado

para los registros de calcio intracelular y consistié en intercalar dos pulsos de pH 6
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de 1 min de duracién con el tratamiento de 20 min con el vehiculo o con el
agonista capsaicina, solo o combinado con otras drogas. El muestreo de las
corrientes idnicas se tomé cada 3 s.

El grado de desensibilizacion del receptor se calculé con la siguiente
férmula: Grado de desensibilizacion=1-(IpH,/IpH;). Donde IpH, corresponde al
maximo de corriente del segundo pulso de pH &cido registrado tras 20 min de
tratamiento y IpH; corresponde al maximo de corriente del primer pulso de pH
acido antes de aplicar el tratamiento.

El papel que desempefia la entrada de calcio o liberacion del calcio
intracelular se evalu6 preincubando las células con BAPTA-AM 50 uM
(Calbiochem) a 37°C en medio libre de suero 1 h antes del registro.

Los registros se representaron con el programa Origin 7.0 (Enterprise
edition server) y en la cuantificacion se muestran los valores de IpH./IpH;
expresados como media = S.E.M. siendo n= nimero de células ensayadas y N=
namero de experimentos independientes realizados. Estos datos se compararon
estadisticamente mediante el test Mann-Whitney no paramétrico con el programa
GraphPad Prism 4.0. Los niveles de significancia se muestran como: ns, no
significativo; * p< 0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001.

7.- Ensayos de supervivencia celular.

Para analizar la posible citotoxicidad celular producida por el agonista
capsaicina en los cultivos celulares del presente estudio se emplearon diferentes
técnicas de citometria de flujo y microscopia de fluorescencia.

En el caso de los cultivos primarios de neuronas de DRGs de ratas
neonatales, se sembraron con medio suplementado con 50 ng/ml NGF (Promega)
y 1.25 pg/ml citosina arabinésido (Sigma), inhibidor del crecimiento de los
fibroblastos, en placas de 24 pocillos 48 h antes de tratarlas por duplicado con
diferentes concentraciones de capsaicina (10, 100 y 1000 nM) durante 20 min
37°C, con vehiculo (control) o con un control positivo de muerte celular (Etanol
1:5). Tras 24 h se realiz6 un triple marcaje con: 1) Anti-TRPV1-ATTO488
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extracelular (Alomone Labs), anticuerpo contra TRPV1 que reconoce un epitopo
extracelular del receptor marcado con un fluorocromo verde, 2) loduro de Propidio
para marcar las células muertas y 3) Hoescht que se une al DNA tanto de células
vivas como fijadas, permitiendo de esta forma contar el niUmero total de células. Se
utilizé un microscopio de epifluorescencia automatizado con analizador lector de
microplacas (In Cell Analyzer 1000, GE Healthcare), con un objetivo 10X Nikon
TE2000 y camara Roper CoolSNAP HQ CCD. Para cada tratamiento se analizaron
dos pocillos tomando 90 campos/pocillo al azar. El analisis de las im&genes se
realiz6 con el programa In Cell Analyzer 1000 Workstation version 3.5 (GE
Healthcare).

Por otro lado, para determinar la viabilidad celular en sistemas de
expresion heterdloga se emplearon ensayos colorimétricos con MTT (Tiazolil azul
formazan),, asi como estudios de citometria de flujo.

El reactivo MTT, soluble y de color amarillo, es captado por las células
vivas mediante endocitosis donde es reducido a formazan (sal insoluble, color
parpura) por las enzimas mitocondriales, para finalmente ser transportado a la
superficie celular por exocitosis. Tras solubilizar los cristales de formazan es
posible medir su intensidad de fluorescencia a 570 nm y determinar el porcentaje
de viabilidad celular. Para realizar este ensayo colorimétrico los cultivos de células
HEK293 se transfectaron transitoriamente con TRPV1-WT, pasadas 48 h se
trataron con el agonista capsaicina 1 yM durante 20 min a 37°C o con vehiculo
(control). Transcurridos los distintos tiempos post-capsaicina (1, 3, 6, 12 y 24 h) se
analiz6 el porcentaje de viabilidad del cultivo expresado como porcentaje respecto
a 100% (células transfectadas pero no tratadas). Mediante este método fue
posible determinar la viabilidad total del cultivo, pero no la viabilidad especifica de
las células TRPV1'.

Con el objetivo de cuantificar la supervivencia celular tras 24 h de
exposicion a capsaicina de la poblacion TRPV1®, los cultivos de células HEK293
se transfectaron transitoriamente con YFP-TRPV1, o con el pldsmido YFP como
control, para posteriormente ser incubadas con diferentes concentraciones de

capsaicina (0.1, 1 y 10 uM) durante 20 min. Tras aplicar los tratamientos a las
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distintas concentraciones, las células se lavaron con medio de cultivo completo y
se mantuvieron a 37°C durante 24 h. Para este estudio de citometria de flujo se
empled el reactivo 7-Aminoactinomicina D (7-AAD, Sigma-Aldrich) 2 pg/ml, como
marcador fluorescente que se intercala a las cadenas de DNA, para determinar el
porcentaje de supervivencia celular respecto al valor control del vehiculo (100%).
La suspensién de células fue analizada en un citobmetro de flujo Cytomics FC500
(Beckman Coulter). El analisis de las imagenes se realizé con el programa WinMDI
2.8 (http://facs.scripps.edu/software.html).

Los datos se representaron como media £ S.E.M.; siendo n=numero de
células por muestra y N=namero de experimentos. Para el andlisis estadistico se
utilizé el test no paramétrico Mann-Whitney aplicando un intervalo de confianza *
p< 0.05.

8. — Software y andlisis estadistico de los datos.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el programa estadistico
GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, http://www.graphpad.com)
empleandolo para el célculo de las medias y S.E.M., asi como para la construccién
de las graficas mostradas. También se utilizé en el andlisis de la significacion
estadistica de los resultados, aplicando el test Mann-Whitney. Se considerd
estadisticamente significativo un nivel de significancia igual o menor del 5
(p=0.05). Los niveles de significancia se muestran como: ns, no significativo; * p<
0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001.

Para determinar la densidad de las bandas en los ensayos de western blot
se emplearon los programas de andlisis Quantity One (Bio-rad) y Adobe
Photoshop CS2. Los registros de electrofisiologia se representaron con el

programa Origin 7.0 (Enterprise edition server).
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RESULTADOS

1.- Estudio del proceso de internalizacién del receptor
TRPV1.

Como se detalldé en la introduccién, la activacion repetida y continuada de
los nociceptores provoca su entrada en un estado refractario o desensibilizado, es
decir, se vuelven incapaces de responder a nuevos estimulos durante un periodo
de tiempo que puede durar desde minutos hasta varios dias. Nos preguntamos si
en la desensibilizacién a medio-largo plazo del receptor TRPV1 intervendria un
proceso de internalizacién inducida por los agonistas vanilloides.

Inicialmente se estudid el proceso de internalizaciéon constitutiva del
receptor TRPV1 (en ausencia de agonista), para posteriormente evaluar la posible
internalizacion inducida por la exposicion prolongada a su agonista, para ello se
emplearon dos estrategias: 1) ensayos inmunocitoquimicos utilizando un
anticuerpo que detecta exclusivamente la poblacién extracelular del receptor
TRPV1 (Camprubi-Robles et al., 2009) y 2) ensayos de biotinilacién de proteinas
de membrana que permiten cuantificar la poblacién de receptor en la superficie
celular con respecto a la poblacion total en la célula.

En el trabajo de Camprubi-Robles y colaboradores desarrollaron un
anticuerpo  policlonal en conejo contra la secuencia  peptidica
%7 PMESTPHKCRGSA®®, un epitopo localizado en un lazo extracelular del
receptor de TRPV1 de rata, que se denomind a-TRPV1e (Camprubi-Robles et al.,
2009). Este anticuerpo se valido inicialmente por Western blot a partir de un lisado
de células HEK293 que expresaban TRPV1 transitoriamente, detectando una
banda de aproximadamente 95 KDa que corresponde al tamafio esperado para
TRPVL1. Posteriormente, se detecté el receptor en la superficie celular mediante
inmunocitoquimica, tanto en la linea de neuroblastoma SH-SY5Y, que expresa
establemente TRPV1, como en neuronas de DRGs. En estas Ultimas, el marcaje
de o-TRPV1e en células no permeabilizadas colocalizaba especificamente con el
detectado por la lectina fluorescente verde WGA (en inglés, wheat germ agglutinin-

Alexa488), un marcador caracteristico de membrana plasmética. De esta forma,
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demostraron que el anticuerpo marcaba especificamente la poblacion extracelular

de TRPV1 y por ello fue empleado para el presente trabajo.

1.1.- Internalizacién constitutiva de TRPV1.

La magnitud y la cinética de la internalizacidon constitutiva de TRPV1 se
estudi6 mediante ensayos inmunocitoquimicos empleando el anticuerpo
extracelular o-TRPV1e en células HEK293 transfectadas transitoriamente con
TRPV1-WT. La poblacién de TRPV1 en membrana se localizé incubando las
células no permeabilizadas con a-TRPV1e a 4°C durante 1 h. Posteriormente, se
restauro el trafico desde/hacia la membrana a distintos tiempos de incubacion (10,
20 y 60 min) a 37°C. El control de no endocitosis se obtuvo manteniendo la
temperatura de 4°C durante todo el ensayo. Para poder delimitar claramente la
membrana plasmética, las células se incubaron con la lectina fluorescente WGA
unida al fluorocromo Texas Red (roja).

La figura 15 muestra imagenes de microscopia confocal representativas
de TRPV1 marcado en membrana y su internalizacion en ausencia de estimulos.
En el panel A se muestra el bloqueo de la endocitosis manteniendo las células a
4°C durante todo el procedimiento y en consecuencia se aprecia un marcaje
cldsico de membrana. En la imagen de la superposicién (amarillo) se observa una
completa colocalizacién de TRPV1 (verde) y la lectina WGA (roja). En el panel B
se muestra el resultado de incubar las células durante 10 min a 37°C (temperatura
permisiva para la internalizacidon), en ella se aprecia una casi completa
colocalizacion del receptor y la lectina WGA, sugiriendo que la fraccién de TRPV1
internalizado en estas condiciones es poco significativa. Sin embargo, a tiempos
de incubacion mas prolongados de 20 y 60 min (paneles C y D), comenzaron a
observarse algunos acumulos de TRPV1 muy cercanos a la membrana
plasmética.

En conjunto, estos resultados sugieren que en ausencia de agonista y a
tiempos de incubacidon prolongados, la poblaciéon del receptor TRPV1 de

membrana movilizada hacia el citosol es escasa y es probable que se encuentre

72



RESULTADOS

localizada en los endosomas tempranos, esta posibilidad sera estudiada a
continuacion.

A. Control. No endocitosis

a-TRPV1e Superposicidn
, ¥ Zoom 4X

3

/ ~
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k\' ." _,/'
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a-TRPV1e

C. 20 min
a-TRPV1e

D. 60 min

a-TRPV1ie

Figura 15.- El receptor TRPV1 muestra escasa internalizacion constitutiva, en
ausencia de agonista. Marcaje de membrana con a-TRPVle (verde) en células
HEK293 transfectadas transitoriamente con TRPV1. Lectina WGA (Wheat germ
agglutinin) (rojo) marca glicoproteinas de la membrana plasmatica. (A) Condiciones
control de bloqueo de la endocitosis a 4°C. (B-D) Colocalizacion del anticuerpo a-
TRPV1e con la lectina a distintos tiempos de incubacion (10-60 min) a 37°C. A tiempos
prolongados se aprecia escasa internalizacion del receptor TRPV1. Barra de escala 20
Um. Zoom 4X.
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Para comprobar la implicacion de la ruta endosomal en la internalizacion
constitutiva de TRPV1, se realizaron ensayos inmunocitoquimicos en células
HEK?293 transfectadas transitoriamente con TRPV1-WT y se utilizé el anticuerpo
anti-EEA-1 que marca especificamente los endosomas tempranos. Estas
organelas que permanecen préximas a la membrana plasmatica, reciben las
vesiculas procedentes de la endocitosis, las clasifican y las reparten a los
diferentes compartimentos subcelulares.

En las imagenes de la figura 16 paneles A y B se muestra que a tiempos
cortos (10 min a 37°C) no se aprecian receptores TRPV1 internalizados
constitutivamente, por ello no se observa colocalizacion con el marcador de
endosomas tempranos. Mientras que a tiempos de incubacidon mas prolongados
(60 min a 37°C) los escasos acumulos intracelulares de TRPV1 cercanos a la
membrana plasmatica presentan una marcada colocalizacién con anti-EEA-1
(figura 16 paneles C y D) sugiriendo que, en ausencia de agonista, el trafico
endocitico de TRPV1 es muy lento y se localiza al menos parcialmente en los

endosomas tempranos.

10 min 37°C Zoom 3X

Figura 16.- La escasa poblacion de
receptores TRPV1 internalizados
constitutivamente a tiempos
prolongados colocaliza con anti-
EEA-1, marcador de endosomas
tempranos. Marcaje de membrana
con a-TRPV1e (verde) y anti-EEA-1
(rojo) en células HEK293
transfectadas transitoriamente con
TRPV1-WT. (A) No existe
colocalizacién entre TRPV1 y anti-
EEA-1 a los 10 min a 37°C sin
agonista. (C) A los 60 min, los
receptores TRPV1 internalizados
parecen localizarse en los
endosomas tempranos (flechas) (B y
D Zoom 3X). Barra de escala 10 ym.
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Con el fin de completar estos resultados, se us6 una técnica de
inmunofluorescencia que consiste en marcar el receptor en la membrana, permitir
la internalizacion a distintos tiempos a 37°C, y a continuaciéon eliminar el
anticuerpo que permanece en la membrana con un tratamiento con &cido (acid-
stripping) (Carroll et al., 1999). Como ya se detalld6 en el apartado 3.3 de
materiales y métodos, este método permite visualizar Gnicamente la poblacion
del receptor internalizada. Como control, las membranas plasméticas se
delimitaron con la lectina WGA fluorescente (roja).

La figura 17 muestra las imagenes de inmunofluorescencia de células
HEK293 transfectadas transitoriamente con TRPV1-WT, marcadas con a-TRPV1e
(verde) e incubadas a 37°C durante 10, 20 6 60 min. La técnica de acid-stripping
permitid distinguir un claro punteado intracelular cercano a la membrana
caracteristico de los receptores TRPV1 internalizados (paneles F-H, flechas). Sin
embargo, en las células no tratadas con acido esa poblacion de receptores
internalizados es indistinguible por su proximidad a la marca de la membrana
plasmatica (paneles A-D).

Control 10 min 20 min 60 min
4°C 37°C 37°C 37°C
o-TRRVie/

b N

SIN TRATAMIENTO
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Figura 17.- Internalizacién constitutiva de TRPV1 eliminando el marcaje de membrana
con tratamiento acido (técnica de acid-stripping). Células HEK293 transfectadas
transitoriamente con TRPV1-WT, marcadas con a-TRPV1e (verde) y lectina WGA (rojo) e
incubadas a diferentes tiempos a 37°C. (A y E) En condiciones control a 4°C se bloquea la
endocitosis. Marcaje de receptores TRPV1 tras el tratamiento acido (F-H, flechas) comparado
con células no tratadas (A-D). Barra de escala 10 pm.
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1.2.- Internalizacion de TRPV1 inducida por agonista.

Una vez definida la escasa internalizacién constitutiva del receptor a
tiempos prolongados de incubacién a 37°C, nos propusimos determinar si la
exposicién a algun agonista del receptor aceleraria el proceso de internalizacion,
en analogia a otros receptores como los receptores AMPA en cultivos de neuronas

de hipocampo (Carroll et al., 1999).

1.2.1.- Localizacion subcelular del receptor TRPV1 tras exposiciéon a

capsaicina en cultivos de neuronas de DRGs.

Para abordar el estudio de la internalizacion del receptor TRPV1 inducida
se comenz6 empleando capsaicina como agonista. Inicialmente, se utilizaron
cultivos primarios de DRGs de ratas neonatales, modelo neuronal clasicamente
utilizado para el estudio de TRPV1 por los niveles elevados de expresién del
receptor que presentan (Oh et al., 1996; Szallasi and Blumberg, 1999).

Mediante un marcaje inmunocitoquimico diferencial distinguimos la
poblacién de TRPV1 en membrana de la poblacién internalizada, siguiendo el
protocolo detallado en el apartado 3.2 de la seccion materiales y métodos y
previamente descrito por Grampp y colaboradores (Grampp et al., 2007).
Inicialmente, se marc6 de forma especifica la poblacion de TRPV1 en membrana
con el anticuerpo a-TRPV1e a 4°C vy, tras incubar a 37°C en presencia de agonista
o de vehiculo (como control), se detect6 la poblacion remanente de receptores
superficiales con un anticuerpo secundario marcado con Alexa 488 (verde) a 4°C.
A continuacién, las muestras se fijaron y permeabilizaron, para posteriormente
incubarse a temperatura ambiente con otro anticuerpo secundario marcado con
Alexa 568 (rojo), de la misma especie que el anterior, que permitid detectar los
receptores TRPV1 internalizados.

Las imagenes de microscopia confocal de la figura 18 muestran que en
condiciones no permisivas para la endocitosis (4°C, panel A) no se detectan

receptores TRPV1 internalizados (rojo). Sin embargo, tras incubacién de las
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neuronas con vehiculo 20 min a 37°C (panel B) se observdé que, aunque la
poblacion de TRPV1 permanece mayoritariamente en la membrana (verde),
aparecen algunos acumulos de receptores internalizados cercanos a la superficie
(rojo). Curiosamente, el tratamiento con capsaicina 100 nM durante 20 min a 37°C
(panel C) provocd que la poblacion de receptores internalizados fuera
significativamente mas cuantiosa, apreciandose una importante redistribucion del

receptor TRPV1 desde la superficie celular hacia compartimentos intracelulares.

Vehiculo Caps 100 nM

Figura 18.- Internalizacion de TRPV1 inducida por capsaicina en cultivo de neuronas
de DRGs. Marcaje de membrana (verde) e intracelular (rojo). (A) Condiciones de bloqueo
de la endocitosis a 4°C. (B) Internalizacion inducida por vehiculo 20 min a 37°C (C)
Internalizacién inducida por capsaicina a 100 nM 20 min. Barra de escala 20 um.

1.2.2.- Localizacién subcelular del receptor TRPV1 tras exposiciéon a

capsaicina en células HEK293.

Para determinar si la internalizacion inducida por agonista de TRPV1 se
reproducia en la linea celular HEK293 transfectada transitoriamente con TRPV1-
WT, repetimos ensayos inmunocitoquimicos similares, marcando inicialmente con
o-TRPV1e y posteriormente tratando con capsaicina 1 yM o vehiculo durante
distintos tiempos a 37°C. Para visualizar Unicamente la poblacidon de receptores
internalizados se emple6 nuevamente la técnica de eliminacién del marcaje
superficial con acido (acid-stripping). Como control de membrana plasmética se

incubaron las células con la lectina fluorescente roja WGA.
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En las imagenes representativas de la figura 19 paneles F-H, se observa
una mayor presencia de acumulos intracelulares de TRPV1 (verde, flechas) en
presencia de agonista en comparacion a las imagenes de internalizacién basal, en
presencia del vehiculo (paneles B-D). Estos datos indican que la presencia del
agonista promueve una mayor internalizacion del receptor, especialmente a partir
de 20 min de exposicion (panel G).

Control
No endocitosis

a-TRPVie

BASAL

<
=
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Figura 19.- Internalizacion de TRPV1 basal e inducida por capsaicina. Marcaje con a-
TRPV1e (verde) en células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT y lectina WGA (rojo). Se
aplico el tratamiento &cido para eliminar el marcaje de membrana (acid-stripping) (A y E)
Condiciones de bloqueo de endocitosis a 4°C. (B-D) Internalizacion sin agonista a distintos
tiempos a 37°C. (F-H) Capsaicina 1 pM provoca la internalizacion de TRPV1, observandose
importantes acumulos intracelulares (marcados con flechas). Barra de escala 10 pm.
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Utilizando la estrategia de marcaje inmunocitoquimico diferencial de las
subpoblaciones de receptor mediante anticuerpos marcados con distintos
fluoréforos, se distinguieron los receptores TRPV1 en membrana (verde) de los
receptores internalizados (rojo) después de tratar con capsaicina.

Como muestran las imagenes de microscopia confocal de la figura 20
panel A, en condiciones de bloqueo de la endocitosis a 4°C, el marcaje de TRPV1
aparece Unicamente en la membrana. Mientras que las células tratadas con
vehiculo a 37°C durante 20 min (panel B) presentaron unos niveles muy
restringidos de internalizacion del receptor, que se visualiza como un extenso
marcaje superficial (verde) junto con escasos acumulos de receptores
internalizados cercanos a la membrana plasmatica (rojo). Sin embargo, el
tratamiento con capsaicina 1 uM durante 20 min provoco la drastica internalizacion
de TRPV1 (panel C), observandose una escasa poblacion de receptores en la
membrana (verde) acompafiada de abundantes acumulos intracelulares de

receptores internalizados (rojo).

4°C Vehiculo Caps 1 yM
TRPV1,/

Figura 20.- Internalizacién de TRPV1 inducida por capsaicina en células HEK293.
Marcaje de membrana (verde) e intracelular (rojo). (A) Blogueo de la endocitosis en
condiciones control a 4°C. (B) Internalizacion inducida por vehiculo durante 20 min a 37°C.
(C) Internalizacion inducida por capsaicina 1 uM durante 20 min. Barra de escala 10 ym.
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1.2.3.- Ensayos de biotinilacion: efecto de la capsaicina en la expresion

superficial y total de TRPV1.

La magnitud y la cinética de la internalizacion de TRPV1 inducida por
capsaicina se estudiaron mediante ensayos de biotinilacion que permitieron la
separacion de la fraccién de proteinas en membrana de la fraccién total.

Inicialmente valoramos si la internalizacién de TRPV1 inducida podria ser
un proceso dependiente de la dosis de agonista. Para ello, se utilizaron células
HEK293 expresando transitoriamente TRPV1 que se expusieron a diferentes
concentraciones de capsaicina, entre 0.1 uM y 100 uM, durante un periodo de 20
min a 37°C.

Como se puede observar en el western blot de la figura 21 panel A, la
poblacién de TRPV1 en membrana disminuyé progresivamente conforme
aumentaba la concentracién de capsaicina. Curiosamente la poblacién total de
TRPV1 también disminuy6 de forma inversamente proporcional a la concentracién
de capsaicina, de forma paralela a lo que ocurre con la poblacion de receptor en
superficie. Estos datos sugieren que una vez internalizado el receptor no se
acumula en reservorios intracelulares, sino que con toda probabilidad sigue una
via degradativa.

La cuantificacion de la proteina en superficie y total relativa a condiciones
control (vehiculo) se muestra en el panel B de la figura 21. El tratamiento con
capsaicina 1 uM durante 20 min fue capaz de disminuir hasta un 66% la cantidad
de TRPV1 en membrana (nivel expresion de proteina en membrana= 34 + 6%
respecto a 100% con vehiculo) y hasta un 68% la poblacién total de TRPV1 (nivel
expresion de proteina total= 32 + 9%).

En conjunto, los resultados de este ensayo indican que la internalizacion
del receptor TRPV1 inducida por agonista es un proceso dependiente de la dosis

de capsaicina empleada.
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Figura 21.- Efecto de la dosis de capsaicina en la internalizacién inducida de TRPV1. (A)
Células HEK293 transfectadas transitoriamente con TRPV1-WT se trataron con vehiculo (V) o
capsaicina (entre 0.1 uM y 100 pM) durante 20 min a 37°C. Las proteinas de membrana se
biotinilaron y separaron mediante una resina estreptavidina-agarosa. Se muestra western blot
representativo de 4 experimentos independientes. (B) Cuantificacion de los niveles de expresion
de la fraccion de TRPV1 en membrana y total. Resultados expresados como media + S.E.M.
(Diferencias son consideradas significativas cuando **p<0.01 y ***p<0.001 respecto al valor
control (V, vehiculo) mediante test Mann-Whitney).

A continuacién, se analizé la cinética del proceso de internalizacion tras
exposicién al agonista, fijando la concentracion de capsaicina a 1 uyM durante
diferentes periodos de tiempo a 37°C. Igualmente se cuantificé la poblacion de
receptor en superficie y total mediante ensayos de biotinilacion de proteinas de
membrana.

En las figuras 22, paneles A y B, se puede apreciar que tanto la
poblacibn de membrana como la poblacién total de TRPV1 disminuyeron

progresivamente en funcién del tiempo de exposicion a capsaicina.
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El ajuste del curso temporal del proceso (panel C) muestra un descenso
inicial muy acusado en el porcentaje de TRPV1 en membrana y aproximadamente
a partir de los 30-35 min de tratamiento con capsaicina 1 yM la poblacién en
membrana parece ser mas estable.

En resumen, estos datos indican que la internalizacién de TRPV1 inducida
por capsaicina ademas de ser un proceso dosis-dependiente también lo es

dependiente del tiempo de exposicion al agonista.
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Figura 22.- Cinética de la internalizacion de TRPV1 inducida por capsaicina. (A)
Células HEK293 transfectadas transitoriamente con TRPV1-WT se trataron con vehiculo o
capsaicina 1 yM durante distintos tiempos de incubaciéon a 37°C (entre 5 y 60 min). Las
fracciones de TRPV1 aisladas se muestran en un western blot representativo de 4
experimentos independientes. (B) Cuantificacion de las fracciones de membrana y total en
funcion del tiempo de incubacion con capsaicina normalizadas frente a vehiculo (V)
expresados como media + S.E.M. (C) Ajuste del curso temporal de la expresion de TRPV1
en membrana. (**p<0.01 y ***p<0.001 respecto al valor vehiculo mediante test Mann-
Whitney).
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La disminucién de la cantidad de receptor detectada tras la exposicion
prolongada al agonista podria ser resultado inespecifico de una alteracion de la
integridad de la membrana plasmatica o incluso de los organelas intracelulares.
Para descartar esta posibilidad, se evaluaron los niveles de expresién de la
proteina integral de membrana ATPasa Na'-K* y de la proteina integral de
membrana del reticulo endopladsmico calnexina. Como muestra la figura 23, el
tratamiento con capsaicina 1 uM durante 20 min no afecté la expresion de ambas
proteinas en sus respectivas localizaciones subcelulares, confirmando que

capsaicina provoca la internalizacion especifica de su receptor.

Membrana Total
Vv Caps \' Caps
100 kDa p 100 kDa P
|-—_ e IB: a-TRPVA
IB: a-TRPV1

50 kDa P| s sm—

100 kDa p f IB: a-Actina
~

IB: a-ATPasa Na‘/K* 80 kDa P -_ e IB: a-Calnexina

Figura 23.- La exposicién prolongada a capsaicina no afecta la integridad de la
membrana plasmatica ni del reticulo endoplasmico de células que expresan
TRPV1. Western blot representativo de tres ensayos de biotinilacion con células HEK
transfectadas transitoriamente con TRPV1-WT y posteriormente tratadas con vehiculo o
capsaicina 1 pM durante 20 min. Inmunodeteccién de la proteina de membrana
plasmética ATPasa Na'-K" y de la proteina integral del reticulo endoplasmico, calnexina.

1.2.4.- Internalizacion de TRPV1 inducida por agonista RTX.

Con el fin de determinar si el proceso de internalizacion inducida por
agonista era exclusivo de capsaicina o un fenébmeno universal que podria ser
producido por otros agonistas del receptor, se realizaron similares ensayos de
biotinilacién de proteinas de membrana con el agonista vanilloide resiniferatoxina
(RTX) a diferentes concentraciones durante 20 min a 37°C (Szallasi and Blumberg,
1989).
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Como se puede observar en la figura 24 panel A tanto la poblacién en
membrana como la poblacién total de TRPV1 disminuyeron drasticamente al
aplicar el tratamiento con RTX a concentracion 10 nM y superiores. La
cuantificacion de la cantidad de receptor en membrana y total normalizada frente
al vehiculo del panel B muestra que la poblacion de TRPV1 en membrana
disminuy6 alrededor del 55% y del 65% tras exposicion a RTX 10 y 100 nM,
respectivamente. En la poblacion total, ese descenso fue del 56% y del 67% al
tratar con RTX 10 y 100 nM, respectivamente.
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Figura 24.- Efecto de la dosis de RTX en la internalizacion de TRPV1. (A) Células
HEK?293 transfectadas con TRPV1 se trataron con vehiculo (V) o RTX (1 - 1000 nM) 20
min. Se muestra western blot representativo de 4 experimentos independientes. (B)
Cuantificacion de la expresion de la fraccion de TRPV1 en membrana y total.
Representacion media + S.E.M. (Diferencias significativas *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001
respecto al valor control (vehiculo) mediante test Mann-Whitney).
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Por lo tanto, el descenso observado en la poblacion de TRPV1 en
membrana y total tras incubacion con ambos vanilloides, capsaicina y RTX,
permite asegurar que la exposicién prolongada de TRPV1 a estos agonistas
produce una significativa endocitosis de los receptores superficiales y posterior
degradacion.

Nuestros resultados anteriores mostraron claramente que la presencia
prolongada de los agonistas vanilloides promueve la internalizaciéon de TRPV1 en
neuronas de DRGs. Dado que este proceso se reproducia idénticamente en las
lineas celulares que expresan transitoriamente TRPV1, nos planteamos abordar el
estudio de los aspectos mecanisticos de este fendmeno en la linea celular
HEK293 expresando transitoriamente TRPV1-WT. Para ello, establecimos unas
condiciones experimentales de dosis de agonista y tiempo de internalizacion en
las que se producia aproximadamente un 50% de la internalizacién, estas fueron
capsaicina 1 uyM durante 20 min a 37°C, que serviran como criterio comdn en

todos los ensayos.

1.3.- Caracterizacién funcional de la internalizacion de TRPV1

inducida por capsaicina.

Para correlacionar funcionalmente la actividad del receptor en estas
condiciones experimentales con los resultados inmunocitoquimicos y bioquimicos
previos, se efectuaron medidas de calcio intracelular y electrofisiolégicas mediante

la técnica de sello-perforado.
1.3.1.- Medidas de calcio intracelular.

Dado que TRPV1 es un canal catidénico no selectivo con elevada
permeabilidad al Ca*?, comenzamos realizando medidas de calcio intracelular en
células cargadas con FURA-2AM, un fluoréforo capaz de unir Ca*? libre. Para ello,
se tomaron medidas ratiométricas de Ca* intracelular tras excitacion a 340 y 380
nm (intensidades de excitacion del FURA-2AM) (Roe et al., 1990). Los cambios
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transitorios de Ca*? en respuesta a pH acido o por aplicacién del agonista (o
vehiculo) se representaron con la relacion Faso/Fsgo €n funcion del tiempo.

La internalizacién inducida por agonista se estudié utilizando un protocolo
experimental que consistia en la aplicaciéon de dos pulsos de solucién acida (pH
5.5) de 1 min intercalados por un estimulo méas prolongado de 20 min de
tratamiento con vehiculo (control) o con el agonista capsaicina, solo o combinado
con otra droga.

La figura 25 panel A muestra un registro representativo en respuesta a
este protocolo en células tratadas con vehiculo (traza gris, linea discontinua) o con
capsaicina 1 yM (traza negra, linea continua). Para cuantificar las diferencias
observadas en la respuesta a pH &cido tras el tratamiento prolongado con
capsaicina comparandolo con vehiculo, se calcul6 la relacion RpHy/pH; entre el
incremento de fluorescencia del segundo pulso de pH (pH,) tras el tratamiento,
frente al del primer pulso de pH (pH;) antes del tratamiento. Esta medida de las

respuestas al pH se emple6 como indicador del grado de desensibilizacién del

receptor.
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Figura 25.- Estudio de la internalizacion de TRPV1 inducida por capsaicina mediante
medidas de calcio intracelular. Células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT cargadas
con FURA-2AM. (A) Registros representativos de las intensidades de excitacion obtenidas
a 340 nm y 380 nm representadas como la relacién Fzs/Fsg0 €n condiciones control
vehiculo (linea gris discontinua) y capsaicina 1 yM 20 min (linea negra continua). (B)
Cuantificacion de la relacion RpH/pH; entre segundo pulso de pH (pH>) y el primer pulso
de pH (pH,) para cada tratamiento. Asignado al vehiculo valor RpH,/pH;=1 (n=270 células
para vehiculo y n=306 Capsaicina *** p< 0.001 test Mann-Whitney).
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Como muestra la figura 25 panel B, el tratamiento con capsaicina 1 uM
disminuyé =90% el segundo pico de pH respecto al primer pico de pH
(RpH2/pH1caps=0.079 = 0.004) cuando se normaliza con la respuesta del vehiculo
(cuyo valor asignado es RpH./pH;=1). Estos resultados funcionales concuerdan, al
menos en parte, con una menor poblacion de TRPV1 remanente en la membrana
tras la exposiciéon prolongada al agonista.

Dado que, tras aplicar capsaicina 1 pM 20 min, existia una importante
diferencia entre el porcentaje de TRPV1 residente en la membrana plasmatica
calculado mediante ensayos de biotinilacion (aproximadamente 40%) y la
magnitud de la respuesta a Ca'? calculada con medidas de calcio intracelular
(aproximadamente 10%), diferencia que podria atribuirse a la desensibilizacion
intrinseca de los receptores en la membrana, nos propusimos determinar la
capacidad de respuesta de esos receptores TRPV1 remanentes en la membrana
tras inducir la internalizacion con el agonista. Para ello, empleamos un estimulo
final supraméximo que consistia en un breve pulso de 10 s de pH &cido (5.5)
combinado con capsaicina 100 yM.

Los registros de Cadela figura 26 panel A muestran la respuesta de los
receptores TRPV1 a tres concentraciones distintas de capsaicina (0.1, 1y 10 yM)
durante 20 min y la posterior respuesta al estimulo supramaximo de pH 5.5 + Caps
100 yM. Como se puede observar en la cuantificacion de la respuesta a pH5.5 +
Caps100 uM del panel B, la magnitud de la respuesta supraméxima se redujo
proporcionalmente conforme aumentaba la concentracion de agonista aplicada,
tendencia que se correlaciona con una menor poblacidon de receptores residentes
en la membrana a mayores concentraciones de capsaicina. De hecho, las
condiciones que inducian un 50% de internalizacion (1 yM durante 20 min)
provocan una reduccion de la magnitud de la respuesta de aproximadamente
50%.
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Figura 26.- Respuesta frente a un corto e intenso estimulo (pH5.5+Caps100uM) de
los receptores TRPV1 no internalizados tras tratamiento prolongado con capsaicina.
(A) Registros representativos de las medidas de calcio intracelular, se muestran las
intensidades de excitacion obtenidas a 340 nm y 380 nm representadas como relacion
Fa40/F3g0 frente al tiempo. Tratamiento con diferentes concentraciones (0.1, 1 y 10 pM) de
capsaicina durante 20 min y posterior aplicacién de un estimulo combinando pH 5.5 y
capsaicina 100 pM durante 10 s. (B) Correlacion de la respuesta a pH5.5+Caps100uM
(representada como Fsso/Fsg0) frente a la concentracion de capsaicina empleada para
inducir la internalizacion. (n>150 todas condiciones. N=3 *** p< 0.001 test Mann-Whitney).

1.3.2.- Electrofisiologia: técnica de sello-perforado.

La  caracterizacion funcional se complemento registrando
electrofisiologicamente las corrientes eléctricas del canal TRPV1 con el objetivo de
determinar la posible pérdida o ganancia de corriente tras la aplicacién de un
tratamiento prologando con el agonista. De entre las diferentes configuraciones
electrofisiologicas, se eligid la de tipo sello-perforado porque presenta la ventaja
de perturbar en menor medida la maquinaria intracelular. Esta configuracion utiliza
anfotericina B, un antibidtico capaz de difundir a través de la membrana plasmatica
perforandola, permitiendo acceder al entorno eléctrico intracelular, provocando de

esta forma un menor lavado del interior celular.
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Se aplicé un protocolo de rampas sucesivas de -60 (linea continua) a +60
mV (linea discontinua) cada 30 s a células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT,
para posteriormente registrar las corrientes eléctricas a ambos potenciales.
Simultdneamente, se aplic6é un protocolo de estimulacion, similar al empleado para
las medidas de calcio intracelular, que consistia en dos pulsos de pH acido (pH 6)
de 1 min de duracion intercalados por un tratamiento con capsaicina 1 yM durante
20 min o vehiculo (control). Los registros representativos de las corrientes

obtenidas se ilustran en la figura 27 panel A.
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Figura 27.- Disminucién de la actividad de TRPV1 tras exposicion prolongada a
capsaicina. (A) Registros representativos electrofisiol6gicos obtenidos con la configuracion
de sello-perforado en células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT tratadas con vehiculo
(V, registro superior) y con capsaicina 1 yM 20 min (Caps, registro inferior) intercalados
entre dos pulsos de pH 6 de 1 min. Protocolo de rampas sucesivas de -60 (— linea
continua) a + 60 mV (--- linea discontinua) repetidas cada 30 s. (B) Cuantificacion de la
intensidad de la corriente maxima del 2° pulso de pH (IpH,) respecto a la intensidad de
corriente maxima del primer pulso de pH (IpHi), representacion de la relacion IpH,/IpH;
(media + S.E.M). Vehiculo n=10 y Capsaicina n=5, siendo n=nimero de células. *** p<
0.001 test Mann-Whitney).

Para cuantificar la pérdida o ganancia de corriente después del tratamiento
con capsaicina o vehiculo, se midié la intensidad de la corriente maxima del
segundo pulso de pH respecto a la intensidad de corriente maxima del primer

pulso de pH (IpH./IpH;). En la cuantificacion de la figura 27 panel B, se puede
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observar como la corriente residual sufre un descenso =90% al tratar con
capsaicina respecto al vehiculo, es decir, se produce una significativa
desensibilizacién del receptor (IpH,/IpH; Caps=0.13 + 0.02 respecto vehiculo=1).
Estos datos en conjunto correlacionan funcionalmente la disminucién de
receptor en la membrana tras exposiciéon al agonista con la observacién por
métodos bioquimicos del proceso de internalizacion de la proteina inducida por

capsaicina.

2.- La exposicion prolongada a capsaicina induce la
degradacién de TRPV1 a través de la via lisosomal.

La figura 21 del apartado anterior muestra como la poblacién total de
receptor TRPV1 disminuye proporcionalmente conforme aumenta la concentracion
de capsaicina empleada. A su vez, la poblacién total de TRPV1 también muestra
un descenso paralelo al aumentar el tiempo de exposicion a capsaicina 1 yM
(figura 22), sugiriendo que el receptor internalizado no se recicla a la membrana
sino que se esta degradando. Para confirmar esta observacién y dilucidar qué
tipos de rutas degradativas estan implicadas, se realizaron ensayos
inmunocitoquimicos y de biotinilacion de proteinas de membrana empleando

diferentes marcadores e inhibidores selectivos.

2.1.- La poblacién de TRPV1 internalizada por exposicién

prolongada a capsaicina se localiza en los lisosomas.

Para determinar qué tipo de ruta endocitica y/o degradativa sigue el
receptor TRPV1 internalizado por el tratamiento prolongado con el agonista, se
estudio la colocalizacién del receptor TRPV1 con distintos marcadores especificos
de las diferentes poblaciones subcelulares u organelas. Especificamente, se
ensay6 el marcador de endosomas tempranos EEA-1 (Haugsten et al., 2011) y el

marcador de endosomas tardios y lisosomas Lamp2 (Shenoy et al., 2008).
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Como muestra la figura 28, al incubar las células con el anticuerpo
extracelular a-TRPV1e durante 1 h a 4°C, para posteriormente inducir la
internalizacion del receptor y eliminar el marcaje de receptores remanentes en la
membrana utilizando el tratamiento con acido (técnica acid-stripping), se observo
gue a tiempos cortos (10 min) de incubacién con capsaicina 1 uM, la escasa
poblacién de receptores internalizados (verde) colocalizaba con el marcador de
endosomas anti-EEA-1 (rojo) (panel A, flechas). Sin embargo, a tiempos mas
prolongados (20 y 60 min) de incubacién con el agonista, el mayor numero de
receptores internalizados (verde) que se observaba no colocalizaba con este
marcador (paneles B y C), probablemente debido a que se han desplazado a otro
compartimento subcelular, posiblemente a los endosomas tardios y/o a los
lisosomas.

- ‘. &N
s

a-TRPV1e/

Figura 28.- Receptores TRPV1 internalizados por exposicion prolongada al
agonista, no se localizan en los endosomas tempranos. Marcaje con a-TRPVl1e
(verde) y anti-EEA-1, marcador de endosomas tempranos (rojo) en células HEK293
transfectadas con TRPV1-WT. Mediante acid-stripping solo se detecta el receptor
internalizado, se elimina marcaje de membrana. (A) Internalizacién inducida por
capsaicina 1 yM 10 min, si colocaliza en los endosomas tempranos (flechas). (B y C) A
tiempos de 20 min y 60 min con Caps no colocaliza con EEA-1. Barra de escala 20 ym.
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Para comprobar si el destino final de los receptores TRPV1 internalizados
era la degradacion en los lisosomas, se realizaron ensayos inmunocitoquimicos
con el marcador de endosomas tardios y lisosomas Lamp2 (Shenoy et al., 2008).
Para evitar la degradacién masiva de receptores en estas organelas, las células se
pretrataron con cloroquina (CQ), un inhibidor de la actividad lisosomal (Grampp et
al., 2007). Especificamente se incubaron con 200 ug/ml cloroquina (CQ) durante 2
h antes y durante los 20 min de tratamiento con capsaicina 1 uM o vehiculo.

En las imagenes de la figura 29 paneles C y D se observa que, como
cabia esperar, en ausencia del agonista la escasa poblacién de receptores
internalizados (verde) no colocalizaba con Lamp2 (rojo), confirmando asi los
resultados obtenidos previamente (figura 16) donde se determiné que tras 60 min
a 37°C la minoritaria poblacion de TRPV1 internalizado se localizaba en los
endosomas tempranos. Sin embargo, los receptores internalizados tras el
tratamiento con capsaicina si colocalizaban con Lamp2 (paneles E-F, flechas).
Adicionalmente, cuando las células son pretratadas con el inhibidor lisosomal
cloroquina (paneles G-H) se observa una mayor poblacién de receptores TRPV1
internalizados por la presencia del agonista, que a su vez colocalizan
significativamente con las vesiculas Lamp2 positivas (marcado con flechas).

Estos resultados sugieren que los receptores TRPV1 internalizados por la
presencia del agonista son transportados a los lisosomas donde son rapidamente

degradados.
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Control CQ+Caps

Figura 29.- TRPV1 internalizado por exposicién al agonista se localiza en los lisosomas.
Marcaje con a-TRPV1e (verde) y a-Lamp2, marcador de lisosomas (rojo), en células HEK293
transfectadas con TRPV1. (A-B) Condiciones de bloqueo de la endocitosis a 4°C. (C-D)
Internalizacion constitutiva. (E-F) Internalizacion inducida por capsaicina 1 pM 20 min. Se
observa distribucion de TRPV1 en los lisosomas. (G-H) Cloroquina (200 pg/ml 2 h) inhibe la
degradacién lisosomal, aumentando la poblacién de receptores internalizados que colocalizan
con Lamp?2. Barra de escala 10 ym. Zoom 3X.

2.2.- Efecto de los inhibidores de la degradaciéon proteosomal y

lisosomal sobre la poblacién de membranay total de TRPVL1.

Con el fin de confirmar y cuantificar bioquimicamente la anterior
observacién, se emplearon diferentes pretratamientos con inhibidores del
proteosoma y de los lisosomas, antes y durante el tratamiento con capsaicina.

Para estudiar el papel del proteosoma en el proceso de degradacion se
preincubaron las células con el inhibidor proteosomal MG132, a concentracion 10

MM durante 24 h, y posteriormente se aplicé combinado con capsaicina.
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Como se puede observar en la figura 30, el pretratamiento con MG132 no
vario significativamente la cantidad de TRPV1 total en condiciones control
(vehiculo). La cuantificacion del panel B muestra que tampoco se observaron
cambios significativos entre células no tratadas y pretratadas con MG132 tras el
tratamiento con capsaicina a dos concentraciones distintas (1 y 10 uM) durante 20
min. Estos resultados sugieren que el proteosoma no estaria participando en la
degradacion de los receptores TRPV1 internalizados por exposicion a capsaicina.
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Figura 30.- Proteosoma no participa en la degradacién de los receptores TRPV1
internalizados por exposicién a capsaicina. (A) Western blot de extractos de células HEK293
transfectadas con TRPV1, pretratadas con el inhibidor del proteosoma, MG132 10 pM durante
24h. WB representativo de 3 experimentos independientes. (B) Cuantificacion de la expresion
total de TRPV1. Resultados expresados como media = S.E.M. (ns: diferencias no significativas
mediante test Mann-Whitney).

El efecto de la inhibicion lisosomal también se determind mediante
ensayos de biotinilacion en células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT, para
ellos se pretrataron con cloroquina 200 pg/ml 2 horas y durante el tratamiento con
capsaicina 1 yM 20 min.

En la figura 31 paneles Ay B, se observa un significativo aumento en las
fracciones de membrana y total de TRPV1 al inhibir la degradacion lisosomal con

cloroquina comparado con células no pretratadas. El pretratamiento con cloroquina
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bloqued la degradacion de TRPV1 internalizado por exposiciobn a capsaicina.
Concretamente, los niveles de TRPV1 en la fraccién total de células tratadas con
cloroquina fue de 83 + 2% comparado con 30 + 10% en ausencia del inhibidor con
respecto a 100% del vehiculo. Asimismo, los niveles de TRPV1 en membrana
fueron de 85 + 1% en presencia del inhibidor de la degradacién lisosomal frente a
28 £ 7% en ausencia de cloroquina con respecto a 100% del vehiculo, estos datos
sugieren que el pretratamiento con cloroquina también parece bloquear la
internalizacion del receptor TRPV1 inducida por capsaicina.
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Figura 31.- Cloroquina, un inhibidor de la degradaciéon lisosomal, inhibe la
internalizacién y degradacion de TRPV1 tras exposicion a capsaicina. (A) Ensayos de
biotinilacion en células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT tratadas con o sin
cloroquina 200 pg/ml 2 h antes y durante el tratamiento, con vehiculo o capsaicina 1 yM
20 min a 37°C. Western blot representativo de 3 experimentos independientes. (B)
Resultados expresados como media + S.E.M. (Diferencias significativas **p<0.01 test
Mann-Whitney).

La via endosomal-lisosomal se caracteriza por un gradiente de
acidificacion de las vesiculas desde los endosomas tempranos hasta los
lisosomas, imprescindible entre otras funciones para el transporte y clasificacion
de las vesiculas. Dado que la cloroquina actia generando la alcalinizacién
generalizada de esta via, la inhibicion de la degradacion de TRPV1 que produce

este agente podria ser resultado de una inhibicion del proceso de internalizacion
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del receptor, independiente por tanto de su accion lisosomal. Por ello, decidimos
emplear adicionalmente el inhibidor lisosomal leupeptina, que actda inhibiendo
especificamente las proteasas lisosomales.

Como se observa en la figura 32, la fraccion total de TRPV1 obtenida tras
exposicién a capsaicina en células pretratadas con leupeptina (75 uM 10 h) es
significativamente mayor (80 + 6%) que la obtenida en células no pretratadas con
este inhibidor lisosomal (31 + 3%, datos expresados respecto a 100% del
vehiculo). A diferencia de lo ocurrido con cloroquina, la poblacion de membrana de
TRPV1 no se vio alterada significativamente por la presencia de leupeptina, este
inhibidor de las proteasas lisosomales no bloqueé la internalizaciéon de los
receptores TRPV1 expuestos al agonista, sino que solo inhibié su degradacion
lisosomal (panel B).

En conjunto, estos resultados indican que la prolongada exposicion de
TRPV1 a su agonista capsaicina conduce a su internalizacion y posterior
degradacioén en los lisosomas.
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Figura 32.- Leupeptina, inhibidor de proteasas lisosomales, inhibe la degradacion
lisosomal pero no la internalizacion del receptor TRPV1 inducida por capsaicina.
(A) Ensayos de biotinilacion en células HEK293 transfectadas con TRPV1, pretratadas
con o sin leupeptina 75 uM 10 h y durante el tratamiento con vehiculo o capsaicina 1 uM
20 min. Se muestra un western blot representativo de 3 experimentos independientes.
(B) Resultados expresados como media + S.E.M. (Diferencias significativas **p<0.01 con
test Mann-Whitney).
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3.- Internalizacion de TRPV1 inducida por capsaicina

requiere de la activacion del canal.

Hasta este punto hemos determinado que los procesos de internalizacion
y posterior degradacion del receptor TRPV1 se producen por la exposicion al
agonista. Sin embargo cabe la posibilidad de que la unién del ligando al receptor
dispare directamente la internalizacion, o bien que sea necesaria la activacion del
canal y consiguiente entrada de Ca' al interior celular. Para discernir ambas
posibilidades se emplearon dos estrategias distintas: i) un antagonista competitivo
capaz de bloquear el sitio de unién de la capsaicina (Bevan et al., 1992) y ii) un
mutante no funcional del receptor TRPV1, que carece de la regién del poro del

canal y por tanto no permea cationes (Garcia-Sanz et al., 2004).

3.1.- Launidn de capsazepina, antagonista competitivo de TRPV1,

no provoca la internalizacién-degradacion del receptor.

A fin de determinar si la unién del antagonista vanilloide capsazepina
(Cpz), un antagonista competitivo especifico de TRPV1 con estructura quimica y
afinidad por TRPV1 muy similares a capsaicina (Bevan et al., 1992), promovia la
internalizacion del receptor se realizaron ensayos de biotinilacion.

La figura 33 muestra que en las células HEK293 transfectadas con
TRPV1-WT e incubadas Unicamente con capsazepina 10 yM durante 20 min no se
produjo una significativa internalizacion del receptor, manteniéndose una
poblacién en membrana del 86 + 2% (datos expresados respecto a 100% del
vehiculo). Tampoco se observd una degradacion de los receptores TRPVL1 tras el
tratamiento con capsazepina, cuantificAndose una poblacion total del 94 + 5%

(respecto a 100% del vehiculo).
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Curiosamente, cuando las células se trataron con capsaicina 1 uM
combinada con capsazepina 10 pM durante 20 min, Cpz bloquedé de forma
significativa la internalizacion y posterior degradacién del receptor TRPV1 inducida
por Caps. EI tratamiento combinado Cpz+Caps produjo una significativa
recuperacién de las poblaciones en membrana y total de TRPV1 (TRPV1emp= 77
+ 5%; TRPV1l= 78 = 2%) comparado con la importante internalizacién y
degradacion observadas al aplicar solo capsaicina (figura 33 panel B).
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Figura 33.- Capsazepina, antagonista competitivo de TRPV1, bloquea la
internalizacion inducida por capsaicina, recuperando la poblacién en membrana
y total del receptor. (A) Ensayos de biotinilacion con células HEK293 transfectadas
con TRPV1-WT, tratadas con capsaicina 1 uM o Capsazepina 10 yM o ambas 20 min.
Western blot representativo de 4 experimentos independientes. (B) Resultados
expresados como media + S.E.M. (Diferencias significativas *p<0.05, **p<0.01 y
***n<0.001 respecto al vehiculo mediante test Mann-Whitney).

Estos resultados sugieren que la union del agonista al receptor, que
conduce a la activacién del canal, es necesaria para que se produzca la

endocitosis.
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3.2.- Un mutante de TRPV1 que carece de la regién del poro,
TRPV1poreiess, O se internaliza después del tratamiento con

capsaicina.

Para determinar si la internalizacién y posterior degradacion de TRPV1
inducidas por exposicion al agonista requiere la activacion del receptor y la
consiguiente entrada de Ca'”, se estudié el proceso de internalizacién de un
mutante no funcional de TRPV1 que tiene delecionada la region del poro iénico,
TRPV1poreiess (Garcia-Sanz et al.,, 2004). Se llevaron a cabo ensayos de
biotinilacién en células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT o con el mutante
TRPV1poreiess, que se trataron con capsaicina a dos concentraciones distintas 1
MMy 10 yM durante 20 min.

Como muestra la figura 34 panel A, el receptor mutante resultd ser
resistente a la internalizacién y degradacion provocadas por el agonista, de hecho
su expresioén superficial asi como su fraccion total no se vieron significativamente
afectadas al tratar con capsaicina a ambas concentraciones comparado con la
importante internalizacion-degradacion que sufre el receptor silvestre.

En este sentido, tras incubar con capsaicina 1 uM, la cantidad de
TRPV1poretess €N membrana resulté ser del 90 £ 9% vy la cantidad total del 89 +
10% (datos expresados respecto a 100% del vehiculo). Un aumento de la
concentracién de capsaicina hasta 10 yM resulté en valores semejantes,
obteniéndose niveles de expresion de TRPV1poreiess €N membrana y total
proximos al 80% respecto al 100% del vehiculo (figura 34 panel B).

Todos estos resultados corroboran que la funcién del canal TRPV1 es
crucial para que se produzca su endocitosis inducida por capsaicina, ya que
cuando se compite por el sitio de unién del agonista con un antagonista o se

deleciona el poro iénico deja de producirse la internalizacion.
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Figura 34.- TRPV1poreess, mutante no funcional de TRPV1 con la region del poro
ionico delecionada, no se internaliza al tratar prolongadamente con capsaicina. (A)
Ensayos de biotinilacion con células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT o con
mutante TRPV1pogreiess, tratadas con capsaicina 1uM y 10uM 20min. Western blot
representativo de 4 experimentos independientes. (B) Resultados expresados como
media + S.E.M. (*p<0.05, **p<0.01 y **p<0.001 respecto al valor control (vehiculo)
mediante test Mann-Whitney).
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4.- Papel del calcio en la internalizacion de TRPV1 inducida

por capsaicina.

Dado que el receptor TRPV1 permea preferentemente ca’, nos
preguntamos si ese aumento citosolico del cation podria ser determinante en el
proceso de internalizacion inducida por exposicién al agonista (Koplas et al.,
1997). Basandonos en esta hipétesis, se disefiaron diferentes ensayos de
biotinilacién y de electrofisiologia con la técnica de sello-perforado, en presencia y
ausencia de Ca*?, para determinar el papel del cation en la internalizaciéon de

TRPV1 inducida por capsaicina.

4.1.- La entrada de calcio al citosol promueve la internalizacion de

TRPV1 inducida por capsaicina.

El papel del Ca™ citosdlico se evalué mediante ensayos de biotinilacién en
células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT que se incubaron con capsaicina 1
MM 20 min utilizando tres condiciones experimentales diferentes: i) en presencia
de 2 mM Ca*? extracelular, i) en ausencia de Ca*? extracelular (0Ca*?) y iii) 0Ca*?
extracelular mas BAPTA-AM (50 uyM durante 30 min). Este Ultimo actia como un
agente permeable a la membrana plasmatica, que queda atrapado en el citosol
donde es capaz de secuestrar el Ca*? intracelular liberado desde los reservorios
intracelulares (van de Graaf et al., 2008).

Como muestra la figura 35, en presencia de 2 mM Ca*? extracelular
(2Ca*® las fracciones de membrana y total de TRPV1 disminuyen
significativamente tras la exposicion prolongada a capsaicina 1 pM, como
consecuencia de la internalizacién y degradacién del receptor TRPV1. Sin
embargo, en ausencia de calcio extracelular (OCa+2), el tratamiento prolongado
con capsaicina no alter6 significativamente las fracciones de membrana y total del
receptor TRPV1, permaneciendo un 85 + 5% de la poblacién en la membrana y un

82 + 8% de la poblacion total respecto a 100% del vehiculo. Estos datos mostraron
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que en ausencia de calcio extracelular la internalizacion de TRPV1 inducida
disminuye drasticamente. La posible contribucién del aumento de Ca*? citosdlico
desde los reservorios subcelulares se evalué empleando el quelante de calcio
intracelular BAPTA-AM. En estas condiciones, la cantidad de TRPV1 remanente
en las fracciones de membrana y total resultaron ser préximas al 90% respecto a
100% del vehiculo (panel B). Estos datos sugieren que la activacion del canal
TRPV1 y la entrada de Ca* a través del poro son imprescindibles para que el

receptor se internalice en presencia de su agonista.
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Figura 35.- En ausencia de calcio extracelular, la internalizacién de TRPV1 inducida
por agonista disminuye drasticamente. (A) Ensayos de biotinilacion en células HEK293
en presencia de 2 mM Ca*? extracelular, en ausencia de Ca*? (0Ca*?) solo o con BAPTA-
AM (50 pM 30 min). Western blot representativo de 3 experimentos independientes. (B)
Resultados expresados como media + S.E.M. (Diferencias significativas ***p<0.001
respecto al control (vehiculo) mediante test Mann-Whitney).

4.2.- El secuestro de calcio intracelular aumenta la corriente

residual tras aplicacién prolongada de capsaicina.

Para complementar el estudio del papel del Ca™ en el proceso de
internalizacion de TRPVL1 inducido por agonista, se incluyé el tratamiento con el
quelante BAPTA-AM en los registros electrofisiolégicos realizados mediante la

técnica de sello-perforado.
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En la figura 36 panel A se muestran los registros representativos
obtenidos en células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT, pretratadas con o sin
BAPTA-AM (50 uM durante 30 min) en respuesta a dos pulsos de pH 6 de 1 min
de duracién intercalados por la exposiciéon prolongada a capsaicina 1 uM durante
20 min.

El panel B muestra la cuantificacion de la relacién IpH./IpH4, la intensidad
de la corriente maxima del segundo pulso de pH después de tratar con capsaicina
respecto a la intensidad de corriente méaxima del primer pulso de pH. Al pretratar
con BAPTA-AM se observé un incremento de IpH,/IpH; de hasta 40% comparado
con 13% remanente cuando no se emplea el agente quelante (IpH,/IpH,; Caps=
0.13 + 0.02 n=5; IpH,/IpH; Caps+BAPTA= 0.39 + 0.05 n=9, normalizados frente al
vehiculo IpH,/IpH; Veh= 1). El grado de desensibilizacién inducido por el
tratamiento prolongado con capsaicina se redujo en presencia de BAPTA-AM, es
decir, el calcio contribuye a la desensibilizacion a medio-largo plazo de TRPV1

inducida por su agonista.
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Figura 36.- BAPTA-AM, quelante intracelular de calcio, recupera la corriente residual
tras aplicacion de capsaicina. (A) Registros representativos electrofisiologicos obtenidos
en células tratadas con (parte inferior) o sin BAPTA-AM (parte superior) 50 uM durante 30
min. Protocolo quimico: caps 1 uM 20 min intercalado entre dos pulsos de 1 min de pH 6.
Protocolo de rampas sucesivas de -60 (— linea continua) a + 60 mV (---linea discontinua)
cada 30 s. (B) Cuantificacion de la relacion IpH./IpH; para cada tratamiento. Vehiculo n=10,
Caps n=5 y Caps+BAPTA n=9 (media + S.E.M. n=n° de células *** p< 0.001 test Mann-
Whitney).
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5.- Determinacion del tipo de ruta endocitica seguida por el
receptor TRPV1 expuesto a capsaicina.

A fin de determinar el tipo de ruta endocitica que sigue el receptor TRPV1
tras exposicion a su agonista, se realizaron ensayos inmunocitoquimicos, de
biotinilacion y medidas de Ca*? intracelular con diferentes inhibidores especificos

de las diferentes rutas.

5.1.- Las condiciones hipertdnicas bloquean la internalizacion de
TRPV1 inducida por capsaicina.

En primer lugar, estudiamos si la endocitosis del receptor TRPV1 inducida
por su agonista se veia afectada por el tratamiento durante 1 h con una solucion
hiperténica de sacarosa 250 mM (600 mOsm), empleando ésta como bloqueador
inespecifico de la endocitosis. Aunque la hipertonicidad ha sido clasicamente
utilizada por su efecto inhibitorio de la endocitosis mediada por clatrinas (Hansen
et al., 1993), también se ha demostrado que no es especifica de esta via, sino que
inhibe otras vias no dependientes de clatrinas (Roseberry and Hosey, 2001;
Fourgeaud et al., 2003).

Para realizar los registros de Ca'? intracelular se aplicaron dos pulsos de
pH 5.5 de 1 min de duraciéon intercalados por una incubacién con vehiculo o
capsaicina 1 yM a distintos tiempos (5, 20 y 60 min), comparando entre células no
tratadas y pretratadas con sacarosa hiperténica (250 mM; 600 mOsm; 1 h). Cabe
destacar que el tratamiento con/sin sacarosa hiperténica se aplic6 previamente
pero también se mantuvo durante todo el protocolo de estimulacién (ver similar
protocolo de estimulacion en la figura 25 de medidas de calcio intracelular).

En la figura 37 panel A se muestran los registros representativos de Ca*?
intracelular correspondientes a la incubacion con capsaicina 1 gM durante 20 min

con/sin pretratamiento con sacarosa hipertonica. Se puede apreciar que en medio
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hipertonico las células exhibieron una respuesta al segundo pulso de pH
considerablemente mayor (linea azul) que en condiciones isotonicas (linea negra).

En el panel B se muestra la cuantificacién de los valores de RpH.,/pH;
para cada tiempo de exposicion a capsaicina 1 uM, esta relacion se empledé como
indicador del grado de desensibilizacién del receptor. En general, en presencia de
la solucion hipertonica la desensibilizacién obtenida fue mucho menor comparada
con la alcanzada en condiciones isotonicas. Tras el tratamiento con capsaicina 1
MM durante 20 min se produce un aumento de més del 50% en la relacion
RpH./pH1caps €N células tratadas con solucion hipertonica comparado con el 17%
obtenido en condiciones isoténicas (RpHa/pHicaps= 0.17 + 0.01; RpH2/pHicapstsac=
0.51 + 0.07 normalizado frente vehiculo RpH/pH,= 1).

Este aumento en el valor de RpH./pH; podria atribuirse a una mayor
poblacién del receptor en la membrana plasmatica tras inhibir la endocitosis

mediante el empleo de condiciones hipertonicas.
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Figura 37.- Sacarosa hiperténica, bloquea inespecificamente la endocitosis,
reduciendo la desensibilizacion del receptor inducida por capsaicina. Medidas de Ca'
intracelular en células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT cargadas con FURA-2AM. (A)
Registros representativos de las intensidades de excitacion obtenidas a 340 nm y 380 nm,
representadas con la relacion Fss/Fsg, para capsaicina 1 uM 20 min (linea negra) y caps
junto sacarosa 250 mM (linea azul). (B) Cuantificacion de RpH./pH;, relaciéon entre el
segundo pulso de pH (pH,) y el primer pulso de pH (pH;). Curso temporal de la relacion de
respuestas al pH, empleando distintos tiempos de incubacion con capsaicina 1 uM: 5, 20 y
60 min. (Vehiculo RpH,/pH;=1. *** p< 0.001 test Mann-Whitney).
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Curiosamente, observamos que al tratar con capsaicina 1 yM a tiempo
corto de 5 min (figura 37 panel B), el descenso de RpH,/pH; en condiciones
isoténicas no se produjo, comparandolo con el obtenido a tiempos mas
prolongados, ademas de no obtenerse diferencias significativas entre los valores
de RpH,/pH; para células no tratadas y pretratadas con solucién hipertonica. A los
60 min de tratamiento se obtuvieron valores de RpH,/pH; similares a los obtenidos
a los 20 min.

Admitiendo que en solucidon hiperténica estamos inhibiendo la
internalizacion del receptor, este resultado sugiere que el 50% de la disminucion
de la respuesta se debe a la desensibilizacion intrinseca del receptor TRPV1 y que
ésta ocurre en los primeros 5 min de exposicién al agonista y, ademas, que el 30-
35% de desensibilizacion adicional, visualizada en condiciones isotonicas, resulta
de la internalizacion del receptor.

Para demostrar que efectivamente la disolucion hipertonica bloqueaba la
internalizacion de TRPV1, los ensayos funcionales se complementaron con
ensayos de biotinilacion de proteinas de membrana utilizando las mismas
condiciones experimentales, células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT
tratadas con sacarosa 250 mM 600 mOsm 1 h antes y durante el tratamiento con
capsaicina 1 uM durante 20 min.

La figura 38 muestra que en presencia de medio hipertonico se bloquea la
internalizacion del receptor inducida por capsaicina, ya que mientras en
condiciones isotdnicas la expresion de TRPV1 en membrana era del 38 + 4% en
medio hipertdnico era del 88 + 5%.

En resumen, el empleo de condiciones hiperténicas disminuy6
significativamente la internalizacién inducida por capsaicina, correlacionado con

una importante reduccién de la desensibilizacion del receptor TRPV1.
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Figura 38.- Internalizacion de TRPV1 inducida por capsaicina se bloquea en
condiciones hiperténicas. (A) Ensayos de biotinilacion en células HEK293 transfectadas
con TRPV1-WT, incubadas con capsaicina, pretratadas con o sin 250 mM sacarosa (600
mOsm) 1 h. Se muestra western blot representativo de 3 experimentos independientes. (B)
Los resultados de la cuantificacion se expresan como media + S.E.M. (Diferencias son
consideradas significativas cuando ***p<0.001 respecto al valor control (vehiculo) mediante
test Mann-Whitney).

5.2.- La endocitosis de TRPV1 inducida por capsaicina es

independiente de la via de las clatrinas.

Dado que la solucién hipertonica actia como un bloqueador inespecifico
de la endocitosis, a continuacion estudiaremos el tipo de ruta endocitica
involucrada en la internalizacion inducida por capsaicina de TRPV1, empleando
diferentes inhibidores especificos de las diversas rutas de endocitosis en ensayos
inmunocitoquimicos y medidas de Ca*?intracelular.

Para determinar si la internalizacién implicaba la via dependiente de
clatrinas, cotransfectamos las células HEK293 con TRPV1-WT y el marcador de
cadenas ligeras de vesiculas de clatrina mLCA-ds-Red (en inglés, mouse clathrin
light chain A, fusionado al fluor6foro dsRed). Las células se pretrataron durante 1 h
con solucion hipertonica (sacarosa 250 mM 600 mOsm) o isotdnica y
posteriormente, se incubaron con capsaicina 1 yM o vehiculo durante 20 min en

presencia de la solucion hiperténica o isotonica respectivamente.
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Como muestran las imagenes de microscopia confocal de la figura 39
panel B, los receptores TRPV1 internalizados (verde) tras la exposicién a
capsaicina 1 yM 20 min en condiciones isoténicas no colocalizaron con el
marcador de vesiculas de clatrina, mLCA-ds-Red (rojo), sugiriendo que TRPV1 se
internaliza siguiendo una via independiente de clatrinas. Al aplicar la solucion
hipertonica (Sac+Caps, panel C), el marcaje de TRPV1l se localizd
predominantemente en la membrana plasmatica, debido al bloqueo inespecifico
de la endocitosis que produce.

Caps Sac + Caps

Figura 39.- Los receptores TRPV1 internalizados por
capsaicina no colocalizan con el marcador de las cadenas
ligeras de las vesiculas de clatrina, mLCA-ds-Red. Marcaje con
a-TRPV1e (verde) y mLCA-ds-Red (rojo). (A) Bloqueo de la
endocitosis a 4°C. (B) Internalizacion inducida por capsaicina. (C)
Sacarosa bloguea la internalizacion inducida por capsaicina. Barra
de escala 20 pm. Zoom 3X.
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La independencia de la via de las clatrinas se confirmé mediante
preincubacion de las células con clorpromacina (Clpz). Clpz es un reactivo capaz
de inhibir el ensamblaje de las proteinas adaptadoras tipo 2 (AP-2) con las
moléculas de clatrina que estan recubriendo las vesiculas CCP (en inglés, clathrin-
coated pits), inhibiendo de esta manera especificamente la endocitosis mediada
por clatrinas (Wang et al., 1993).

En los registros de Ca'*? intracelular de la figura 40, se puede observar como
el pretratamiento con Clorpromacina (50 uM, durante 1 h antes y durante
tratamiento con capsaicina 1 yM 20 min) (linea verde) no afecté al grado de
desensibilizaciéon del receptor TRPV1. Especificamente, la relacion RpH./pH;
obtenida en presencia de Clpz fue similar a la obtenida en células no pretratadas
con Clpz (RpH2/pHicaps=0.157 = 0.005 en ausencia de Clpz vs RpHy/pHicaps+cipz=
0.164 * 0.005 en presencia de Clpz).

Estos resultados sirvieron para corroborar que la internalizacion de TRPV1

inducida por capsaicina sigue una ruta independiente de clatrinas.
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Figura 40.- Clorpromacina, inhibidor de endocitosis mediada por clatrinas, no afecta
ala desensibilizacién de TRPV1 inducida por capsaicina. Medidas de Ca*? intracelular
en células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT cargadas con FURA-2AM, pretratadas
sin (linea negra) o con Clpz 50 pM 1 h (linea verde), posteriormente tratadas con
capsaicina 1 yM 20 min. (A) Registros representativos de las intensidades de excitacion
obtenidas a 340 nm y 380 nm representadas como la relacion Faao/Fsgo. (B) Cuantificacion
de RpH/pH; entre segundo pulso de pH (pHy) y el primer pulso de pH (pH,) para cada
tratamiento. (Vehiculo valor RpH./pH,=1) (n=182 para vehiculo, n=411 capsaicina y n=530
para Caps+Clpz, *** p< 0.001 test Mann-Whitney).
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5.3.- La endocitosis de TRPV1 inducida por capsaicina es

independiente de la via de las dinaminas.

Las vias endociticas que son independientes de clatrinas pueden a su vez
ser dependientes o no de la ruta de las dinaminas (Mayor and Pagano, 2007). Con
objeto de evaluar la implicacién de las dinaminas en la internalizacion de TRPV1
inducida por el agonista, cotransfectamos TRPV1 por separado con dos plasmidos
fusionados a GFP que codifican la dinamina la silvestre (Din-WT) o el mutante
K44A, dominante negativo que carece de actividad GTPasa (Din-K44A).

En primer lugar, se determiné el correcto funcionamiento de ambas
dinaminas mediante ensayos inmunocitoquimicos estudiando la internalizacion de
la transferrina (Tf), proteina en la que se ha demostrado ampliamente que sigue la
ruta clasica de internalizacion mediada por clatrinas y dinaminas (Tosoni et al.,
2005). Concretamente, las células transfectadas con cada una de las
construcciones fusionadas a GFP, Din-WT y Din-K44A, se incubaron con Tf-Texas
Red (Tf fusionada a un fluoréforo rojo) en vehiculo durante 20 min a 37°C. Como
muestran las imagenes de la figura 41, se observé una importante colocalizacion
de Tf (rojo) con Din-WT (verde), confirmando que su internalizacion es
dependiente de dinaminas (panel A), mientras que las células que sobreexpresan
el dominante negativo, Din-K44A, presentan una nula sefial de transferrina

internalizada (panel B).

Figura 41.- Estudio de la
internalizacion de transferrina
empleando las construcciones
dinaminas-GFP. Células HEK293
transfectadas con dinamina
silvestre (Din-WT) o con dominante
negativo K44A (Din-K44A), se
marcaron con Transferrina-Texas
Red. (A) Colocalizacion entre Tf y
Din-WT. (B) Dominante negativo
Din-K44A bloqguea la endocitosis
mediada por dinaminas. La sefial
de Tf desaparece debido al
bloqueo de su endocitosis. Barra
de escala 10 pym.
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Seguidamente, se ensay0 la posible colocalizacién de los receptores
TRPV1 internalizados con ambas construcciones de dinaminas-GFP. Las
imagenes de la figura 42 panel Ay C muestran que en condiciones control (4°C)
el receptor TRPV1 (rojo) aparece en la membrana plasmatica mientras que las dos
dinaminas-GFP, DIin-WT y Din-K44A, aparecen intracelularmente distribuidas
siguiendo un patrén vesicular (verde). Sin embargo, la incubacién con capsaicina
(panel B y D) provocé la aparicion de acumulos intracelulares de TRPV1 (rojo)

gue no colocalizan con ninguna de las dos dinaminas-GFP.

4°C Caps 1uM

Figura 42.- Din-K44A, el
dominante negativo de dinamina
1, no bloquea la internalizacion
de TRPV1 inducida por agonista.
Marcaje con a-TRPV1e (rojo) en
células HEK293 co-transfectadas
con TRPV1-WT y una de las dos
dinaminas-GFP: Din-WT (control
positivo) y Din-K44A. (A-C) Bloqueo
de la endocitosis a 4°C. (B-D)
Internalizacion inducida por
capsaicina 1 pM 20 min. La
sobreexpresion  del  dominante
negativo blogquea la endocitosis
mediada por dinaminas, sin
embargo siguen observandose
receptores TRPV1 internalizados.
Barra de escala 10 pm.

Din-WT

Din-K44A
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Por dltimo, el estudio de la independencia de la via de las dinaminas se
completé con registros de Ca*® intracelular, aplicando el protocolo estandarizado
de dos pulsos de pH 5.5 de 1 min intercalados por una incubacion de 20 min con
vehiculo o capsaicina 1 yM.

Como ilustra la figura 43 panel A, los registros representativos de las
medidas de Ca'? intracelular son muy similares para ambas dinaminas-GFP. Al
cuantificar los valores de la relacion RpH,/pH; no se detectaron cambios
significativos en la desensibilizacion del receptor TRPV1 cuando se compararon
los valores de RpH,/pH; obtenidos en ambas construcciones de dinaminas-GFP
(RpH2/pH1 pinwT caps=0.268+0.009 frente a RpH /PH1 pinkasa caps =0.259%0.007)
(panel B).
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Figura 43.- Dominante negativo de dinamina, Din-K44A, no altera el grado de
desensibilizacion inducido por capsaicina comparado con Din-WT control. Medidas
de Ca™ intracelular en células HEK293 cotransfectadas con TRPV1-WT y una de los dos
dinaminas-GFP: Din-WT (linea negra) o dominante negativo Din-K44A (linea morada).
(A) Registros representativos de Fss/Fss para ambas dinaminas tratadas con capsaicina
1 yM 20 min. (B) Cuantificacion de la relacion RpH,/pH; entre el segundo pulso de pH
(pH2) y el primer pulso de pH (pH1) (Asignado al vehiculo valor RpH,/pH;=1, n=120 para
Vehiculo, n=197 Din-WT y n=187 Din-K44A, *** p< 0.001 test Mann-Whitney).

En conjunto, el bloqueo de la endocitosis mediada por dinaminas
provocado por la sobreexpresion del dominante negativo Din-K44A nos permite
concluir que TRPV1 se internaliza en presencia de capsaicina por un mecanismo

de endocitosis independiente de dinaminas y de clatrinas.
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6.- La fosforilacion de TRPV1 por PKA suprime la

internalizacion inducida por capsaicina.

Se ha descrito que la fosforilacion de TRPV1 por PKA disminuye la
desensibilizacién dependiente de Ca*? de las corrientes activadas por capsaicina
(Mohapatra and Nau, 2005). Ademas, se sugirid6 que pudiera existir una
correlaciéon entre la expresion superficial de TRPV1 y el papel de PKA en la
desensibilizacion (Bhave et al., 2002). Basandonos en estos estudios, analizamos
si la fosforilacion por PKA era capaz de modular el proceso de internalizacion de
TRPV1 inducido por el agonista. Para ello, utilizamos activadores e inhibidores de
PKA y examinamos la internalizacion del mutante TRPV1-S116D, que emula el
estado fosforilado de TRPV1 por PKA.

6.1.- La fosforilacion por PKA provoca una disminucién de la

internalizacién de TRPV1 inducida por capsaicina.

El papel de la fosforilacién por PKA como modulador de la internalizacion
inducida por el agonista del receptor TRPV1 se abordé determinando la fraccion
del receptor superficial mediante ensayos de biotinilacion de proteinas de
membrana, empleando tratamientos con forskolina (FSK), un activador indirecto de
PKA, y con H-89, un potente inhibidor de PKA.

Se utilizaron cultivos primarios de neuronas de DRGs de ratas adultas que
se sometieron a un estimulo de 20 min con capsaicina 0.1 uM. En este caso, la
concentracion de capsaicina empleada fue un orden de magnitud menor que la
empleada anteriormente en los cultivos de células HEK293, debido a que ECsg
para capsaicina es mucho menor para los cultivos neuronales de DRGs (Oh et al.,
1996).
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En la figura 44 se puede observar como el pretratamiento durante 15 min
con FSK 20 uM inhibe la internalizacion de TRPV1 inducida por capsaicina.
Especificamente, el tratamiento con capsaicina produjo unos niveles de expresion
del receptor en membrana del 36 + 5%, mientras que el tratamiento combinado de
capsaicina con FSK resulté en un 78 + 11% respecto a 100% del vehiculo. Esta
inhibicién de la internalizacion se revirtié cuando las células se incubaron con una
mezcla del agonista junto con FSK (20 pM 15 min) y H-89 (10 puM 1h),
obteniéndose en estas condiciones unos niveles de expresion en membrana de
TRPV1 del 44 £ 5%.

Por tanto, la activacion de TRPV1 mediada por la fosforilacion por PKA

bloguea casi totalmente la internalizacién de TRPV1 inducida por capsaicina.
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Figura 44.- Activacion de la via PKA disminuye la internalizacién de TRPV1 inducida
por el agonista. (A) Ensayos de biotinilacion en cultivos primarios de neuronas de DRGs
de rata adultas. Se aplicaron distintos tratamientos con: vehiculo, capsaicina 0,1 uyM 20
min sola o combinada con FSK 20 pM 15 min o con H-89 10 yM 1 h. Western blot
representativo de 3 experimentos independientes. (B) Resultados expresados como media
+ S.E.M. (Diferencias son consideradas significativas cuando **p<0.01 respecto al valor
control (vehiculo) mediante test Mann-Whitney).

114



RESULTADOS

Esta observacion se confirmé empleando un mutante de TRPV1 que
sustituye la S116, diana de la accion de PKA sobre TRPV1, por un aminoacido
cargado negativamente (D, &cido aspartico), TRPV1-S116D, simulando el estado
de fosforilacién del receptor. La poblacién en membrana del receptor nativo y del
mutante tras la aplicacion de vehiculo o capsaicina se determiné mediante
ensayos de biotinilacibn de proteinas de membrana en células HEK293
transfectadas con TRPV1-WT o TRPV1-S116D.

Como muestra la figura 45, el mutante TRPV1-S116D resultd ser
particularmente resistente a la internalizacion y degradacidon inducida por
capsaicina. Concretamente, alrededor del =85% de la proteina mutante
permanecié en la membrana después de tratar con capsaicina, comparado con el
=~35% que permanece en membrana de la proteina silvestre (TRPV1-
WTyeme=34.5+2.6 vs TRPV1-S116Dyenp=84.411.9).
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Figura 45.- El mutante TRPV1-S116D muestra un importante descenso en la
internalizacion y posterior degradacion inducidas por capsaicina comparado con
TRPV1-WT. (A) Ensayos de biotinilacion en células HEK293 transfectadas con TRPV1-WT
o con TRPV1-S116D, incubadas con capsaicina 1 yM 20 min. Se muestra un western blot
representativo de 3 experimentos independientes. (B) Resultados expresados como media
+ S.E.M. (Diferencias son consideradas significativas cuando **p<0.01 respecto al valor
control (vehiculo) mediante test Mann-Whitney).
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Estos resultados obtenidos con el mutante TRPV1-S116D fueron
paralelamente confirmados mediante ensayos de inmunofluorescencia en células
HEK293 transfectadas con TRPV1-WT o TRPV1-S116D. Especificamente, se
marco la poblacién en membrana con el anticuerpo extracelular anti-TRPV1e y se
compard la capacidad de internalizacién de ambas proteinas tras aplicar el
tratamiento con capsaicina 1 yM 20 min. Las imagenes de microscopia confocal
de la figura 46 confirman el bloqueo de la internalizacion inducida por capsaicina
de los receptores TRPV1-S116D, ya que se localizan principalmente en la
membrana plasmatica y apenas intracelularmente (panel D), comparado con los
receptores TRPV1-WT que se encuentran mayoritariamente internalizados al
aplicar tratamiento con capsaicina (panel B).

4°C Caps 1 uM

Figura 46.- Mutante TRPV1-S116D
sufre una escasa internalizacion
inducida por capsaicina. Marcaje
con a-TRPV1e (verde) y nucleos
con DAPI (azul) en células HEK293
transfectadas con TRPV1-WT o
TRPV1-S116D. (A-C) Bloqueo de la
endocitosis a 4°C. (B-D) La
exposicién a capsaicina 1 yM 20
min no produce la internalizacion de
los receptores TRPV1-S116D. Barra
de escala 20 um.

TRPV1I-WT

S$116D

6.2.- ElI mutante TRPV1-S116D presenta una significativa

reduccién de la desensibilizacion inducida por capsaicina.

Como se demostrd anteriormente mediante las medidas de Ca'”
intracelular, la exposicién prolongada al agonista producia la disminucién de la
respuesta del receptor al pH. Con el fin de correlacionar la menor internalizacion

de los receptores TRPV1-S116D con una menor desensibilizacion del canal
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mutante, se realizaron registros de Ca™ intracelular en células HEK293
transfectadas con TRPV1-WT o con el mutante TRPV1-S116D que se trataron con
capsaicina 1 yM durante 20 min intercalado entre dos pulsos de pH 5.5 de 1 min.

En los registros representativos de la figura 47 se puede apreciar la
significativa disminucion de la desensibilizacion que sufren los receptores TRPV1-
S116D, la relacion RpH,/pH; aumenta hasta el 37% si se compara con los
receptores TRPV1-WT cuya RpH,/pH; es igual a 10% (RpHJ/pH; trpviwT
caps=0.105£0.004 vs RpH./pH; trpvi-siiep caps =0.374+0.010 normalizado frente
vehiculo RpH,/pH;=1).
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Figura 47.- El mutante TRPV1-S116D presenta una reducida desensibilizacion
inducida por capsaicina. (A) Medidas de Ca* intracelular en células HEK293
transfectadas con TRPV1-WT (linea negra) o con TRPV1-S116D (linea naranja) aplicando
tratamiento con capsaicina 1 uM entre dos pulsos de pH 5.5 de 1 min. (B) Cuantificacion
de la relacién RpH./pH; entre el segundo pulso de pH (pH,) y el primer pulso de pH (pH1)
(Vehiculo RpH./pH;1=1; n=317 para Vehiculo, n=409 TRPV1-WT y n=506 para TRPV1-
S116D, *** p< 0.001 test Mann-Whitney).

En resumen, la significativa disminucion en la internalizaciéon del mutante
TRPV1-S116D bajo exposicion prolongada a capsaicina contribuye a la minima
desensibilizacién que sufre, sugiriendo que la internalizacién inducida podria ser

un mecanismo regulatorio de la actividad del receptor TRPV1.
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7.- Estudio de la supervivencia celular tras exposicion

prolongada a capsaicina.

Diversos autores han mostrado que el tratamiento con RTX, potente
agonista de TRPV1, produce una notable citotoxicidad generada por la liberacion
de Ca™ en las neuronas que expresan TRPV1 (TRPV1") (Olah et al., 2001; Karai
et al., 2004).

Con objeto de analizar si la internalizacién de TRPV1 inducida por
agonista es un mecanismo asociado a la citotoxicidad celular, realizamos diversos
ensayos para determinar la supervivencia de los cultivos celulares en las

condiciones experimentales empleadas.

7.1.- Efecto de la capsaicina en la viabilidad de -cultivos

neuronales de DRGs de ratas neonatales.

En primer lugar, se evalu6 el efecto citotoxico de la capsaicina sobre los
cultivos primarios de DRGs de ratas neonatales, mediante la técnica In Cell
Analyzer®, un método que combina la microscopia de fluorescencia con la
citometria de flujo. Asi, dada la heterogeneidad de los cultivos primarios de DRGs,
pudimos seleccionar primero las neuronas TRPV1+ en la imagen de fluorescencia
y posteriormente determinar por citometria de flujo la supervivencia celular 24 h
después de aplicar el tratamiento con capsaicina.

En estos ensayos, los cultivos de DRGs fueron tratados con distintas
concentraciones de capsaicina (10, 100 y 1000 nM) durante 20 min a 37°C, con
vehiculo (control) o con un control positivo de muerte celular (Etanol 20%) y tras
24 h se realizé un triple marcaje con: 1) anti-TRPV1-ATTO488, un a-TRPV1
extracelular marcado covalentemente con un fluorocromo verde, 2) loduro de
Propidio, para distinguir las células muertas (rojo) y 3) Hoescht para detectar el

ndmero total de células (azul).
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Las imagenes representativas de la figura 48 panel A muestran un leve
marcaje para loduro de Propidio en los cultivos tratados con diferentes
concentraciones de capsaicina con respecto al resto de marcajes, lo que sugiere
una escasa muerte celular. Tras incubacién con capsaicina 10 y 100 nM se obtuvo
un alto porcentaje de supervivencia celular (=75%), valor que disminuy6
ligeramente (65%) cuando se empled 1000 nM capsaicina (panel B).
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Figura 48.- Viabilidad celular de cultivos neuronales de DRGs de ratas neonatales
tras 24 h de la aplicacion del tratamiento con capsaicina. (A) Imagenes de
fluorescencia obtenidas con In cell Analyzer® empleando anti-TRPV1-ATTO488
(verde), loduro de Propidio (rojo) y Hoechst (azul). (B) Porcentaje de supervivencia de
neuronas DRGs TRPV1+. Tratamientos: Vehiculo (V), distintas concentraciones de
capsaicina 20 min 37°C y control positivo de muerte celular (Etanol 20%).

7.2.- Determinacion de la viabilidad celular en sistemas de

expresion heter6loga mediante ensayos MTT y citometria de flujo.

Para realizar este ensayo de supervivencia, las células HEK293 que
expresan transitoriamente TRPV1-WT se trataron con capsaicina 1 uM o vehiculo
durante 20 min a 37°C, para posteriormente determinar su viabilidad celular a
distintos tiempos post-exposicion a capsaicina mediante el ensayo colorimétrico

con MTT (Tiazolil azul formazan) (Bollimuntha et al., 2006).
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La figura 49 panel A, muestra los porcentajes de supervivencia celular
normalizados respecto a 100% frente a las células transfectadas no tratadas con
agonista. Se observé que a todos los tiempos post-exposicibn a capsaicina
ensayados la supervivencia fue siempre superior al 65%, destacando que a t=0,
medida tomada inmediatamente después de tratar con capsaicina, la viabilidad del

cultivo fue =67%.
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Figura 49.- Estudio de supervivencia de células HEK293 tras aplicacion de
capsaicina. (A) Ensayos de MTT para determinar % viabilidad total del cultivo a distintos
tiempos tras exposicién a capsaicina 1 yM 20 min o vehiculo. Todos los valores son
significativos *p<0.05 respecto al valor control (células transfectadas no tratadas=100%).
(B) Citometria de flujo de células HEK293 transfectadas con YFP-TRPV1 tratadas 20 min
con distintas concentraciones de capsaicina y analizadas 24 h post-tratamiento. Valores
son significativos *p<0.05 respecto al valor control (Vehiculo=100%). Media + S.E.M. de 4
experimentos independientes.

Cabe destacar que con este procedimiento no es posible diferenciar
Unicamente la viabilidad de células TRPV1+, es decir, nos proporciona datos de
supervivencia total del cultivo frente al tratamiento con capsaicina o vehiculo. Para
poder solventar este inconveniente, determinamos la supervivencia celular
mediante ensayos de citometria de flujo en células HEK293 transfectadas con
YFP-TRPV1, con el objeto de analizar el efecto citotoxico del agonista Unicamente
en células TRPV1+. Los cultivos celulares se trataron con distintas
concentraciones de capsaicina (0.1, 1 y 10 pM) durante 20 min a 37°C,
posteriormente se retird el tratamiento y se determindé la supervivencia celular 24 h

después.
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Como muestra la figura 49 panel B, el porcentaje de células TRPV1+ que
sobrevivieron 24 h después de tratar con capsaicina 1 uyM fue de =85%. Sin
embargo, la exposicién a capsaicina 10 uM redujo la supervivencia hasta el 60%.

En resumen, las condiciones experimentales empleadas de forma
estandarizada para el estudio de la internalizacion inducida por agonista
(capsaicina 1 yM 20 min 37°C) mantienen un elevado porcentaje de supervivencia
celular (85%) pasadas 24 horas del tratamiento.
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La administracion de capsaicina, y otros agonistas vanilloides provocan
irritacion, ardor y dolor, sensacién que va seguida de analgesia. De hecho, en la
medicina tradicional los chilis picantes se han utilizado por diversas tribus en Asia,
América y Oceania para el tratamiento del dolor, en forma tépica o como infusién.
Su accion farmacolégica es el resultado de modular la excitabilidad de los
nociceptores periféricos que expresan el receptor TRPV1, provocando inicialmente
la activacién y subsiguiente desensibilizacion.

De hecho, después de la clonacién del receptor TRPV1 en 1997 (Caterina
et al., 1997) comenzaron a desarrollarse antagonistas de TRPV1 potencialmente
Utiles en clinica, que presentaban altos niveles de eficacia y potencia (Garcia-
Martinez et al., 2002; Quintanar-Audelo et al., 2007). Sin embargo, muy pocos
candidatos progresaron mas alla de la fase Il de ensayos clinicos debido a la
aparicién de efectos secundarios imprevistos, tales como la hipertermia (Gavva et
al., 2008). Esta limitacién inicial provocd que la industria farmacéutica trasladase
su esfuerzo hacia el desarrollo de una nueva clase de antagonistas de TRPV1
dependientes de actividad (Vidal-Mosquera et al., 2011), asi como a la busqueda
de agonistas de TRPV1 tomando ventaja del proceso de desensibilizacién que
desencadenan en las neuronas nociceptivas (Wong and Gavva, 2009).
Actualmente se estan realizando ensayos clinicos para diferentes agonistas de
TRPV1, como por ejemplo NGX 4010, parches de capsaicina para el tratamiento
de la neuropatia asociada al VIH (Simpson et al., 2008).

La capsaicina presenta el inconveniente de ser muy irritante, sin embargo
el ultrapotente agonista RTX supone una buena alternativa ya que provoca
igualmente una desensibilizacibn a largo plazo, sin producir esos efectos
secundarios indeseados. El tratamiento con RTX se ha utilizado usualmente en
veterinaria y en humanos se encuentra en fase | de ensayos clinicos. Debido a
que su administracion sistémica no es factible se ha usado administrada
localmente por vias diversas para el tratamiento de multiples tipos de dolor. Por
ejemplo, se emplea administrada por via intratecal para tratar el dolor en el cancer
avanzado, por via intravesical para mejorar la funciébn en pacientes con vejiga

hiperactiva, o por via tOpica para neuralgias post-herpéticas, polineuropatias
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asociadas al virus del VIH y a diabetes (Payne et al., 2005; Kissin and Szallasi,
2011; ladarola and Mannes, 2011).

La selectividad de los vanilloides sobre TRPV1 ha sido cumplidamente
demostrada y la magnitud (curso temporal) de la analgesia depende
estrechamente de la dosis y potencia de los distintos agonistas. Asi por ejemplo,
mientras que la administraciébn de una baja dosis de capsaicina provoca el
silenciamiento de los nociceptores, una dosis elevada puede provocar la
neurodegeneraciéon de las fibras aferentes primarias (Jancso and Lawson, 1990).
Curiosamente, este proceso neurodegenerativo ocurre por la entrada masiva de
ca® y afecta Unicamente a neuronas TRPV1+ (Szallasi and Blumberg, 1989). La
citotoxicidad es selectiva ya que las células de la glia o neuronas que no expresan
TRPV1 no se ven afectadas. Dependiendo de la dosis y lugar de administracion
del vanilloide, la analgesia puede durar unas semanas, ser reversible, o
convertirse en irreversible por citotoxicidad (Neubert et al., 2003). De hecho, se
considera que la desensibilizacion de TRPV1 es un mecanismo necesario para
evitar la sobrecarga de Ca™ tras exposicion prolongada o repetida al estimulo
Nocivo, y en consecuencia, sirve para proteger los nociceptores.

La desensibilizacion de los nociceptores también depende del tipo de
vanilloide, asi como de la dosis administrada. De este modo, Toth y colaboradores,
aplicando tratamientos con diferentes agonistas del receptor, demostraron que
mientras 20 min de exposicidbn a capsaicina o anandamida provocaba una
marcada desensibilizacion, el tratamiento con RTX apenas inducia este efecto
(Toth et al., 2005). En este trabajo concluyeron que estructuralmente los distintos
agonistas vanilloides eran capaces de inducir una gran diversidad de patrones de
respuesta, lo que proporciona un amplio abanico de oportunidades
farmacoldgicas.

Ademas de desensibilizacién, la aplicacion del potente agonista RTX
genera citotoxicidad (Olah et al., 2001; Karai et al., 2004). Por ello, nosotros
hemos valorado si el tratamiento aplicado para inducir la internalizacion del
receptor TRPV1 provocaba citotoxicidad celular y en qué magnitud. Para ello

empleamos diferentes ensayos de viabilidad que nos permitieron concluir que en
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nuestras condiciones experimentales no se producia un descenso significativo de
la viabilidad, ni en cultivos celulares que expresaban transitoriamente TRPV1, ni
en los cultivos primarios de DRGs.

La desensibilizacion aguda es aquella que ocurre en los primeros 20
segundos y tiene lugar en la primera exposicion al agonista. Este tipo de
desensibilizacién es responsable de la mayor pérdida de capacidad de respuesta
de los nociceptores. Las vias de sefializacion implicadas en la desensibilizacion
aguda del receptor TRPV1 han sido estudiadas extensamente hasta la fecha.
Sobretodo destacan tres mecanismos que se cree podrian estar participando de
forma simultanea en el proceso: i) la desfosforilaciéon del canal por calcineurina
(Docherty et al., 1996; Mandadi et al., 2004; Mohapatra and Nau, 2005), ii) la
interaccién con CaM (Numazaki et al., 2003; Rosenbaum et al., 2004; Lishko et al.,
2007) vy iii) la deplecién de PIP2 en la membrana plasmatica (Liu et al., 2005;
Lukacs et al.,, 2007; Yao and Qin, 2009). Sin embargo, la contribucion de la
movilizacion de receptores TRPV1 desde la membrana plasmatica a los
reservorios intracelulares, es decir, la internalizaciébn del receptor como
mecanismo para evitar la sobreactividad de los nociceptores no habia sido
explorada previamente. Curiosamente, en ensayos de unidbn de agonista,
utilizando [SH]—RTX, se ha detectado una menor unién del agonista en el receptor
desensibilizado (Jung et al., 2004).

Diversos estudios han demostrado que en condiciones inflamatorias la
sensibilizacion del receptor TRPV1 se alcanza al menos en parte por la
traslocacion a la membrana plasmética de una poblacién subcelular de vesiculas
de TRPV1 a través de un proceso de exocitosis regulada (Morenilla-Palao et al.,
2004; Zhang et al., 2005; Van Buren et al., 2005; Stein et al., 2006; Camprubi-
Robles et al., 2009). Nosotros nos preguntamos si la endocitosis del receptor
TRPV1, inducida por la exposicion a estimulos nocivos desde la membrana
plasmaética al interior celular, podria contribuir como mecanismo de control de la
excitabilidad de los nociceptores, que se reflejaria funcionalmente como una
desensibilizacion del receptor.
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Existen pocos trabajos que hayan abordado la posible internalizacion de
receptores TRP y la nocicepcion. Akopian y colaboradores demostraron la
internalizacion del receptor TRPAL inducida por su agonista el aceite de mostaza,
en neuronas sensoriales y sistemas heterélogos, y probaron que la coexpresion de
TRPV1 era capaz de inhibir la internalizacién del receptor (Akopian et al., 2007).

Por otro lado, el tratamiento con RTX en cultivos primarios de DRGs y en
células que expresan heterdlogamente TRPV1 se ha mostrado que promueve una
reduccion de la capacitancia de mas del 70%, descenso asociado con una pérdida
de membrana celular. Otros agonistas del receptor como capsaicina o la aplicacién
de calor también producen un descenso en la capacitancia pero bastante inferior
al 10% vy la pérdida de membrana no es tan acusada. Cabe destacar que con
todos los agonistas ensayados la pérdida de membrana celular requeria elevadas
concentraciones de Ca*? intracelular (Caudle et al., 2003).

La contribucion més relevante y novedosa obtenida con el presente
estudio consistié en determinar que la incubacion prolongada con el agonista
natural capsaicina produce una drastica reduccion de la poblacién de receptores
TRPV1 tanto en neuronas de DRGs como en sistemas de expresion heterdloga.
Con nuestros datos podemos afirmar que la regulacion ejercida por el agonista
afecta tanto a la poblacién total de receptores TRPV1 como a la poblacién
residente en la membrana plasmatica, sin descartar que los tratamientos aplicados
puedan también influir en la sintesis de novo de receptores. Ademas, hemos
determinado que una gran parte de los receptores TRPV1 internalizados terminan
siendo degradados en los lisosomas.

Dado que las observaciones en cultivos primarios de DRGs de rata se
replicaron en lineas celulares que expresaban TRPV1-WT transitoriamente,
decidimos examinar los mecanismos implicados en estos procesos empleando
esta Ultima. Datos previos de nuestro grupo, utilizando el mismo sistema de
expresion heter6loga, demostraron que TRPV1 se internalizaba menos del 5% tras
90 min de incubacién a 37°C en ausencia del agonista (Lainez et al., 2010). En el
presente estudio, ademas de corroborar estos datos, los hemos ampliado,

determinando que la internalizacion del receptor es regulada por sus agonistas

128



DISCUSION

vanilloides capsaicina y RTX, de forma dosis- y tiempo-dependiente y ademas
requiere la activacion del canal y la entrada de Ca™ al interior celular.
Conjuntamente, también hemos demostrado que la internalizacién inducida del
receptor sigue una ruta independiente de clatrinas y dinaminas y que una vez
internalizados los receptores son transportados a los lisosomas para su
degradacion.

Los receptores de membrana pueden ser endocitados siguiendo rutas
dependientes o independientes de clatrinas (Doherty and McMahon, 2009).
Curiosamente la via de internalizacién del receptor EGF depende de la dosis de
EGF a la que se expone: cuando se incuba con concentraciones bajas de EGF se
internaliza casi exclusivamente a través de una ruta dependiente de clatrinas y no
se ubiquitina, mientras que a altas concentraciones de EGF lo hace
mayoritariamente a través de una ruta independiente de clatrinas y es ademas
ubiquitinado (Sigismund et al., 2005). Cabe destacar que TRPV1 puede
interaccionar con EGFR, facilitando su ubiquitinacién y posterior degradacion a
través de la via lisosomal (Bode et al., 2009).

Las rutas independientes de dinaminas han sido descritas en diferentes
tipos celulares neuronales. En neuronas de DRGs se ha definido otro mecanismo
de endocitosis independiente de dinaminas y de ca®, que depende de la
frecuencia de la actividad neuronal y que esta regulado por PKA (Zhang et al.,
2004). Dado que esta via de internalizacion en DRGs se ha descrito independiente
de Ca, no podemos considerar que sea la seguida por el receptor TRPV1 tras
exposicion a vanilloides. Alternativamente, en cultivos de astrocitos se ha descrito
una via endocitica constitutiva independiente de clatrinas y dinaminas (Jiang and
Chen, 2009). Dicha via esta estrechamente regulada por la concentracion de Ca*?
intracelular y por la proteina Rab5, una proteina relacionada con los endosomas
tempranos. Ademas, se ha observado que las vesiculas endocitadas son
transportadas rapidamente desde los endosomas tempranos a los tardios, para
finalmente llegar a los lisosomas. Para determinar la via concreta de endocitosis

seguida por TRPV1 tras exponerse a su agonista, queda por esclarecer si
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participan otras proteinas relacionadas con las vias endociticas como son
caveolas o incluso GTPasas como Rab5, RhoA, CDC-42 o Arf-6.

La sefializacién mediada por PKA juega un papel clave en la plasticidad
singptica en un gran namero de receptores y canales iénicos, actuando no solo
mediante fosforilacién directa de los receptores sino también participando en la
modulacién del trafico intracelular de éstos. Por ejemplo, la activacién del canal
Kv4.2 por PKA en neuronas del hipocampo induce la internalizaciéon del canal
desde las espinas dendriticas (Hammond et al., 2008). Otro ejemplo es el de los
receptores AMPA cuya activacion por PKA regula el tréfico de la subunidad GIuR1
hasta la membrana plasmatica. De hecho, por un lado, la fosforilacion de la
subunidad GIuR1 por PKA incrementa la insercion de receptores AMPA
funcionales en la membrana plasmatica y disminuye su endocitosis; por otro lado,
la desfosforilacion de la subunidad GIuR1 provoca la internalizacion de los
receptores AMPA inducida por NMDA. Estos autores demostraron los efectos
directos de la fosforilacion por PKA sobre la plasticidad sinaptica en las sinapsis
excitatorias a través de la modulacién del trafico de receptores AMPA (Man et al.,
2007).

En el caso de los nociceptores periféricos, se sabe que PKA induce la
sensibilizacion por fosforilacién directa de TRPV1, y que la desfosforilacion de los
aminoacidos diana del receptor TRPV1 para PKA (S116 y S502) altera la
taquifilaxia del canal (Bhave et al., 2002). Adicionalmente, se ha mostrado que la
potenciaciéon de TRPV1 en respuesta a PKA provoca la insercion en la membrana
plasmética de multimeros funcionales de TRPV1 a partir de un reservorio
intracelular de monémeros inactivos de TRPV1 (Vetter et al., 2006). En nuestro
estudio hemos determinado que en cultivos neuronales de DRGs, la activacion de
PKA inhibe significativamente la internalizacion de receptores TRPV1 inducida por
capsaicina. Para dilucidar si la menor internalizacion de receptores observada era
resultado de un aumento en la velocidad de inserciébn en la membrana,
determinamos el efecto aislado de FSK, sin presencia del agonista, y concluimos
gque la poblacion de receptores TRPV1 en membrana no aumentaba

significativamente al tratar solo con FSK. El hecho de que la internalizaciéon
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inducida por el agonista se inhiba tras la activacion de PKA, se confirmé con el
mutante de TRPV1-S116D, que mimetiza el estado de fosforilado del receptor por
PKA. La introduccién de una carga negativa en la posicién 116, ademas de
desencadenar una significativa reduccidon de la desensibilizacion inducida por
exposicién prolongada a capsaicina, produjo una atenuada internalizacion y
degradacion comparada con el receptor TRPV1 silvestre. Por tanto, al igual que
otros receptores ionotrépicos, parece probable que los procesos de fosforilacién-
desfosforilacion de TRPV1 por la quinasa PKA participen de forma crucial en el
trdfico desde o hacia la membrana plasmatica, contribuyendo asi a la
sensibilizacion-desensibilizacion de los nociceptores.

En conclusion, con este trabajo hemos demostrado que la exposicion
prolongada al agonista de cultivos neuronales de DRGs y de células que expresan
transitoriamente  TRPV1 promueve la endocitosis del receptor y posterior
degradacion lisosomal. Este proceso requiere la entrada de ca" y la activacién
del canal. Nuestros datos sugieren que sigue una ruta endocitica independiente de
clatrinas y dinaminas y que esta modulado por la fosforilacién dependiente de PKA
en el amino&cido 116 (Sanz-Salvador et al., 2012). En conjunto, estos resultados
apoyan la idea de que la actividad analgésica de los agonistas capsaicina y RTX
se debe, al menos en parte, a la reduccion de la expresiéon de TRPV1 en los
nociceptores y proponen la modulacion de los niveles de receptores en la
membrana plasmatica como una estrategia terapéutica para el tratamiento del

dolor.
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La poblacion de membrana del receptor TRPV1 presenta una escasa y lenta

internalizacién constitutiva.

La incubacion prolongada con los agonistas vanilloides produce una
drastica reduccién de la poblaciéon de receptores TRPV1 en la membrana
plasmatica, asi como de la fraccién total, tanto en neuronas de DRGs como

en lineas celulares que expresan transitoriamente el receptor.

La internalizacién de TRPV1 inducida por la prolongada exposicion al
agonista es un proceso dependiente de la dosis y del tiempo de exposicion

al vanilloide.

El receptor TRPV1 se internaliza en presencia de agonista por un

mecanismo de endocitosis independiente de clatrinas y dinaminas.

Los receptores TRPV1 internalizados por exposicion al agonista son

transportados a los lisosomas donde son rapidamente degradados.

La unién del agonista al receptor TRPV1, la consiguiente activacion del
canal y entrada de Ca'? a través del poro son imprescindibles para que se

produzca la internalizacién del receptor inducida por agonista.

La activacion de TRPV1 mediada por la fosforilacion por PKA bloquea casi

totalmente la internalizacion del receptor inducida por agonista.
La internalizacion del receptor no esta relacionado con la citotoxicidad,

puesto que en las condiciones ensayadas se mantiene un elevado

porcentaje de supervivencia celular.
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Agonist- and Ca**-dependent Desensitization of TRPV1
Channel Targets the Receptor to Lysosomes for

Degradation™
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Background: The contribution of TRPV1 trafficking to vanilloid-induced desensitization and tachyphylaxis remains

unexplored.

Results: Agonist exposure promotes TRPV1 internalization and degradation in nociceptors and HEK293 cells, in a time-, dose-,

and Ca®*-dependent manner.

Conclusion: Agonist-induced TRPV1 internalization and degradation notably contribute to long-term nociceptor

desensitization.

Significance: Modulation of surface TRPV1 levels could be a therapeutic approach for pain treatment.

TRPV1 receptor agonists such as the vanilloid capsaicin and
the potent analog resiniferatoxin are well known potent analge-
sics. Dep g on the vanilloid, dose, and ad
nociceptor refractoriness may last from minutes up to months,
suggesting the contribution of different cellular mechanisms
ranging from channel receptor desensitization to Ca®>* cytotox-
icity of TRPV1-expressing neurons. The molecular mechanisms
underlying agonist-induced TRPV1 desensitization and/or
tachyphylaxis are still incompletely understood. Here, we report
that prolonged exposure of TRPV1 to agonists induces rapid
receptor endocytosis and lysosomal degradation in both sensory
neurons and recombinant systems. Agonist-induced receptor
internalization followed a clathrin- and dynamin-independent
endocytic route, triggered by TRPV1 channel activation and
Ca®* influx through the receptor. This process appears strongly

dulated by PKA-dep phosphorylation. Taken together,
these findings indicate that TRPV1 agonists induce long-term
receptor down-regulation by modulating the expression level of
the channel through a mech that pr tes receptor endo-
cytosis and degradation and lend support to the notion
that cAMP signaling sensitizes nociceptors through several
mechanisms.

ration site,

Persistent chemical or physical noxious stimulation attenu-
ates nociceptive sensory neuron excitability, making nocicep-
tors partially or totally refractory to subsequent stimuli.
Depending on the refractory period, which can range from
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minutes and hours up to days, this phenomenon is known as
acute desensitization, down-regulation, or defunctionalization.
Based on its ability to desensitize nociceptors, the irritant vanil-
loid capsaicin is therapeutically used in the treatment of post-
herpetic and trigeminal neuralgia, diabetic neuropathy, and
osteoarthritic pain (1, 2). On the other hand, peripheral injury
and inflammation can elicit an increase in peripheral nocicep-
tor sensitivity or responsiveness, thereby leading to hyperalge-
sia and/or allodynia (3). The cellular and molecular mecha-
nisms that elicit either type of adaptation, ie. nociceptor
sensitization and refractoriness, substantially overlap with
those underlying neuronal plasticity in learning and memory
(2,3).

The transient receptor potential vanilloid TRPV1? is a non-
selective cation channel, highly permeable to Ca®*, that plays a
key role in the generation and maintenance of nociceptor sen-
sitization and desensitization (for review, see Refs. 4 and 5).
TRPV1 integrates multiple and diverse noxious stimuli includ-
ing physical (T =42 °C and voltage) and chemical (protons,
vanilloid compounds, and toxins) stimuli. Although under nor-
mal conditions TRPV1 activity is low and individual activators
gate the channel with low efficacy and potency, simultaneous
release of several mediators during inflammation synergisti-
cally acts on TRPV1, leading to enhanced nociceptor excitabil-
ity. Increased excitability can be achieved by several signaling
pathways that may lead to: (i) phosphorylation of TRPV1 that
reduces its activation threshold, (ii) recruitment of TRPV1
receptor to the plasma membrane, and (iii) long-term tran-
scriptional/transductional modification (4).

TRPV1 activation by capsaicin is followed by nociceptor
desensitization, a state characterized by the inability of the

? The abbreviations used are: TRPV1, translem receptor potential vanilloid;
DRG, dorsal root ganglion; RTX, in; Dyn, dy in; BAPTA, 1,2-
bls(o-amlnophenoxy)ethane—N NN',N'-tetraacetic add BAPTA-AM, 1,2-
bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetic  acid-acetoxymethyl
ester; LC3, light chain 3; Sucr, sucrose; Chpz, chlorpromazine; FSK, forskolin;
EGFR, epidermal growth factor receptor; Caps, capsaicin; DMSO, dimethyl
sulfoxide.
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receptor to respond to the vanilloid capsaicin or other noxious
stimuli. TRPV1 desensitization is a process markedly depend-
ing on Ca®>* and involves various intracellular signaling path-
ways (6). Thus, dephosphorylation by the phosphatase cal-
cineurin of TRPV1 previously phosphorylated by protein
kinase A (PKA) or Ca®* -calmodulin-dependent kinase II leads
to TRPV1 desensitization (7-10). Several other mechanisms
like binding of molecules such as calmodulin (11-13), ATP
(13), or AKAP150 (14) or the depletion of phosphoinositol 4,5-
diphosphate from the plasma membrane (15-18) also modu-
late receptor desensitization. A simplified hypothesis considers
that Ca®* -dependent binding of calmodulin to TRPV1 modu-
lates the fast component of desensitization that relies on Ca?*
influx through the channel, whereas Ca**-dependent phos-
phorylation/dephosphorylation processes may mediate the
slow component of TRPV1 desensitization or tachyphylaxis (7).
In contrast to acute TRPV1 desensitization, the mechanisms
involved in capsaicin-induced long-term TRPV1 desensitiza-
tion are poorly understood. Because proinflammatory sensiti-
zation of nociceptors results in TRPV1 recruitment to the
plasma membrane, we hypothesized that capsaicin-induced
neuronal desensitization may involve TRPV1 withdrawal from
the cell surface. Similar to members of other receptor families
(19, 20), an activity-dependent tight control of plasma mem-
brane-resident receptors may involve TRPV1 endocytosis fol-
lowed either by receptor recycling to the plasma membrane or
by its degradation through the proteasomal or lysosomal path-
way. This would lead to short- or long-term down-regulation,
respectively. Here, we report that dose- and time-dependent
capsaicin-induced endocytosis of TRPV1 is involved in its
pharmacological desensitization. Vanilloid-evoked receptor
internalization required TRPV1 channel activity and the influx
of Ca®* and was modulated by PKA phosphorylation. Analysis
of the vanilloid-induced internalization mechanism showed
that it occurs through a clathrin-independent pathway that tar-
gets the channel for lysosomal degradation in both DRG neu-
rons and TRPV1-expressing HEK293 cells. Taken together,
these results indicate that capsaicin-induced TRPV1 endocyto-
sis and degradation in nociceptors notably contribute to the
long-term neuronal tachyphylaxis induced by vanilloids.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chemicals and Antibodies—All drugs and antibodies were
from Sigma unless otherwise stated. Anti-TRPV1 serum (21),
anti-TRPV1 (extracellular) (a-TRPV1e) (Alomone), monoclo-
nal Na*-K* ATPase (Abcam, Cambridge, UK), and polyclonal
anti-calnexin (Chemicon, Billerica, MA) were used. Secondary
antibodies were from Jackson ImmunoResearch Laboratories
(West Grove, PA).

Plasmids—Rat wild type TRPV1 (TRPV1-WT) and
TRPV1,6z¢ £ss Mutant were as described in Ref. 22. The non-
desensitizing mutant TRPV1-S116D was obtained by site-di-
rected mutagenesis. GFP-tagged wild type and dominant-neg-
ative dynamin constructs (GFP-Dyn-WT and Dyn-K44A) were
gifts from M. McNiven (Mayo Clinic), and clathrin light chain
(mLCA-DsRed) was from 1. Pérez-Otano Centro de Investi-
gacion Médica Aplicada (CIMA).
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Cell Culture—Primary cultures of neonatal DRG neurons
were prepared as in Ref. 23. HEK293 cells were cultured as
described (24) and used 48 h after transfection with TurboFect
(Fermentas Life Sciences) following the manufacturer’s
instructions.

Immunofluorescence-based Internalization Assays—Differ-
ential labeling of surface and internalized TRPV1 was obtained
as in Ref. 25. Briefly, surface receptors of live cells in DRG pri-
mary cultures or transiently TRPV1-expressing (TRPV1")
HEK293 cells were labeled 1 h at 4 °C with a-TRPV1e, an anti-
body recognizing an extracellular epitope. Cells were then incu-
bated 20 min at 37 °C with different capsaicin concentrations
(10 nm to 1 pm) or vehicle (0.01% EtOH) to allow internaliza-
tion. Control cultures were maintained at 4 °C, a condition non-
permissive for internalization. Surface receptors were stained
with an A488 secondary antibody for 1 h at 4 °C. After washing
at 4 °C, cells were fixed with 4% paraformaldehyde and permea-
bilized, and internalized receptors were stained with an A568
secondary antibody, mounted, and analyzed by confocal
microscopy (Leica TCS; Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany).

For subcellular colocalization of internalized receptors,
HEK293 cells were co-transfected with TRPV1-WT or TRPV1-
S116D and DNA encoding organelle-specific fluorescent fusion
proteins (mLCA-Red, GFP-Dyn-WT, or GFP-Dyn-K44A). Sur-
face receptors, previously labeled at 4 °C with TRPV1e anti-
body, were incubated at 37 °C with different capsaicin con-
centrations or vehicle. Later, cells were fixed with 4%
paraformaldehyde, permeabilized, and stained with a fluores-
cently labeled secondary antibody. Samples were analyzed by
confocal microscopy.

Biotin Labeling of Surface Proteins—Adult rat DRG cultures
or HEK293 cells transiently expressing TRPV1-WT or the
mutants TRPV1pogeess (22) or TRPV1-S116D (7) were
exposed to the agonist capsaicin (or resiniferatoxin (RTX)) for
different time spans at 37 °C, in the presence or absence of
different drugs. Control samples were incubated with vehicle in
the same conditions. Surface proteins were biotinylated as
in Ref. 24. The absence of contaminating intracellular proteins
in membrane fractions was verified by testing the presence of
actin. Immunoblots were digitized and quantified.

Ca®* Imaging—TRPV1-WT- or TRPV1-S116D-transfected
HEK293 cells were loaded for 1 h at 37 °C with 10 um Fura-
2/AM ester (Biotium, Hayward, CA) in Buffer Solution (in mm:
140 NaCl, 4 KCl, 2 CaCl,, 2 MgCl,, 10 HEPES, 5 p-glucose,
pH = 7.4, and osmolarity set at 320 mosm/kg with mannitol) as
in Ref. 24. For acid solution, HEPES was replaced with MES,
and pH was adjusted to 5.5. The applied protocol consisted of
two 1-min pulses of acid solution interspersed by a 20-min
incubation with either capsaicin or vehicle. For testing endocy-
tosis, cells were pretreated for 30 min (and then maintained
throughout the experiment) with 50 pum chlorpromazine or
with a hyperosmotic solution (600 mosm/kg), created by sup-
plementing 250 mm sucrose in the Buffer Solution. Fluores-
cence measurements were performed as in Ref. 24.

Electrophysiology—Currents were recorded at 22 °C in the
perforated patch configuration using an EPC-10 amplifier
(HEKA, Lambrecht, Germany). Continuous voltage linear
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ramps from —60 to +60 mV applied every 3 s, from a holding
potential of 0 mV, were recorded throughout the entire proto-
col (two 1-min pulses of pH = 6.0 interspersed by a 20-min
treatment with capsaicin or vehicle). Buffer Solution was used
as control bath solution. For acid pH solution, 50 um amiloride
was included to block Acid-sensing ion channels. Pipette solu-
tion contained (in mm): 144 KCI; 2 MgCl,; 10 HEPES; 5 EGTA,
pH 7.2, with KOH; ~295 mosm/kg, supplemented with 240
pg/ml amphotericin B. The desensitization rate was calculated
from normalizing the current magnitude of the second acid
application (I;,,,) obtained at +60 mV to the first (I4,), [z
pr1. The Ca®*-free external solution (0Ca®*) contained no
added Ca?* and 1 mm EGTA to chelate ambient Ca®*. The role
of intracellular Ca®* was tested after a 1-h preincubation with
50 um BAPTA-AM (Calbiochem) in serum-free medium at
37 °C before recording in 0Ca®*.

Statistics—Data are given as mean = S.E. with # = number of
cells and N = number of experiments. For statistical analysis,
the nonparametric Mann-Whitney test or Student’s ¢ test was
applied. *, p < 0.05; **, p < 0.01, ***, p < 0.001.

RESULTS

Capsaicin Induced TRPV1 Internalization in a Dose- and
Time-dependent Manner—Exposure of nociceptors to capsai-
cin produces an initial excitation followed by a subsequently
attenuated, or even abolished, response to additional noxious
stimuli (1, 26). To evaluate the contribution of TRPV1 endocyto-
sis to nociceptor desensitization, we initially used a differential
immunocytochemical approach to discriminate surface-resident
from internalized TRPV1 (25). Specifically, agonist-induced
TRPV1 internalization in live DRG neurons was visualized by
prelabeling surface receptors at 4°C in nonpermeabilized cells
with an antibody that recognizes an extracellular epitope and
then incubating cells with vehicle (0.01% EtOH) or with 100 nm
capsaicin for 20 min at 37 °C. Plasma membrane-resident and
internalized receptors were differentially stained by first using
an A488 secondary antibody in nonpermeabilized cells and,
after fixation and permeabilization, labeling internalized recep-
tors with an A568-labeled secondary antibody (25). Although at
4°C labeled TRPV1 remained at the plasma membrane, incu-
bation at 37 °C led to a partial internalization of receptors from
the plasma membrane, as evident from a clear intracellular
staining pattern (red) (Fig. 14). Importantly, receptor endocy-
tosis was significantly accelerated when neurons were exposed
to 100 nM capsaicin. Note that although only small fluorescent
clusters were observed close to the membrane under control
conditions at 37 °C, exposure to capsaicin led to a drastic
decrease of plasma membrane receptors (green), and large
intracellular clusters containing TRPV1 emerged (red). Similar
effects were observed in TRPV1-expressing HEK293 cells.
Because different cell-specific factors/pathways might shift the
EC., for capsaicin and hence heterologously expressed TRPV1
may not be as sensitive as the native receptor in neurons,
TRPV1* HEK293 cells were exposed to 1 um capsaicin (Fig.
1B). Altogether, these results indicate that exposure to capsai-
cininduces a significant TRPV1 channel internalization in both
native and recombinant systems.
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A Primary DRG neurons
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FIGURE l Prolonged exposure to capsaicin promotes cell surface TRPV1
inter A, rep ative images of neonatal rat DRG neurons show
thatincubation with o 1 um capsaicin for 20 min redistributes TRPV1 from the
cell surface to an intracellular reservoir of large deep clusters as compared
with vehicle (0.01% EtOH). A differential labeling method based on Ref. 25
was used. Nonpermeabilized live cell membranes were immunolabeled with
anti-TRPV1e (23) and incubated for 20 min at 37 “Ciin the presence or absence
of 0.1 um capsaicin, and surface receptors (green) were stained with an A488-
labeled secondary antibody at 4 °C. Cells were then fixed, permeabilized, and
internalized receptors stained in red. Bar, 20 um. B, representative images in
HEK293 cells transiently expressing the TRPV1 receptor and incubated in the
absence or presence of 1 um capsaicin for 20 min at 37 °C. The same labeling
procedure was employed to differentially label internalized receptor from
surface receptor. As control, cells were incubated at a temperature (4 °C) that
blocks endocytosis. Bar, 10 um.

We then evaluated the kinetics of TRPV1 internalization and
its dependence on the agonist concentration in TRPV1®
HEK293 cells (24). These cells were exposed to increasing cap-
saicin concentrations ranging from 0.1 to 100 pm for 20 min at
37 °C, and surface proteins were then biotinylated with a cleav-
able biotin label and pulled down with streptavidin-agarose. As
shown in Fig. 24, the vanilloid produced a noticeable decre-
ment of surface TRPV1 in a dose-dependent manner, with an
apparent EC;, of 0.5 um and a maximum surface receptor loss
of 90%. The internalization kinetics of plasma membrane
TRPV1 at 1 pm capsaicin is shown in Fig. 2C. Receptor endo-
cytosis displayed relatively slow kinetics with an apparent time
constant of about 15 min and reached a plateau at roughly 30
min. Extended times did not provoke additional receptor endo-
cytosis, suggesting a tight dependence on the capsaicin
concentration.

The responsiveness of remaining receptors, which may have
been partially desensitized by capsaicin application, was
assessed by Ca?* microfluorography using an experimental
paradigm based on the combined application of a supramaxi-
mal capsaicin concentration (100 pm) plus acid pH (pH 5.5),
pH+100Caps (18), after a 20-min incubation with different
capsaicin concentrations. Fig. 2B (left) shows representative
traces illustrating a dose-dependent reduction of the transient
Ca®" influx obtained upon pH+100Caps pulse that correlates
with reduced membrane receptors.
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FIGURE 2. Extended incubation with vanilloids leads to TRPV1 down-reg-
ulation. A, dose-dependent effects of capsaicin on surface and total TRPV1
expression resolved by cell surface biotinylation assays. TRPV1* HEK293 cells
were incubated with capsaicin in 0.01% EtOH (ranging from 0.1 to 100 um) or
as control in vehicle (V)( 0.01% EtOH) for 20 min at 37 °C. Representative blot
(18) from four independent experiments shows TRPV1 plasma membrane and
total expression (left) and band density quantmcalion (right). **,p < 0.01, ***,
p < 0.001.B, left, representative recordlngshom Ca?" influxmeasurementsin
TRPV1" cellsillustrate the btained by short pulse
of high capsaicin (100 um) plus low pH lS 5) (pH+100Caps), after incubation
for 20 min at various capsaicin concentrations. Right, correlation of the
pH+100Caps responsiveness to increasing agonist concentrations (n = 150,
n = 3).C, time course effect of 1 um capsaicin incubation from Sminupto 1 h.
n=4.**p<001,** p < 0.001.D,dose-dependent effects of RTX on TRPV1
surface and total expression were assayed applying RTX concentrations from
1nmto 1 um for 20 min (n = 3). Data represent the mean + S.E. and nonpara-
metric Student’s t test was applied. **, p < 0.01.

A similar internalization effect was observed when RTX was
used (Fig. 2D). Because RTX is a higher affinity ligand, lower
RTX concentrations induced TRPV1 internalization (apparent
EC,, of 5 nm). Also note that RTX induced the endocytosis of
up to 60% of membrane-resident TRPV1, as compared with the
90% removal promoted by capsaicin. This difference may be
attributed to the stronger desensitization promoted by RTX.
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FIGURE 3. TRPV1 internalized in response to vanilloids is targeted to lyso-
somes. A and B, representative blot (8) from cell surface biotinylation assays
showing membrane (Memb) and total TRPV1 expression (upper panel) and
total band density quantification (Jower panel) of TRPV1 " cells exposed to
vehicle (V) or 1 um capsaicin in the absence or presence of 200 ug/ml chloro-
quine (Chlor) (A) or 75 um leupeptin (Leup) (B) to inhibit lysosomal proteases.
Data represent mean = SE, n = 3.*%, p < 0.01.ns, not significant.

Other TRPV1 agonists such as phorbol esters also evoked
receptor endocytosis similar to vanilloids (not shown). Recep-
tor endocytosis evoked by prolonged exposure to TRPV1 ago-
nists was not due to unspecific membrane perturbations of
these compounds as evidenced by their lack of effect on the
endoplasmic reticulum membrane protein calnexin, a marker
of endoplasmic reticulum integrity, or by the lacking effect on
other plasma membrane proteins such as the Na*-K*-AT-
Pase (supplemental Fig. 1). Taken together, these results
indicate that agonist-evoked TRPV1 endocytosis is dose-
and time-dependent.

Unexpectedly, prolonged exposure of TRPV1 ™ cells to either
capsaicin or RTX drastically decreased the total amount of
receptors in a dose- and time-dependent fashion, roughly cor-
relating with the proportion removed from the membrane (Fig.
2, A, C, and D). This observation implies that recruited recep-
tors are targeted for degradation through the proteasomal or
lysosomal pathways.

Capsaicin-induced L dependent Down-regulation of
TRPV1 Receptor Expresston—Potentlal pathways possibly
involved in agonist-promoted degradation of TRPV1 protein
were tested using specific inhibitors. Because the proteasome
inhibitor MG132 did not inhibit TRPV1 degradation during
capsaicin exposure (not shown), we investigated whether inter-
nalized receptors were targeted to lysosomes by preincubating
TRPV1" cells with chloroquine or NH,Cl, which alkalinizes
lysosomes and other acidic compartments, or with the protease
inhibitor leupeptin. As shown in Fig. 3B, leupeptin largely (80%)
stabilized total receptor protein. Interestingly, preincubation
with chloroquine also inhibited TRPV1 internalization (Fig.
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3A). Because excitotoxic insults in some neuronal primary cul-
tures lead to autophagy (27) and vanilloid exposure produced a
marked decrease in the expressed TRPV1 protein, the potential
role of an autophagic response in TRPV1* cells challenged with
capsaicin was examined by monitoring the ratio of Phosphati-
dylethanolamine-conjugated microtubule-associated protein
light chain 3 (LC3-1I) to endogenous LC3-1 (28). Comparable
LC3-11/LC3-1 ratios were obtained in vehicle- and capsaicin-
treated cells in three independent experiments, suggesting that
autophagy was not involved in this process (not shown). Col-
lectively, these results support the view that upon prolonged
exposure to agonists, membrane TRPV1 receptors are endocy-
tosed and targeted to lysosomes for degradation.

Agonist-evoked Membrane TRPV1 Internalization Follows a
Clathrin- and Dynamin-independent Pathway—The contribu-
tion of TRPV1 internalization and kinetics was functionally
evaluated by Ca®' imaging using a hypertonic solution
(+Sucr). Our experimental paradigm was based in the applica-
tion of two short acid pH pulses that activate TRPV1, inter-
spersed by exposure to 1 um capsaicin or vehicle for different
time spans. The ratio of pH responses (R ,;;,,1,) Was used asan
indicator of the degree of desensitization. Fig. 44 illustrates
representative traces obtained upon a 20-min capsaicin incu-
bation in normosmotic and hyperosmotic conditions.
Although control incubations caused only minimal desensiti-
zation (data not shown), 5 min of exposure to capsaicin reduced
the relative pH response by 50% in both osmotic conditions
(Fig. 4A, lower panel). Notably, incubations from 20 min
onwards produced drastic differences in the Ry, virtually
abolishing the second pH response (R ;i < 0.10) under
isotonic conditions (—Sucr), whereas Ry, /54, persisted close
to 50% when exposed to hyperosmotic medium (+Sucr).

Blockade of agonist-stimulated TRPV1 internalization under
hypertonic conditions was further corroborated by both bioti-
nylation and immunocytochemistry of surface receptors in live
cells (Fig. 4, B and E). Note that hypertonic solution also
reduced receptor degradation (Fig. 4B). Collectively, these
results suggest that upon long exposure to capsaicin, at least
~30% of the current loss was because of receptor withdrawal
from the plasma membrane.

Because hypertonic solution inhibits both clathrin-mediated
and clathrin-independent endocytosis (29-31), we investi-
gated next whether capsaicin-induced TRPV1 internalization
occurs through a clathrin-dependent pathway. For this pur-
pose, we first evaluated the effect of 50 um chlorpromazine
(Chpz), a reagent that prevents clathrin-mediated endocytosis
(32). As seen in Fig. 4C, Chpz did not affect the capsaicin-
evoked desensitization ratio estimated from Ca?* imaging
measurements as compared with Chpz vehicle (0.1% DMSO).
The implication of a clathrin-independent pathway was further
substantiated by evaluating the effect of coexpressing TRPV1
with a GFP-tagged dominant-negative dynamin mutant (GFP-
Dyn-K44A), which we compared with GFP-Dyn-WT as control
(33). The correct functionality of both dynamin constructs was
corroborated in our cell system by evaluating rhodamine-la-
beled transferrin endocytosis (not shown). As illustrated in Fig.
4D, neither dynamin construct significantly affected capsaicin-
induced desensitization, as evident from the desensitization
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ratio (Ry2/p1 = 0.16 = 0.01 and 0.15 = 0.01 in GFP-Dyn-
K44A and GFP-Dyn-WT, n = 180, n = 5). Furthermore, colo-
calization image analysis of labeled internalized TRPV1 with
both dynamin constructs displayed a clear distribution consist-
ent with the independence of a clathrin-mediated pathway (Fig.
4F). Therefore, our results imply that agonist-induced TRPV1
membrane removal follows a clathrin-independent internaliza-
tion mechanism.

Agonist-stimulated TRPV1 Down-regulation Requires Chan-
nel Activation and Ca®* Influx—Given that agonist-induced
TRPV1 internalization/degradation could be accomplished
either by vanilloid binding itself or/and by TRPV1 channel acti-
vation and subsequent Ca®* influx, we next explored whether
ion flux through the TRPV1 pore was required in this process.
First, capsazepine, a specific competitive antagonist with simi-
lar affinity as capsaicin (34), was used as a TRPV1 ligand that
does not open its pore. As shown in Fig. 54, incubation with
capsazepine alone evoked neither TRPV1 internalization nor
its degradation. However, when applied in combination with
capsaicin, capsazepine was able to prevent the capsaicin-in-
duced TRPV1 endocytosis. Together, these results indicate that
activation of TRPV1 was required to drive its endocytosis and
degradation. This notion was further supported by using a non-
conducting TRPV1 mutant (TRPV1pogeiess) previously
shown to be assembly-competent and to be targeted to the
plasma membrane (22). As expected, prolonged exposure of
this mutant TRPV1 channel with either 1 pum or 10 pm capsai-
cin did not affect its surface and total expression (Fig. 5B).

Because TRPV1 channels are highly permeable to Ca** and
the divalent cation plays a pivotal role in acute desensitization
and tachyphylaxis, we addressed the role of receptor-mediated
Ca®* influx in TRPV1 down-regulation upon prolonged ago-
nist exposure. As shown in Fig. 5C, capsaicin produced minor
TRPV1 internalization (—15%) in the absence of extracellular
Ca®* (0Ca**) as compared with >50% endocytosis in 2 mm
Ca®* (2Ca**). We further evaluated a possible contribution
of Ca®* released from intracellular stores by preincubating cells
with BAPTA-AM to chelate cytosolic Ca*>* (0Ca®*/BAPTA).
This procedure reduced capsaicin-induced TRPV1 internaliza-
tion to less than 10% of controls.

The contribution of endocytosis to overall receptor desensi-
tization was also assessed using the perforated patch configu-
ration to allow electrical access while maintaining the cellular
trafficking machinery virtually undisturbed. As shown in Fig.
5D, we characterized TRPV1 current responses by applying the
same protocol as employed for Ca®* imaging recordings. As
expected, although the desensitization rate with vehicle was
~20% (not shown), it decreased up to 90% after capsaicin incu-
bation (Z,42//p11, = 0.80 = 0.08, = 10, versus 0.09 = 0.02,n =
5, respectively). Interestingly, when internalization was mostly
inhibited (+BAPTA), prolonged application of capsaicin
reduced the desensitization by up to 60% (/45 = 0.36 =
0.05, n = 9) (Fig. 5D). Collectively, these findings demonstrate
that capsaicin-induced TRPV1 internalization requires recep-
tor activation and Ca** influx, thus contributing to nociceptor
desensitization.
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same protocol as in A, in cells co-transfected with GFP-fused WT dynamin (dotted trace) or the dominant-negative mutant GFP-Dyn-K44A (solid trace). Capsa-
icin-induced internalization occurs through a dynamin-independent process. E, representative images of TRPV1™ cells expressing red fluorescent fusion
protein-mouse clathrin light A (mLCA-RED). TRPV1 was surface-labeled (green) and then allowed to internalize upon incubation with 1 um capsaicin for 20 min
in the presence of hyperosmotic solution (bottom) as compared with normosmotic conditions (top) and then fixed and visualized. Bar, 10 um. F, immunocy-
tochemistry of extracellularly labeled TRPV1 (red) internalized in the presence of 1 um capsaicin for 20 min in the presence of GFP-fused WT dynamin (left) or the
dominant-negative dynamin mutant GFP-Dyn-K44A (right) shows that capsaicin-induced TRPV1 internalization occurs through a dynamin-independent
process.
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PKA Activity Modulates Agonist-induced TRPV1 Inter-
nalization— cAMP-dependent phosphorylation by PKA, as
well as inhibition of the phosphatase calcineurin, potentiates

19468 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

TRPV1 activity (8). PKA phosphorylation has been also shown
to attenuate TRPV1 Ca®>*-dependent desensitization (7, 8, 13).
More recently, PKA activation was reported to facilitate mem-
brane insertion of functional TRPV1 multimers (35). We there-
fore investigated the role of PKA in modulating agonist-in-
duced TRPV1 internalization in DRG neurons using surface
biotinylation. A 15-min pretreatment with 20 pMm forskolin
(FSK) reduced agonist-induced TRPV1 internalization ~2-fold
(Fig. 6A). This effect was abolished by a 1-h preincubation with
the PKA inhibitor H89 (10 um). To determine whether PKA
inhibits TRPV1 internalization by directly phosphorylating the
receptor, we mutated its known major PKA phosphorylation
site at Ser-116 located in its cytoplasmic N-terminal domain.
Specifically, we studied TRPV1-S116D, a point mutation that
emulates the PKA-phosphorylated receptor and that has been
reported to reduce desensitization (7-9). As illustrated in Fig.
6C, when applying our prolonged agonist exposure protocol (1
M capsaicin for 20 min), TRPV1-S116D-expressing cells dis-
played ~60% desensitization (R 5 /5441 = 0.37 £ 0.01, n = 506,

= 5) as compared with 90% observed with TRPV1-WT
(Ropzspra = 0.10 £ 0.01%, n = 409, n = 8). We then asked
whether the observed decrease in desensitization, which agrees
with results reported by others (8, 9), is because of decreased
internalization of the S116D mutant. Using surface biotinyla-
tion/avidin pulldown assays, we found that in contrast to wild
type channels, surface levels of TRPV1-S116D were not
affected by capsaicin incubation, as revealed by the levels of the
mutant protein, which remained similar to those of cells
exposed to vehicle (Fig. 6B). This result was further substanti-
ated by immunofluorescence labeling that illustrated that vanil-
loid had no effect on the internalization of surface-expressed
TRPV1-S116D receptors (Fig. 6D). Taken together, these
results suggest that capsaicin-induced endocytosis of TRPV1
channels is modulated by PKA phosphorylation of the cytosolic
N terminus domain of the protein.

DISCUSSION

Signaling events involved in TRPV1 tachyphylaxis have been
extensively investigated. However, the contribution of TRPV1
mobilization from the plasma membrane to intracellular reser-
voirs as a mechanism to attenuate nociceptor overactivity has
not yet been evaluated in detail. We and others have shown that
TRPV1 sensitization is achieved at least in part by rapid recruit-
ment of a subcellular population of vesicular TRPV1 that
becomes translocated to the plasma membrane by regulated
exocytosis under inflammatory conditions (21, 23, 36). There-
fore, the opposite mechanism, i.e. endocytic removal of TRPV1
from the plasma membrane, seems a plausible mechanism to
control nociceptor excitability when exposed to noxious stim-
uli. Interestingly, TRPV1 internalization triggers mustard oil-
induced TRPA1 receptor desensitization (37). Moreover, in
RTX toxicity, large and sustained Ca®* influx (38) was accom-
panied by a =70% plasma membrane reduction and vesicula-
tion, whereas capsaicin and heat produced less damaging
effects and <10% of membrane capacitance changes (39). The
aim of the present study was to determine whether long agonist
exposure regulates cell surface expression of TRPV1 and
thereby underlies nociceptor desensitization.
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Nuclei were stained with DAPI (blue). Bar = 10 um.

The most salient contribution of this study is the demonstra
tion that prolonged incubation with capsaicin produces a dras
tic reduction of TRPV1 receptors. Although we cannot exclude
that these treatments may additionally affect newly synthesized
receptors, we found that the down-regulation of TRPV1
affected both its total cellular pool, as well as the plasma mem
brane population, i.e. the receptors that are directly relevant for
signaling. Indeed, a large proportion of internalized TRPV1 was
degraded. These effects were observed in both primary DRG
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neurons and recombinant systems. To gain insights into the
mechanisms involved, we used cells transiently expressing
TRPV1. They reproduced the robust TRPV1 nociceptor inter-
nalization and down-regulation upon long exposure to the ago
nist. Interestingly, we previously demonstrated in our cell sys
tem that in the absence of agonist, less than 5% of plasma
membrane TRPV1 was internalized even after 90 min (24). We
now found that TRPV1 internalization and down-regulation
were mediated not only by natural vanilloids such as capsaicin
19469

IOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY



Agonist-induced TRPV1 Internalization and Degradation

and RTX, but also by both PKC-stimulating and nonstimulat-
ing forms of phorbol 12-myristate 13-acetate (not shown). In
the presence of agonist, TRPV1 down-regulation was dose- and
time-dependent and required channel activation and Ca**
entry to the cell. Once internalized, TRPV1 is targeted for ly-
sosomal degradation because treatment with different lyso-
somal inhibitors inhibits TRPV1 degradation.

We found here that upon prolonged agonist exposure,
TRPV1 internalization is mediated by a clathrin-independent
pathway. This was indicated by agonist-induced receptor endo-

serine 116. Our findings lend strong support to the notion that
the analgesic activity of capsaicin and RTX is at least in part due
to reduction of TRPV1 expression in nociceptors and substan-
tiate that modulation of receptor levels at the plasma mem-
brane as a valid therapeutic strategy for pain treatment.

Acknowledgments—We thank M. McNiven from Mayo Clinic, Roch-
ester, MN for providing GFP-tagged WT dynamin and mutant K44A
constructs and mLCA-RED, and we thank I. Pérez-Otaiio from Centro
de Investigacion Médica Aplicada (CIMA), Navarra, Spain.

cytosis in cells expressing the dominant-negative dy
K44A mutant, which blocks pinching of clathrin-coated pits.
This conclusion was further bolstered by other experiments
using chlorpromazine, a compound that inhibits the formation
of clathrin-coated invaginations. Interestingly, TRPV1 has
been shown to interact with the tyrosine kinase epidermal
growth factor (EGF) receptor (EGFR), facilitating EGFR ubiq-
uitylation (40), which seems to sequester EGFR in clathrin-in-
dependent routes (41). Whether prolonged agonist exposure
mediates TRPV1 internalization by clathrin-independent
endocytosis pathways like caveolae or involves small GTPases
(RhoA, CDC-42, or ARF-6) remains to be clarified. Impor-
tantly, dynamin-independent endocytotic routes have been
described in different cell types, e.g. in astrocytes, as the major
pathway that is tightly regulated by cytosolic Ca** concentra-
tion and rab5 (42). Moreover, a dynamin- but Ca?>*-independ-
ent endocytic mechanism was described in DRG neurons. It
was promoted by high frequency or extreme physiological stim-
ulation (42).

PKA signaling seems to play a key role in synaptic plasticity
for a number of receptors and ion channels and acts not only by
direct receptor or channel phosphorylation, but also by modu-
lating channel trafficking through other means (34, 43, 44).
TRPV1 is directly sensitized by cAMP-dependent PKA activa-
tion. Thus, PKA phosphorylatlon of amino acid Ser-116 in
TRPV1 at itization (tachyphylaxis) (7), and
TRPV1 is dephosphorylated upon capsaicin activation. Fur-
thermore, PKA facilitates the insertion of functional TRPV1
multimers into the plasma membrane (35). We now found in
native nociceptor cultures that PKA activation significantly
inhibited the capsaicin-induced reduction of membrane-resi-
dent TRPV1. Although this effect might also be accounted for
by an increased membrane insertion rate, we found that plasma
membrane levels of TRPV1 were not increased in nociceptors
incubated only with FSK, suggesting that indeed agonist-in-
duced internalization is inhibited. Our use of the TRPVI-
S116D mutant revealed a direct role of receptor phosphoryla-
tion and pinpointed the targeted amino acid. Hence, similar to
other ionotropic receptors, it seems likely that PKA phospho-
rylation/dephosphorylation of TRPV1 plays a key role in spec-
ifying trafficking to or from the plasma membrane, thus con-
tributing to sensitization/desensitization of nociceptors.

In conclusion, here we have reported that agonist exposure
of DRG neurons and TRPV1-expressing cells promotes recep-
tor endocytosis and down-regulation through lysosomal degra-
dation. This process requires Ca®* entry and appears mediated
by an endocytotic mechanism that is independent of clathrin
and can be modulated by a PKA-dependent phosphorylation of
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