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Resumen  

El dolor es uno de los síntomas más prevalentes en diversas enfermedades. TRPV1 
(Receptor de potencial transitorio vaniloide 1) se ha estudiado ampliamente en la 
transducción del dolor. Recientemente, se ha encontrado evidencia científica de que 
diferentes tipos de cannabinoides utilizados para el control del dolor pueden regular TRPV1. 
Sin embargo, no existe evidencia suficiente para establecer los mecanismos de regulación 
que producen los extractos de cannabis sobre TRPV1. 

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto regulador de extractos de cannabis con 
diferentes proporciones de tetrahidrocannabinol (THC) y cannabidiol (CBD) sobre las 
transientes de Ca2+ generadas por la activación del TRPV1 expresado en neuronas 
nociceptivas del ganglio de la raíz dorsal de rata adulta in vitro. 

Inicialmente, se realizó una caracterización morfológica, inmunocitoquímica y funcional con 
el fin de determinar las poblaciones neuronales del cultivo para establecer una correlación 
entre las neuronas y la respuesta evidenciada al exponerlas a los extractos. Alrededor del 
90% de las neuronas tuvieron un diámetro menor o igual a 30 µm, el 75.3% fueron de tipo 
no peptidérgico y se evidenció una expresión de TRPV1 del 80.19%. De esta manera, el 
cultivo se caracterizó por estar constituido presumiblemente de neuronas nociceptivas no 
peptidérgicas TRPV1+. 

Para determinar si los extractos tenían la capacidad de generar un aumento en la 
concentración neuronal de calcio intracelular [Ca2+]i perse, las neuronas fueron expuestas 
a cada extracto a diferentes concentraciones. Se observó un aumento en la [Ca2+]i cuando 
las neuronas fueron expuestas a un extracto rico en CBD (M10) a concentraciones de 30 y 
50 µg/mL. Así mismo, se evidenció que la concentración del extracto M10 fue directamente 
proporcional al efecto evidenciado en las transientes de Ca2+, es decir que a mayor 
concentración del extracto mayor fue la transiente de Ca2+. 



Para evaluar el efecto del extracto M10 sobre la actividad de TRPV1, se realizó una 
estimulación con capsaicina 0.2 µM en presencia del extracto a una concentración de 1, 10, 
30 y 50 µg/mL. Se observaron cambios en la cinética de recaptación de Ca2+ en todas las 
concentraciones, lo que sugiere que el extracto modula mecanismos corrientes abajo de la 
activación del receptor TRPV1. Así mismo, se evidenció que el efecto generado por el 
extracto M10 sobre las transientes de Ca2+ de TRPV1 es dependiente de la concentración 
del extracto, dado que a una concentración de 30 µg/mL se evidenció una atenuación de la 
respuesta ante el estímulo con capsaicina e inclusive la eliminación de la transiente de Ca2+. 
Sin embargo, de manera interesante a una concentración de 50 µg/mL se obtuvieron 
resultados heterogéneos debido a que se observaron respuestas atenuadas y en su mayoría 
aumentadas ante la estimulación con capsaicina en presencia del extracto, lo que supone 
que los mecanismos que emplea el extracto para la modulación de las transientes de Ca2+ 
de TRPV1 tienen vías independientes de regulación dependiendo de la concentración del 
extracto y estas vías pueden estar sujetas al tipo de neuronas ya sea peptidérgica o no 
peptidérgica. 

De esta forma, este estudio cumple con el propósito de poder encontrar evidencia de que 
los extractos de cannabis pueden tener un efecto regulador sobre la función de TRPV1. En 
el caso particular del estudio, el extracto rico en CBD resulta ser un candidato promisorio 
como futuro modulador de TRPV1 evidenciado a través de los cambios producidos en la 
cinética de recaptación de Ca2+ y en la eliminación, atenuación o aumento de la respuesta 
de la capsaicina cuando ha habido un pretratamiento con el extracto. 

 

Introducción  

El dolor según la Asociación Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) es una experiencia 
sensorial y emocional desagradable asociada con, o similar a la asociada con, daño tisular 
real o potencial. Es un síntoma que puede llegar a afectar aspectos biológicos, psicológicos 
y sociales en la vida del paciente (Pain, 2020).  

Aunque el dolor puede afectar cualquier población independiente de la edad, sexo, 
ubicación geográfica y raza, entre otros factores, varios estudios epidemiológicos a nivel 
mundial han mostrado diferencias en la percepción que pueden estar asociadas a la 
naturaleza sensorial subjetiva del síntoma (Goldberg & McGee, 2011). Por ejemplo, la 
prevalencia de dolor crónico en Estados Unidos es del 20.5% (Yong et al., 2022), 26.8% en 
Dinamarca (Kurita et al., 2012), 13-50% en Reino Unido (Fayaz et al., 2016) y 39.3% en Japón 
(Inoue et al., 2015). Sin embargo, en algunos países latinoamericanos se reportan 
prevalencias inclusive mayores como es el caso de Colombia con un 59% (IX Estudio del 
dolor en Colombia, 2015) y  Brasil donde puede llegar hasta un 76% (Carvalho et al., 2018). 
Según varios estudios, el dolor de espalda es el dolor crónico que se presenta con mayor 
frecuencia en el mundo (Carvalho et al., 2018; El-Metwally et al., 2019; Tsang et al., 2008; 



Yong et al., 2022). Debido a las limitaciones y complicaciones que puede generar el dolor 
en la vida de los pacientes, el estudio sobre la carga mundial de enfermedades en 2016 
catalogó al dolor como la principal causa de discapacidad a nivel mundial (Collaborators, 
2017).  

Teniendo en cuenta que el dolor es un problema de salud pública, existen diferentes 
estrategias para el manejo de este, como es el uso de analgésicos. Los analgésicos más 
comunes para el tratamiento del dolor son los medicamentos antiinflamatorios no 
esteroideos (AINEs), los opioides, antiepilépticos y los inhibidores de la recaptación de 
serotonina y norepinefrina (Carter et al., 2014). Aunque los fármacos mencionados han 
mostrado tener un efecto positivo sobre la regulación del dolor, varios de ellos se 
caracterizan por el desarrollo de efectos secundarios. Para el caso de los AINEs, que 
constituyen uno de los grupos de analgésicos más ampliamente usados, se reporta un 
incremento en el riesgo de desarrollo de ulceras gastrointestinales, falla renal aguda y 
cardiaca (Marcum & Hanlon, 2010; Vonkeman & van de Laar, 2010). Por otro lado, los 
efectos secundarios asociados al uso de opioides que se reportan son somnolencia, 
sedación, xerostomía, náuseas, vomito, constipación e incluso delirio (Corli et al., 2016; Corli 
et al., 2018; Tanaka et al., 2017). 

Dada la existencia de efectos secundarios asociados a los fármacos usados actualmente 
para el manejo del dolor, los riesgos asociados al medicamento (Barth et al., 2017) y un 
incremento exponencial de sobredosis con desenlace fatal y fracasos en los tratamientos 
(Mattson et al., 2021), se hace necesaria la búsqueda de nuevas moléculas que puedan 
modular las vías de transducción del dolor a diferentes niveles, con el fin de desarrollar 
nuevas estrategias terapéuticas. 

La regulación de los nociceptores es uno de los niveles que ha cobrado importancia para la 
modulación de dolor. Los nociceptores son neuronas sensitivas primarias, cuyos somas se 
encuentran en los ganglios de la raíz dorsal o en los ganglios del trigémino, que están 
encargadas de mediar el inicio de la señalización de un estímulo nocivo (Mickle et al., 2016). 
Estas neuronas se caracterizan por la expresión de receptores de potencial transitorio (TRP), 
que son una familia de receptores encargados de transducir estímulos nocivos (Mickle et 
al., 2016). 

Los TRP se caracterizan por ser canales iónicos no selectivos con una permeabilidad 
relativamente alta a Ca2+ y con la particularidad de que son polimodales, es decir que 
diferentes tipos de estímulos sensoriales tienen la capacidad de activarlos. Existen 6 
subfamilias en mamíferos que están expresados en diferentes tejidos (Hasan & Zhang, 
2018). El primer receptor de potencial transitorio en ser identificado fue el receptor de 
potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1), por David Julius en 1997. El TRPV1 ha sido 
ampliamente estudiado en la transducción del dolor agudo y crónico en diferentes 
patologías y por esto su regulación se ha considerado como posible blanco terapéutico  
(Shuba, 2020).  



Se ha encontrado que diferentes moléculas endógenas y exógenas pueden funcionar como 
agonistas o antagonistas de los receptores TRPV1. Tanto los agonistas como los 
antagonistas pueden tener efecto antinociceptivo, debido a que los antagonistas inhiben la 
función del receptor (como es el caso de la capsazepina), mientras que la estimulación 
repetida con agonistas pueden desensibilizar el canal, como sucede con la capsaicina (Hasan 
& Zhang, 2018; Shuba, 2020). 

Existen diversas moléculas reguladoras del receptor TRPV1 que se encuentran en fases 
preclínicas o clínicas. Dentro de estas se encuentran la capsaicina (Anand & Bley, 2011), 
capsazepina (Hara et al., 2013), AMG9810 (Wu et al., 2013) y AZD-1386 (Gavva et al., 2008). 
Además, existen reportes de metabolitos  extraídos de plantas diferentes a la capsaicina 
como la resiniferatoxina (Raisinghani et al., 2005), resveratrol (Yaodong Zhang et al., 2021), 
baicalina (Wang et al., 2020), quercetina (Gao et al., 2016), puerarina (Wu et al., 2019), 
decursina (Son et al., 2021) y  extractos completos o una mezcla de varios, como es el caso 
de Corydalis saxicola (Kuai et al., 2020) y JIO17 (Mezcla de Aconitum carmichaelii, Angelica 
gigas y Zingiber officinale) (Lee et al., 2021). 

A pesar de los esfuerzos que se han realizado para encontrar compuestos que puedan 
regular el dolor a través de la modulación de TRPV1, aún no existe un fármaco que sea 
seguro y eficiente debido a que los evaluados generan efectos secundarios como sensación 
de quemazón y eritema (Anand & Bley, 2011) o  no logran tener un efecto analgésico lo 
suficientemente potente (Miller et al., 2014). De esta manera, surge la necesidad de buscar 
moléculas diferentes a las previamente evaluadas. 

Recientemente, se ha demostrado que diferentes tipos de cannabinoides y terpenos 
provenientes de extractos de cannabis tienen la capacidad de regular los receptores TRPV1. 
Se ha descrito que el cannabidiol, cannabigerol y la tetrahidrocannabivarina presentes en 
el cannabis tienen la capacidad de modular a TRPV1, como compuestos puros y como 
compuestos mayoritarios en mezclas (Anand et al., 2020; De Petrocellis et al., 2011). Así 
mismo, terpenos como el ß-mirceno, ß-cariofileno y nerolidol modulan la actividad del 
receptor (El-Hammadi et al., 2022; Jansen et al., 2019). En ambos casos, tanto  
cannabinoides como terpenos se comportan como agonistas del receptor. Sin embargo, en 
el cannabis no sólo se encuentran los compuestos mencionados sino que existe una gran 
cantidad de metabolitos bastante amplia; por ejemplo, para la especie Cannabis sativa se 
han descrito más de 500 compuestos (Booth & Bohlmann, 2019), los cuales se han asociado 
con un efecto “entourage”, el cual se basa en la actividad sinérgica de varios compuestos 
que dan como resultado la modulación de una o varias vías metabólicas. El efecto 
mencionado representa una oportunidad para el cannabis en términos de generación de 
nuevas estrategias terapéuticas. 

Ante la falta de estudios que evaluen la capacidad de modulación que tienen los extractos 
de cannabis sobre el receptor TRPV1, el objetivo de este estudio fue el de evaluar el efecto 
regulador que tienen extractos de cannabis con diferentes proporciones de 



tetrahidrocannabinol (THC) y cannabidiol (CBD) sobre las transientes de calcio generadas 
por la activación de TRPV1 expresado en neuronas nociceptivas adultas del ganglio de la 
raíz dorsal de rata adulta in vitro. 

Materiales y Métodos 

Cultivo primario de neuronas nociceptivas del ganglio de la raíz dorsal de rata adulta 

Se realizó la extracción de la columna de ratas Wistar machos y hembras adultas de 7 a 15 
semanas de vida, con un peso de alrededor de 300-500 g, las cuales fueron previamente 
eutanizadas por la Unidad de Biología Comparativa (UBC) de la Pontificia Universidad 
Javeriana. Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional de 
Cuidado de Animales (CICUA). 

Los ganglios de la raíz dorsal se extrajeron desde la zona cervical hasta la zona lumbar 
después de realizar tres cortes en la columna, dos para poder extraer la apófisis espinosa y 
uno en el centro del cuerpo de la vértebra para poder acceder a los ganglios de la raíz dorsal 
ubicados en el orificio o foramen intervertebral (Figura 5). La extracción se hizo en buffer 
fosfato salino pH 7.4 (En M: NaH2PO4: 0.01, K₂HPO₄: 0.0018, KCl: 0.0027, NaCl: 0.137). 

Después de la extracción de los GRD bajo estereoscopio se cortaron las raíces nerviosas, 
con el fin de evitar el crecimiento de células no neuronales. A continuación, los ganglios 
fueron disociados enzimáticamente con colagenasa  5mg/mL (GIBCO) durante 1 hora y 
posteriormente con tripsina 2,5% v/v (GIBCO) durante 10 minutos, a  37ºC  bajo agitación a 
150 rpm. Posteriormente, se realizó una disociación mecánica con pipetas Pasteur y 
neutralización de las enzimas con medio DMEM (GIBCO) suplementado con 10% SFB 
(EUROBIO), 1 mM de L-Glutamina (GIBCO), 1 mM de Piruvato de sodio (GIBCO). Luego, las 
muestras se centrifugaron por 5 minutos a 1200 rpm, el pellet se resuspendió en DMEM 
suplementado y las células se sembraron en vidrios o placas previamente tratados por Poli-
D-Lisina a 0.1mg/mL (Sigma-Aldrich) y se incubaron a 37ºC y 5% CO2 hasta el momento del 
experimento.  

Inmunocitoquímica 

Después de 24 horas de incubación, el cultivo fue lavado con buffer fosfato salino pH 7.4 
(En M: NaH2PO4: 0.01, K₂HPO₄: 0.0018, KCl: 0.0027, NaCl: 0.137) durante 5 minutos y 
posteriormente fue fijado con paraformaldehído 4% (pH 7.4) por 10 minutos. A 
continuación, se realizaron dos lavados con buffer fosfato salino durante 5 minutos cada 
lavado y se permeabilizó por 5 minutos con Tritón X-100 al 0.3%. Luego, las muestras fueron 
bloqueadas con BSA al 2% (Sigma-Aldrich) durante 1 hora e  incubadas toda la noche con el 
anticuerpo primario  anti-NeuN 1:1000 – (R&D Systems) a 4ºC. Después de dos lavados con 
buffer fosfato salino fueron incubadas con el anticuerpo segundario Alexa-Fluor 488 – Goat 
Antirabbit (1:1000 - Invitrogen) ó Alexa-Fluor 568 Goat Antirabbit (1:1000 – Invitrogen). 
Finalmente, los núcleos se marcaron con Hoechst  y las muestran se montaron con  Prolong® 



en láminas portaobjetos para ser visualizadas a 20X y 40X con un microscopio de 
fluorescencia Zeiss Axio Observer acoplado a una cámara AxioScope. Las imágenes fueron 
procesadas en el software ImageJ. 

Para la detección de neuronas isolectina B4 positivas (IB4+), el cultivo se incubó con 10 
µg/mL de Isolectina B4 de Griffonia simplicifolia conjugada a Alexa Fluor 488 protegido de 
la luz a temperatura ambiente durante 10 minutos de. Una vez culminado el tiempo, se 
inició con el proceso de inmunocitoquímica previamente mencionado. 

Ensayos Funcionales 

Debido a que el anticuerpo anti-TRPV1 no fue específico, se realizaron ensayos de imágenes 
de calcio para  determinar el porcentaje de neuronas del GRD que expresaron el receptor. 
Adicionalmente, se usaron ensayos de imágenes de calcio  para determinar la capacidad 
que tienen los extractos de cannabis con diferentes proporciones de THC y CBD de modular 
la actividad de los TRPV1. Para lo anterior, las neuronas del GRD fueron cargadas con Fura-
2AM (ThermoFisher) a una concentración de 3 µM durante 30 minutos a 37ºC y 5% CO2. 
Las neuronas fueron perfundidas con una solución extracelular estándar constituida por (en 
mM): 140 NaCl, 5 KCl, 5 NaHCO3, 10 HEPES, 1 MgCl2, 2 CaCl2, 10 Glucosa (pH 7.4 a 37ºC). 
Los experimentos fueron llevados a cabo a 37ºC en una cámara cerrada montada sobre un 
microscopio invertido Nikon Diaphot 300. Para evaluar los cambios en los niveles 
intracelulares de Ca2+, las neuronas del GRD cargadas con Fura-2AM  fueron excitadas a 
340 y 380 nm a una frecuencia de 500 ms. La emisión a 510 nm fue colectada usando una 
cámara Coolsnap HQ2. 

Para la determinación del porcentaje de neuronas que expresan TRPV1, las neuronas fueron 
expuestas a un máximo de 2 estímulos con capsaicina a una concentración de 0.2 µM 
durante 1 minuto. El primer pulso se realizó con el fin de identificar qué neuronas 
expresaban TRPV1, seguido de un lavado durante 10 minutos y se realizó posteriormente 
un segundo pulso con el agonista bajo las condiciones mencionadas. El objetivo de realizar 
el experimento con pulsos pareados tuvo como fin determinar la proporción de neuronas 
que se recuperaron después del primer estímulo, así como la proporción de las que 
respondieron al segundo estímulo. Los registros fueron graficados y analizados usando 
GraphPad Prism 9.2.0. 

Para la evaluación del efecto de los extractos de cannabis sobre los TRPV1, después  del 
primer estímulo con capsaicina y del lavado, las neuronas del GRD se pretrataron durante 
10 minutos con cada uno de los extractos a 0.01, 1, 10, 30 y 50 µg/mL.  Posteriormente, se 
realizó el segundo estímulo con capsaicina en presencia del extracto. Las respuestas de los 
estímulos pareados fueron analizadas como se describió anteriormente. Al final del 
experimento se realizó una estimulación con KCl 50 mM, durante 2 minutos, para 
corroborar que las transientes de ca2+ observadas fueran generadas por neuronas (Figura 
8).  



Análisis estadísticos 

Los resultados se presentan como promedio ± SEM. La significancia estadística entre dos 
grupos fue determinada con la prueba de Mann-Whitney. Los valores de P se describen en 
cada prueba realizada. 

Resultados 

Caracterización del cultivo primario de neuronas del ganglio de la raíz dorsal en rata. 

Para determinar el efecto regulador que tuvieron los extractos sobre las transientes de Ca2+ 
de las neuronas del GRD fue indispensable realizar una caracterización del cultivo con el fin 
de establecer el tipo de poblaciones neuronales que sobrevivían al aislamiento. Conocer el 
grupo de neuronas del cultivo y la forma en la cual responden a la capsaicina fue necesario 
para establecer y discriminar el efecto que tienen los extractos de cannabis con diferentes 
proporciones de THC y CBD sobre las diferentes poblaciones de DRG. 

Para identificar las neuronas del GRD y realizar su caracterización por tamaño se utilizó el 
marcador NeuN (Proteína neuronal nuclear) el cual reconoce el núcleo y el soma de las 
neuronas. El análisis de tres cultivos diferentes mostro que la mediana del diámetro 
neuronal del soma de cada cultivo fue de 25.73, 22.10 y 21.07 µm. Así mismo, se estableció 
que el 89.8% de las neuronas del GRD tuvieron un diámetro � 30 µm (Figura 6).  

Los resultados anteriores sugieren que la mayor proporción de neuronas del cultivo del GRD 
de rata adulta son de tipo pequeño, dado que como establece (Rostock et al., 2018) las 
neuronas pequeñas tienen un área del soma de 400 – 800 µm2, lo cual equivale a tener un 
diámetro del cuerpo de la neurona entre 22 y 32 µm. 

Perfil de distribución de neuronas peptidérgicas y no peptidérgicas 

Dentro de las neuronas de tamaño pequeño que se encuentran en los GRD se ha reportado 
la existencia de neuronas peptidérgicas y no peptidérgicas (Zylka, 2005). Para el estudio 
realizado fue importante determinar la proporción de cada una de estas poblaciones debido 
a que los péptidos perse pueden alterar la función de los TRPs a través de un mecanismo 
que involucra la liberación de citoquinas proinflamatorias que sensibilizan el receptor 
(Malek et al., 2015; Zhao et al., 2019), y promueven y/o potencializan estados inflamatorios 
como los fenómenos de extravasación de plasma y migración granulocitaria (Sato et al., 
2018; Wick et al., 2006).   

Uno de los marcadores más empleados para diferenciar las neuronas peptidérgicas de las 
no peptidérgicas es la isolectina B4 (IB4) que tiene la capacidad de unirse a residuos de 
galactosa ubicados en la superficie de la membrana de las neuronas no peptidérgicas. Con 
el fin de identificar el porcentaje de neuronas IB4 positivas (IB4+) en el cultivo, se realizó un 
doble marcaje con NeuN e IB4 acoplado a Alexa Fluor 488 (Figura 7A). Se encontró que un 
75.3% de las neuronas eran IB4+. Debido a que el tamaño neuronal es una de las variables 



que tienen más interés en el estudio dado que las neuronas del GRD de diámetro pequeño 
están involucradas en la  nocicepción, se realizó un análisis del diámetro de las poblaciones 
IB4+ e IB4-. 

Los resultados obtenidos muestran que existen diferencias entre los perfiles de tamaño de 
las poblaciones neuronales IB4+ e IB4-(Figura 7C). La población IB4+ se caracterizó porque 
el 95.8% tuvo un tamaño �30 µm. En contraste, la población IB4- fue más heterogénea en 
su tamaño ya que el diámetro de las neuronas osciló de 20 a 85 µm, en donde tan solo el 
32.64% correspondió a la población de un tamaño �30 µm, sugiriendo que en este grupo 
de neuronas pueden encontrarse tanto neuronas involucradas en la transducción del dolor 
(neuronas pequeñas) como neuronas encargadas de sensar estímulos mecánicos y térmicos 
no necesariamente nocivos (neuronas grandes). De acuerdo con lo anterior, los resultados 
sugieren que el cultivo se caracteriza por tener un mayor número de neuronas del GRD no 
peptidérgicas de tamaño pequeño, con lo cual se puede inferir que posiblemente se trata 
de neuronas encargadas de transducir procesos nociceptivos. 

Caracterización funcional de la expresión de TRPV1  

La expresión de TRPV1 en las neuronas del GRD no es homogénea (Hwang et al., 2005a), 
por tanto se realizó una caracterización funcional del receptor. Para lo anterior, se hicieron 
ensayos de imágenes de calcio en los cuales se determinó el porcentaje de neuronas del 
GRD que expresaron los TRPV1 a través de un estímulo con capsaicina (0.2 µM). Para 
confirmar que la respuesta al agonista se obtuvo de una neurona, se realizó una 
estimulación final con KCl 50mM (Figura 9A). Cabe resaltar que la evaluación de la actividad 
es indirecta dado que no se evalúan las corrientes del canal, sino las transientes de Ca2+ 
generadas por la activación del receptor (Hasan & Zhang, 2018). 

Los resultados obtenidos mostraron que alrededor del 80% de las neuronas del GRD de rata 
adulta en cultivo respondieron a la estimulación con el agonista  del receptor TRPV1, 
capsaicina.  El 94% de estas neuronas TRPV1+ tuvieron un tamaño � 30 µm. Por otro lado, 
la población TRPV1-  se caracterizó por tener una distribución de  tamaños más 
heterogénea, ya que los diámetros de las neuronas estuvieron entre 22-50 µm, donde el 
61.9% tuvo un diámetro � 30 µm (Figura 9). 

El receptor TRPV1 se caracteriza porque puede sensibilizarse o desensibilizarse 
dependiendo del contexto en el que se activa, la frecuencia del estímulo y concentración 
del agonista. Para evaluar si los receptores se desensibilizaban o sensibilizaban ante un 
segundo estímulo, las neuronas del GRD fueron estimuladas con pulsos pareados de 
capsaicina [0.2 µM] separados por un lavado de 10 minutos con solución extracelular 
estándar.  

Similar a lo obtenido con anterioridad, el 80% de las neuronas respondieron al primer 
estímulo con capsaicina. Sin embargo, tan solo el 40% de las neuronas tuvieron la capacidad 
de regresar a la línea base original (Figura 9A, trazo negro; Figura 10B).   Adicionalmente, 



no se evidenció diferencia en el tamaño de las neuronas que se recuperaron y las que no 
(Figura 10E).  De las neuronas que tuvieron la capacidad de recuperarse, tan solo el 60% 
respondieron a un segundo estímulo con la capsaicina (Figura 10C). 

Como los procesos de desensibilización y sensibilización de un receptor que funciona como 
un canal iónico se pueden ver reflejados también con la atenuación (no sólo con la ausencia) 
o aumento de la respuesta biológica respectivamente, se evaluaron los picos de la primera 
y segunda respuesta en las neuronas que se recuperaron después del primer estímulo y 
respondieron al segundo. Para este análisis se tuvo en cuenta que cada pico se halló como 
el máximo cambio detectado en la relación 340/380 nm desde la línea base. No se evidenció 
un cambio significativo entre los picos evaluados lo que sugiere que esta población neuronal 
no sufre procesos de desensibilización ni sensibilización ante un segundo estímulo con 
capsaicina (Figura 10G). 

La caracterización funcional de TRPV1 en las neuronas del GRD de rata adulta en cultivo  
permitió concluir que la mayor expresión del receptor se da en las neuronas pequeñas, 
presumiblemente asociadas con procesos de transducción del dolor. Adicionalmente, bajo 
las condiciones en las que se realizaron los ensayos se evidenciaron procesos de 
desensibilización en algunas neuronas, los cuales se reflejan en la ausencia de respuesta 
ante un segundo estímulo con capsaicina. 

Discusión 

Los GRD se caracterizan por tener poblaciones neuronales heterogéneas que se 
caracterizan por transducir diferentes estímulos sensoriales y poseer tamaños y marcadores 
químicos diversos (Páez et al., 2021). Debido a lo anterior, se hace necesario realizar 
caracterizaciones del cultivo de las neuronas del GRD, ya que las poblaciones neuronales 
que sobreviven pueden variar con las condiciones del cultivo y la edad del individuo, lo que 
puede afectar la interpretación de las respuestas a diferentes estímulos. Así mismo, la 
caracterización cobra importancia debido a que se han reportado diferencias en el número 
de neuronas dependiendo de la especie. Por ejemplo, se ha reportado que los ganglios 
cervicales humanos C5 y C7 tienen entre 60.000 y 100.000 neuronas, respectivamente 
(West et al., 2012), mientras que en rata adulta los niveles C4, C5 y C6 contienen 7.508, 
6.825 y 6.858 neuronas, respectivamente (Mille-Hamard et al., 1999). También existen 
diferencias en el número de neuronas dependiendo del nivel en el que se encuentre el GRD, 
es así como a diferencia de lo reportado en los niveles cervicales, en ratas se reportan de 
10.500 a 11.000 neuronas en los niveles Lumbares L3 a L6 (Swett et al., 1991).  

Es importante tener en cuenta, que el cultivo de GRD no sólo contiene neuronas sino 
también otro tipo de células como fibroblastos, linfocitos T y B, células gliales satélite y 
macrófagos, entre otros (Haberberger et al., 2019).  

Se ha reportado una proporción alta de neuronas pequeñas en los GRD, es así como 
Giacobassi et al., (2020) reportó que el 94% de las neuronas presentes en el GRD de ratón 



corresponden a neuronas pequeñas encargadas de la transducción del dolor, estos 
resultados son similares a los encontrados en este estudio, ya que alrededor del 90% de las 
neuronas del cultivo de GRD de rata adulta corresponden a neuronas de diámetro pequeño, 
es decir � 30 µm. Lo anterior se puede confirmar con los hallazgos encontrados por Swett 
et al., (1991) dado que reportó que el tamaño promedio de neuronas de rata fue de 29 µm.  

Por otro lado, algunas especies comparten las distribuciones de los perfiles de tamaños 
neuronales presentes en los GRD como es el caso de la rata y los titíes (Kudo et al., 2021),. 
De esta manera, los resultados de este estudio pueden servir para extrapolarse en otras 
investigaciones en las que se tengan como interés conocer el perfil de distribución neuronal 
para correlacionar los resultados encontrados con el tipo de neuronas presentes en el 
cultivo. 

Las neuronas nociceptivas pueden ser clasificadas como peptidérgicas o no peptidérgicas. 
Para su identificación se utilizan diferentes marcadores como la sustancia P (SP) y el péptido 
del gen relacionado con la calcitonina (CGRP) para las primeras y la isolectina B4 (IB4) y 
P2X3R (Receptor de ATP que actúa como canal catiónico activado por ligando) para las 
últimas. Aunque el uso de estos marcadores es ampliamente utilizado, se ha reportado el 
sobrelapamiento de estos en diferentes especies. Por ejemplo, en ratones se identificó un 
sobrelapamiento de ~15% entre CGRP y P2X3R (Shiers et al., 2020), en humanos de un 33% 
entre CGRP y P2X3R (Shiers et al., 2021), en ratas alrededor del 45% entre IB4 y CGRP-SP 
(Price & Flores, 2007) y en esta especie incluso puede llegar a ser del 60% en neuronas del 
GRD a la altura de L6 (Hwang et al., 2005b). 

Los marcadores mencionados anteriormente se encuentran asociados a neuronas con 
fibras amielínicas y en un pequeño porcentaje a neuronas con fibras mielinizadas (Bae et 
al., 2015), sugiriendo que su expresión principalmente se da en neuronas pequeñas 
asociadas con procesos de nocicepción. Tal y como se evidenció en este estudio, Fang et al., 
(2006) reportaron distintas distribuciones en el tamaño de las neuronas que son IB4+ e IB4-
. Mientras que las neuronas IB4+ se caracterizaron por ser neuronas pequeñas, la población 
de neuronas IB4- estaba compuesta por neuronas pequeñas, medianas y de gran tamaño. 
Lo anterior tiene implicaciones en términos del manejo del dolor ya que entre mayor sea el 
número  de neuronas nociceptivas no peptidérgicas, menor será la liberación de péptidos 
relacionados con la generación y mantenimiento del dolor (Schou et al., 2017). 

El porcentaje de expresión de TRPV1 reportado es variable, se han determinado porcentajes 
del 69% en rata (Hwang et al., 2005a), 48.2% en dromedario (Javed et al., 2021) y ~60% en 
humanos (Shiers et al., 2021). Es posible que en este  estudio se haya detectado una mayor 
cantidad de neuronas nociceptivas que expresan el receptor TRPV1 (alrededor del 80%) 
debido a que la evaluación fue funcional y la técnica de imágenes de Ca2+ puede ser más 
sensible que la inmunocitoquímica, donde se encontrado que la distribución de los TRPV1 
en GRD puede variar de acuerdo al anticuerpo usado (Buckinx et al., 2013),.  



Por otro lado, en la literatura se ha reportado que los TRPV1 presentan  diferentes 
comportamientos frente a la estimulación con capsaicina. Por ejemplo, se han descrito 
procesos de desensibilización que incluso dan como resultado taquifilaxia ante repetidas 
estimulaciones o dosis altas de capsaicina y se ha establecido que estos procesos son 
dependientes de Ca2+ (Fischer et al., 2020; Tian et al., 2019). En este estudio se sugiere que 
las neuronas que no respondieron al segundo estímulo sufrieron un proceso de 
desensibilización del receptor. Así mismo, aunque la concentración de capsaicina en este 
estudio no fue alta, se observó que el 60% de las neuronas no pudieron recuperar los niveles 
de Ca2+ intracelular basal, lo cual sugiere que los procesos intracelulares de recaptación de 
Ca2+ se vieron alterados o los niveles de Ca2+ alcanzaron un nivel de toxicidad que pudo 
inducir apoptosis y muerte celular (Jancsó et al., 1977).   

Una de las explicaciones para la heterogeneidad de las respuestas  encontradas puede ser 
que la expresión de TRPV1 no es similar en todas las neuronas (Kobayashi et al., 2005) y la 
coexpresión con otros receptores se ha demostrado puede alterar el comportamiento del 
receptor, como es el caso de la regulación ejercida por la activación de TRPA1 sobre los 
receptores TRPV1 (Masuoka et al., 2017). Incluso el tamaño de la neurona puede jugar un 
papel ya que entre mayor sea el tamaño hay más área para la expresión de los canales. 

 

La capsaicina constituye una estrategia terapéutica para el manejo del dolor ya que induce 
analgesia a través de la desensibilización y taquifilaxia del TRPV1 (Arora et al., 2021). Por lo 
anterior, encontrar compuestos que puedan generar un efecto similar es de gran 
importancia para el desarrollo  de nuevas estrategias terapéuticas para el manejo del dolor. 
Recientemente se ha descrito que los cannabinoides y terpenos son compuestos que se 
comportan como agonistas de TRPV1 (De Petrocellis et al., 2008), lo que sugiere su 
potencial uso para regular diferentes tipos de dolor.   

Otra explicación a la heterogeneidad de las respuestas observadas en las transientes de 
Ca2+ con el extracto M10, puede ser debido a que aunque el 75.3% de las neuronas del 
cultivo fueron no peptidérgicas, el porcentaje restante corresponde a neuronas 
peptidérgicas en las cuales la regulación es más compleja dado que los péptidos pueden 
alterar la función de TRPV1 generando procesos de sensibilización (Malek et al., 2015; Zhao 
et al., 2019). Además, se ha descrito que las neuronas IB4+ difieren de las IB4- en cuanto a 
sus propiedades electrofisiológicas, dado que las IB4+ presentan velocidades de conducción 
más lentas y potenciales de membrana más negativos lo cual hace que sea más difícil 
generar un potencial de acción (Fang et al., 2006). 

Como la regulación de TRPV1 es dependiente de Ca2+ (Hasan & Zhang, 2018), si desde otros 
mecanismos alternos a TRPV1 se induce el aumento de la concentración de [Ca2+]i, se 
sugiere que este incremento puede regular de manera negativa o a la baja la actividad del 



receptor. Sin embargo, es indispensable tener en cuenta que el Ca2+ en concentraciones 
muy altas puede ser tóxico (Nita et al., 2016). 

De esta manera, se propone que es posible que los mecanismos mediante los cuales estén 
actuando los extractos de cannabis (específicamente el extracto rico en CBD) sobre TRPV1 
pueden ser de forma directa a través del receptor o indirecta a través de otros receptores 
como los receptores cannabinoides. Adicionalmente, es importante tener en cuenta que a 
30 y 50 µg/mL del extracto rico en CBD se generaron transientes de Ca2+ en poblaciones no 
neuronales, esto tiene una relevancia alta debido a que se ha identificado que puede existir 
regulación de células no neuronales sobre las neuronas, como es el caso de fibroblastos y 
células de Schwann (Rinwa et al., 2021; Zhang et al., 2022) 
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Legendas Figuras 

Figura 1. Perfil de distribución del tamaño neuronal de neuronas del ganglio de la raíz dorsal 
(GRD) después de 1 día de cultivo (DIV1). A. Inmunocitoquímica de neuronas del GRD 
marcadas con NeuN; Hoechst marcador nuclear; las flechas rojas indican colocalización de 
NeuN y Hoechst. B. Tamaño promedio de las neuronas del GRD. C. Proporción de los 
diámetros neuronales del GRD. Datos mostrados promedio � SEM; n=3 cultivos cada uno 
con 1200 neuronas. Escala de la barra, 20 µm. 

Figura 2. Perfil de neuronas peptidérgicas y no peptidérgicas en cultivo del ganglio de la raíz 
dorsal (GRD) después de 1 día de cultivo (DIV1). A. Inmunocitoquímica de neuronas del GRD 
marcadas con NeuN, Isolectina B4 (IB4), Hoechst; las flechas blancas indican colocalización 
de NeuN, IB4 y Hoechst; la fecha amarilla muestra una neurona negativa para IB4. B. 
Proporción de neuronas IB4 positivas (+) y negativas (-). C. Perfil de distribución de 
diámetros de neuronas IB4+ e IB4-. D. Frecuencia relativa acumulada de diámetros en 
neuronas IB4+ e IB4-. Datos mostrados promedio � SEM; n=3 cultivos cada uno con 300 
neuronas evaluadas. Escala de la barra, 20 µm. 

Figura 3. Expresión de TRPV1 en neuronas del ganglio de la raíz dorsal (GRD) después de 1 
día de cultivo (DIV1). A. Imagen en campo claro de cultivo de neuronas de GRD. Se 
encuentran señalas las células de las cuales se muestra el registro de pulso pareado con 
capsaicina [0.2 µM] (barra negra) y estimulación con KCl [50 mM] (barra roja). B. Porcentaje 
de neuronas TRPV1 positivas (+) y negativas (-). C. Tamaño promedio de neuronas TRPV1 
positivas (+) y negativas (-). La barra negra muestra el promedio. D. Proporción de diámetros 
de neuronas TRPV1 positivas (+) y negativas (-). Datos mostrados **p < 0.01 por prueba de 
Mann-Whitney; n=106 neuronas. Escala de la barra, 20 µm. 

Figura 4. Caracterización de neuronas del ganglio de la raíz dorsal (GRD) en respuesta a 
estimulación con capsaicina [0.2 µM] después de 1 día de cultivo (DIV1). A. Porcentaje de 
neuronas que responden o no al primer estímulo con capsaicina; n=106. B. Porcentaje de 
neuronas que se recuperaron o no después de la primera estimulación con capsaicina; n=85. 
C. Porcentaje de neuronas que respondieron al segundo estímulo con capsaicina después 
de haberse recuperado; n=35. D. Proporción de diámetros de neuronas que responden o 
no al primer estímulo con capsaicina. E. Proporción de diámetros de neuronas que se 
recuperaron o no después de la primera estimulación con capsaicina. F. Proporción de 
diámetros de neuronas que respondieron al segundo estímulo con capsaicina después de 
haberse recuperado. G. ∆ Fluorescencia de los picos que corresponden al primer y segundo 
estímulo con capsaicina. Datos mostrados como promedio ± SEM, n.s. = p > 0.05 por prueba 
de Mann-Whitney. 
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