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RESUMEN: 

El calcio es un ion con un papel determinante en el desencadenamiento de las vías metabólicas 

celulares que regulan los procesos de neuroprotección y neurodegeneración. La alteración en la 

homeostasis de dicho ion genera cambios fisiológicos en los procesos celulares que conllevan 

finalmente a la muerte celular, especialmente en las neuronas, procesos que son la vía final 

común de las alteraciones patológicas que más afectan al sistema nervioso central y que son de 

alta prevalencia e incidencia en nuestra población. Uno de sus mecanismos más importantes de 

transporte es el canal TRPV4 y su rol en la regulación del calcio intracelular y sus efectos 

deletéreos para la supervivencia neuronal bajo factores proinflamatorios y cambios homeostáticos 

en distintas enfermedades. Objetivo: Establecer los efectos del factor de necrosis tumoral alfa y 

la interleucina 1 beta, los cambios de pH, osmolaridad e hipoxia sobre la expresión y 

funcionalidad del canal TRPV4 sobre la línea celular SHSY5Y. Metodología: Se realizarán 

cultivos de SHSY5Y los cuales serán expuestos con factor de necrosis tumoral α e interleucina 

1β, acidosis, alcalosis, hiperosmolaridad, hipoosmolaridad e hipoxia por 2 horas con su 

respectivo control. Posteriorment se realizará RT-PCR y Western Blot, para detección del RNA y 

la proteína respectivamente. Además, se realizarán pruebas de viabilidad celular con MTT para 

cada una de las condiciones en estudio y se realizará caracterización electrofisiológica por patch 

clamp. Con los datos recolectados se realizará un test t-Student no pareado de dos colas o la 

prueba no paramétrica correspondiente, una p<0.05 será significativa. Resultados: Se han 

obtenido 6 ensayos por cada estimulo realizado a las células SHSY5Y con los agentes a estudiar. 

De allí se ha recolectado el RNA y proteínas correspondientes para luego realizar la PCR y 

Western Blot. La expresión de TRPV4 ya fue comprobada por RT-PCR. Aún está pendiente 

realizar el registro electrofisiológico.  

 

PALABRAS CLAVE: TRPV4, calcio, daño neuronal, homeostasis celular, SH-SY5Y. 

 

INTRODUCCIÓN: 

Las enfermedades neurológicas son una gran problemática en todo el mundo,  dada la alta 

prevalencia, el impacto que causa en la calidad de vida y los costos económicos sobre los 

pacientes (1). En el mundo los eventos cerebrovasculares son la segunda causa de mortalidad y 

cada año alrededor de 42 millones de personas sufren un trauma craneoencefálico (2, 3). Por otra 

parte, en 2010 existían 35,6 millones de personas que padecían alguna demencia y existe una 

incidencia de 4,5 a 19 personas por cada mil habitantes al año que padecen enfermedad de 

Parkinson en EEUU(1, 4). El envejecimiento de la población mundial, los inadecuados hábitos de 

vida y las altas tasas de trauma craneoencefálico y eventos cerebrovasculares en todos los países 

del mundo, convierten el daño neuronal en un problema de salud pública (1). 

Cada una de las condiciones expuestas conlleva a daño neuronal por diferentes noxas que 

involucran vías fisiopatológicas distintas las cuales tienen como eje común la alteración de la 

homeostasis calcio (5, 6). La compresión de los mecanismos de transporte de calcio afectados en 

cada una de estas patologías permitiría una utilidad práctica en cuanto a la disminución de las 



 

 

complicaciones, la calidad de vida y el enfoque de tratamiento que existen actualmente. Los 

canales transient receptor potential vanilloid 4 (TRPV4) son una ruta importante de Ca
2+

 en las 

membranas externas, su expresión esta incrementada en el hipocampo y la corteza cerebral (7), y 

se han involucrado en procesos de señalización y apoptosis celular. Por tanto, la comprensión de 

los diferentes procesos involucrados en la alteración de la homeostasis del calcio intracelular 

como son: la exposición a citocinas proinflamatorias, cambios de pH, osmolaridad y condiciones 

de hipoxia sobre la expresión y funcionalidad del. 
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canal TRPV4 en las células SH-SY5Y presentes en las patologías descritas, permitirá aportar 

conocimiento acerca de la interrelación entre las enfermedades neurodegenerativas y la 

homeostasis del calcio intracelular. 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:  

El conocimiento de la fisiopatología de una enfermedad es el primer paso para llegar a la 

comprensión y posterior intervención de condiciones como el accidente cerebrovascular, trauma 

craneoencefálico y enfermedades neurodegerativas, las cuales son patologías de alta prevalencia 

generadoras de alta morbimortalidad, discapacidad y por ende, de altos costos al sistema de salud 

(8). Existen procesos fisiopatológicos comunes que incluyen una respuesta inflamatoria 

generalizada, edema vasogénico, cambios en pH, osmolaridad, alteraciones de las 

concentraciones iónicas, disfunción mitocondrial, proliferación astrocitaria y muerte neuronal 

tardía; todos estos cambios convergen a una vía final común cuyo denominador es la alteración 

de la homeostasis del calcio (Ca
2+

) (6). 

Este ion es un elemento clave en la homeostasis neuronal, en la cual cumple un papel 

determinante en el desencadenamiento de las vías metabólicas celulares que controlan los 

procesos de neuroprotección y neurodegeneración. Los niveles de calcio intracelulares están 

determinados por los flujos de Ca
2+

 a través de los diferentes transportadores de dicho ion que se 

encuentran en las membranas celulares (6, 9); estos se encargan de mantenerlo en un balance, ya 

que sus incrementos sostenidos pueden ser deletéreos para la supervivencia neuronal (10, 11). El 

canal TRPV4 está involucrado en el transporte de Ca
2+

, este último tiene una función dual en la 

señalización celular y de vías apoptóticas (10), entendiendo que este ion a nivel citoplasmático es 

un determinante fundamental de la supervivencia neuronal ante los estímulos que plantea el 

medio. Resulta de vital importancia caracterizar y entender los diferentes mecanismos que se ven 

involucrados en dicho proceso, desde saber cómo se da la expresión génica normal del TRPV4 a 

nivel de las neuronas hasta comprender como dicha expresión se ve alterada en respuesta a un 

factor proinflamatorios como la IL-1β, TNFα, y cambios de pH y osmolaridad lo anterior puesto 

que no existen los suficientes estudios que integren y correlacionen dichas variables, presentes 

todas en el proceso fisiopatológico de diversas  enfermedades  del sistema nervioso central(12). 

Es por esto que la pregunta problema es: ¿Cuáles son los efectos de los marcadores pro-

inflamatorios y las alteraciones homeostáticas sobre la expresión y la actividad del canal TRPV4 

en células SHSY5Y? 

 

JUSTIFICACIÓN:  

En el mundo entero las enfermedades neurológicas son un problema de salud pública que se ha 

ido incrementando  de forma exponencial con el paso de los años(1, 2). Es por esto que existe un 
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gran interés en entender el comportamiento a nivel celular de estas enfermedades ya que el 

estudio de estos procesos se vuelve relevante para entender los mecanismos de neuroprotección y 

neurotoxicidad,  los cuales tienen una gran utilidad en términos de  disminución de 

complicaciones neurológicas, calidad  de vida y costos de tratamiento en los pacientes  que sufren 

estas enfermedades. 

Múltiples procesos patológicos como el de las enfermedades cerebrovasculares, el trauma 

craneoencefálico y las enfermedades neurodegerativas, inician con procesos de lesión celular que 

conllevan a la alteración de la homeostasis de los iones, especialmente las concentraciones 

intracelulares de calcio; entre las diferentes noxas se encuentran la respuesta inflamatoria 

generalizada, el edema vasogénico, los cambios en pH, la osmolaridad y las alteraciones de las 

concentraciones iónicas (6, 7). Los canales TRPV4 son una ruta importante de Ca
2+

 que ha 

venido cobrando gran importancia en las últimas décadas gracias a que estos son canales que 

pueden ser estimuladas por una gran variedad de agentes, tienen la capacidad de asociarse a 

cascadas de señalización intracelular, interactuar con una diversidad de proteínas, se encuentran 

expresados en varios tejidos cumpliendo muchas funciones y son una vía importante de daño y 

muerte neuronal (12). Además, es claro el papel de estos canales sobre la neurotoxicidad que 

puede ser inducida tras su activación (13-15). Asimismo, se ha demostrado que los canales 

TRPV4 son protagonistas en la respuesta de las células ante diferentes condiciones que pueden 

afectar su funcionalidad como son la exposición ante citocinas proinflamatorias (16), cambios de 

osmolaridad y pH (17), y condiciones de hipoxia (18), las cuales serán investigadas en este 

estudio utilizando un modelo neuronal. Por estas razones el estudio de los mecanismos 

fisiopatológicos que conducen a la muerte neuronal después de la exposición a factores 

proinflamatorios y alteraciones homeostáticas son un propósito de gran  importancia para la 

investigación, pues permitirá  comprender mejor el proceso e intervenir en éste  para minimizar el 

daño o repararlo cuando esto sea  posible a través de diversas estrategias terapéuticas.  

OBJETIVOS 
General: Establecer el efecto de marcadores pro-inflamatorios y alteraciones homeostáticas 

sobre la expresión y la actividad del canal TRPV4 en células SHSY5Y como modelo neuronal. 

Específicos: 
- Verificar la expresión génica del canal TRPV4 en neuronas de la línea SHSY5Y y. 

- Determinar el efecto del TNF-α, IL-1β, cambios de pH y osmolaridad, e hipoxia sobre la 

expresión génica del canal TRPV4 en las células SH-SY5Y. 

- Establecer el efecto del TNF-α, IL-1β, cambios de pH y osmolaridad, e hipoxia sobre la 

actividad del canal TRPV4 en las células SH-SY5Y. 

- Determinar la viabilidad y la supervivencia de las células SH-SY5Y expuestas a TNF-α, IL-1β, 

cambios de pH y osmolaridad, e hipoxia. 

 

REFERENTE TEÓRICO:  

Las células SH-SY5Y, línea celular humana derivada de neuroblastoma, han sido de gran utilidad 

en el campo de las neurociencias como modelo in vitro para el estudio de procesos 

neurobiológicos (19). Gracias a sus características morfológicas y funcionales, las células SH-

SY5Y se han utilizado como modelos neuronales para el estudio de los mecanismos de 

neurotoxicidad y neuroprotección implicados en trastornos neurodegenerativos, como la 

enfermedad de Parkinson (PD) (20) y de Alzheimer (AD) (21), trauma craneoencefálico (22) y 

enfermedad cerebrovascular (23).     



 

 

La señalización intracelular del Ca
2+

 es vital para toda célula, ya que regula procesos comunes 

entre todas ellas como el metabolismo celular, cambios en el citoesqueleto, exocitosis, 

proliferación, diferenciación y apoptosis (5). Tanto en las neuronas como en todas las células, 

algún estímulo nocivo puede generar un incremento intracelular de Ca
2+

 sostenido que induce la 

activación de enzimas que desencadenan una cascada apoptótica y la posterior muerte celular (6). 

Esta alteración en la señalización del Ca
2+

 tiene grandes efectos negativos para la sobrevida y la 

funcionalidad de las neuronas (7). La alteración de la homeostasis del Ca
2+

 es un proceso común 

que ocurre en las enfermedades neurodegenerativas (24), en el trauma cerebral (25) y la 

enfermedad cerebrovascular (26). 

Para la movilización de este ion a través de las membranas celulares internas o externas es 

necesaria la participación de mecanismos de transporte (5). Entre estos mecanismos se 

encuentran los canales TRPV4, miembros de la subfamilia TRPV que a su vez hacen parte de la 

familia de los canales TRP, y son una ruta importante de Ca
2+

 en las membranas externas (12). El 

TRPV4 contiene 6 dominios transmembrana que presenta ambas colas N- y C-terminal ubicados 

a nivel citoplasmático y el poro del canal se encuentra ubicado entre los dominios transmembrana 

5 y 6 (27). El gen del TRPV4 se encuentra ubicado en el cromosoma 12q en la posición 24.11 y 

presenta 5 variantes (TRPV4A-E) (28). . Los TRPV4 son canales catiónicos no selectivos que 

presentan una alta permeabilidad al Ca
2+

 aunque también son permeables a iones monovalentes 

como el Na
+
, K

+
, Cs

+
, Rb

+
 y Li

+
, en menor medida (29). Estos canales han sido involucrados en 

diversas funciones como la osmoregulación, mecanotransducción, temperatura corporal, 

nocicepción, inflamación, excitabilidad neuronal, tono vascular, dolor, migración y volumen 

celular, entre otras (12). 

Los canales TRPV4 pueden ser activados por diversos estímulos como los cambios osmóticos, 

calor (24-38°C), pH bajo, endocanabinoides y ácido araquidónico, y regulados por el Ca
2+

, 

fosfatidilinositol 4,5-difosfonato, fosfolipasa C y proteína cinasa C (PKC) (12). Además, el 4α-

forbol 12,13-didecanoato (4αPDD) es un agonista sintético específico, mientras que el HC-

067047 es un antagonista potente y específico de este canal (27). Hasta el momento, se han 

encontrado 38 proteínas que pueden interactuar con el TRPV4, entre ellas se encuentran canales 

iónicos, proteínas del citoesqueleto, proteínas que modifican su localización y proteínas que 

modulan su señalización intracelular (12, 27). Además, los canales TRPV4 pueden expresarse en 

diversos tejidos, entre ellos se encuentran el sistema nervioso central y periférico, cardiovascular, 

inmunológico, digestivo, reproductor y musculoesquelético (12).  Diversos estudios han 

demostrado la participación de estos canales en la regulación de la homeostasis del Ca
2+

 

intracelular en varios tipos de células como astrocitos (30), microglia (31), neuronas (32), 

adipocitos (11), condrocitos (16) y células endoteliales (33). 

Durante el proceso de neurodegeneración se produce una alteración en el Ca
2+

 intracelular por 

múltiples mecanismos desencadenantes (34). Tanto en el cerebro de ratas adultas mayores (35) 

como en el cerebro de modelos transgénicos de la AD (36), se ha encontrado un incremento en la 

expresión del TRPV4 en la formación hipocampal y la corteza cerebral. Los péptidos Aβ pueden 

activar el TRPV4 expresado en neuronas y astrocitos hipocampales, incrementando el Ca
2+

 y 

llevando a la muerte celular (37), aunque este efecto fue abolido por un antagonista inespecífico 

de los canales TRP. La activación del TRPV4 induce apoptosis por medio de la disminución de la 

actividad de la vía PI3K/PKB e incremento de la vía p38 MAPK en el hipocampo de ratones 

(14). En la EP la sobreactividad de aferencias del núcleo subtalámico sobre las neuronas 

dopaminérgicas de la sustancia nigra genera excitotoxicidad mediada por glutamato a través de 

sus receptores NMDA (38). Además, las neuronas de la SN se caracterizan por tener una 

actividad marcapaso que permite la entrada de Ca
2+

, la cual conlleva a un aumento del estrés 



 

 

oxidativo y una sobrecarga de Ca
2+ 

mitocondrial (39). En efecto, se ha demostrado que la 

estimulación de canales TRPV4 conlleva a un aumento en la producción de especies reactivas de 

oxígeno y de óxido nítrico, induciendo apoptosis neuronal (15).   

Diversos estudios han demostrado que citocinas proinflamatorias regulan la actividad del TRPV4 

y la concentración del Ca
2+

 intracelular ([Ca
2+

]i). Neuronas del ganglio de la raíz dorsal 

incrementan la expresión del TRPV4, tanto a nivel del RNA mensajero como de la proteína, al 

ser estimuladas con TNF-α (40). El TNF-α tiene la capacidad de incrementar la respuesta del 

TRPV4 ante sus agonistas en células similares a odontoblastos (41). Otros estudios en células 

endoteliales cerebrales demostraron que la IL-1β incrementa la expresión del TRPV4 (42). En 

condrocitos bovinos y humanos la activación del TRPV4 induce un incremento en la [Ca
2+

]i y 

dicho efecto fue atenuado por TNF-α e IL-1 β (16, 43). 

Aumentos en la osmolaridad sanguínea pueden ser desencadenados por estados hiperglucémicos 

como los que se presentan en la diabetes mellitus, la cual ha sido asociada con diversas 

enfermedades neurodegenerativas (44). Estados hiperosmóticos pueden inducir apoptosis (45) y 

también la fosforilación de la proteína tau (46) en las células de la línea SH-SY5Y. Además, se 

ha demostrado que la hiperosmolaridad también induce la proteólisis de la proteína tau a través 

de la activación de la caspasa 3 (47). Estos procesos de fosforilación de la proteína tau se han 

asociado a incrementos transitorios de las [Ca
2+

]i a través de la activación de la GSK3β (48). Las 

condiciones hipotónicas son ampliamente conocidas como activadoras del TRPV4 en diferentes 

tipos de células (11, 16). En efecto, estímulos hipotónicos activan el TRPV4 e incrementan los 

potenciales postsinápticos excitatorios por medio del aumento de la actividad de los receptores 

AMPA de glutamato, siendo este proceso dependiente de la activación de la PKC o PKA (17). El 

estrés hipoosmótico induce un mecanismo de disminución regulatoria de volumen, en el cual se 

forma un complejo entre el TRPV4 y la acuaporina 4 que funciona de forma sinérgica como un 

osmosensor en células gliales (49). Estos mecanismos regulatorios de volumen también se han 

demostrado en otras células (50, 51). 

La alteración cerebrovascular presente en caracterizada por hipoperfusión cerebral y deterioro en 

la vasodilatación (52). Estudios en modelos animales de la AD demostraron que la dilatación 

inducida por la activación del TRPV4 en arterias cerebrales se encuentra alterada (33). La 

activación de los canales TRPV4 genera un incremento en la [Ca
2+

]i en los astrocitos que se 

encuentran acoplados con los vasos sanguíneos cerebrales (53). Es bien conocido que la hipoxia 

genera alteraciones en el pH extracelular y en la [Ca
2+

]i (54). En neuronas hipocampales los 

aumentos o disminuciones en el pH extracelular conllevan a un incremento o supresión de la 

actividad del receptor de NMDA de glutamato, respectivamente (55). Asimismo, los estadios de 

acidosis incrementan la [Ca
2+

]i mientras que la alcalosis tiene un efecto opuesto (56). 

Recientemente se ha encontrado que la actividad de los canales TRPV4 se incrementa, generando 

un aumento en [Ca
2+

]i, en astrocitos hipocampales sometidos condiciones de hipoxia cerebral 

(18). Finalmente, en ratones sometidos a isquemia cerebral la activación del TRPV4 indujo 

muerte de las neuronas hipocampales, proceso al parecer mediado por el receptor NMDA (57). 

METODOLOGÍA.  
Tipo de estudio: El estudio es de tipo experimental. 

Células en cultivo: Se emplearán de la línea celular SHSY5Y (ATCC
®

 CRL 2266™), 

conservadas en condiciones de congelación en nitrógeno líquido. Una vez descongeladas y bajo 

estrictas medidas de asepsia, las células se sembrarán a una densidad de 1x10
6 

células/cm
2
 y se 

incubarán a 37°C con 5% CO2. Cuando las células logren una confluencia entre 80 a 90% y la 

morfología estándar de la línea, las células se resembrarán según sea necesario. Para el cultivo se 



 

 

empleará el medio DMEM/F12 con 10%  de suero fetal bovino,  aminoácidos esenciales y 100 

U/mL penicilina y 100 μg/mL estreptomicina y neomicina. 

Tratamiento farmacológico: se emplearán cultivos con confluencia del 80 a 90% y morfología 

de células maduras. El medio se reemplazará por una solución de Krebs-Ringer y se utilizarán las 

soluciones stock de TNF-α (2 μg/mL) e IL-1β (0.1 mg/mL), las cuales serán disueltas en PBS 

(phosphate-buffered saline solution). Las células serán sometidas a concentraciones de 1, 10 y 

100 ng/mL de TNF-α e IL-1β, tratamiento individualizado durante 2 horas. Estas concentraciones 

se encuentran entre rango utilizado en varios estudios donde se exploran sus efectos celulares (59, 

60).  

Condiciones de hipoxia y anoxia: Las células SH-SY5Y serán cultivadas en placas, las cuales 

posteriormente son introducidas en la cámara MIC-101 (Billups-Rothenberg, Inc.) e incubadas a 

37°C con 10% (hipoxia) o 0% (anoxia) de O2. La cámara viene equipada con un medidor que 

permite controlar la tasa de flujo de los gases. Determinación de la viabilidad celular: Para 

evaluar la viabilidad de las células SH-SY5Y se usará el MTT Cell Proliferation Assay (ATCC), 

de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Las células se cultivarán en una placa de 96 pozos a 

una densidad de 50.000 células/pozo en un volumen de 200µl/pozo. Las células se dejarán 

incubando a 37°C y 5% de CO2 hasta que tengan una confluencia del 90% y posteriormente se 

descartará el medio de cultivo, y se adicionan 200 µl de la muestra con cada una de las 

condiciones estimulantes por separado con sus respectivos controles. Luego se incubarán 

nuevamente a 37°C y 5% de CO2 durante 1 hora. En el caso de las condiciones de hipoxia, se 

introduce la placa con las células en su medio de cultivo en la cámara MIC-101 (Billups-

Rothenberg, Inc.) en las condiciones previamente descritas. Luego de estimular por el tiempo 

requerido, se retirará la muestra de los estimulantes y se adicionaron 200 µl de MTT a 0.5 mg/ml 

en medio DMEM sin rojo de fenol y sin suplementar. Se incubarán las células por 2 horas a 37°C 

y 5% de CO2, y después se retirarán el medio con el MTT teniendo cuidado de no eliminar los 

cristales de formazán púrpura formados. Posteriormente, se adicionarán 100 µl de DMSO 

(99.8%) y se agitará la placa por 15 minutos para solubilizar los cristales. Por último, se realizará 

la medición de la absorbancia a 570 nm con corrección a 620 nm en un lector de placas. 

RT-PCR: Extracción del ARN: Con un conteo celular de entre 500000 a 750000 células, se 

realizará el aislamiento de ARN por medio de un kit RNeasy Plus y siguiendo la técnica del 

fabricante. Después la muestra se pasará por medio de un buffer de lisis que neutralizan las 

ribonucleasas, luego un tratamiento con proteasas por 10 minutos a 55°C  digiere el remanente 

proteico, posteriormente se añade etanol que ayuda a la fijación del ARN. La fase se 

complementará con un lavado con agua libre de nucleasas y una digestión con una 

desoxirribonucleasa por 15 minutos a temperatura ambiente, luego se agrega el ARN. Molde RT-

PCR: La transcriptasa del kit comercial posee actividad ADN-polimerasa dependiente de molde 

de ARN y actividad de exorribonucleasa dependiente de una doble cadena híbrida ARN: ADN. 

El proceso incluye: a) hibridización de cebadores o “primers”; b) retrotranscriptasa, consistente 

en la síntesis de una cadena de ADN utilizando un molde de ARN y c) degradación del ARN 

presente en cadenas híbridas ARN: ADN, esta actividad de exorribonucleasa sólo actuará sobre el 

ARN hibridado al ADNc sintetizado, y no afecta al ARN de cadena simple. Se diseñaron los 

primers anti-sentido como cebadores de la reacción. Primers: Forward: 5’-

TGGCTTCTCGCATACCGT-3’, Reverse: 5’-GGCTCTGGCGTTGGCTTA -3’ (11). El volumen 

obtenido que se procesará suspendido a 25µL en el termociclador, este equipo permite la 

transcripción reversa por 30 minutos a 50°C seguidos de 15 minutos a 95°C. La PCR continuará 

con la fase de: desnaturalización a 95°C por 60s, alineación a 51°C – 60°C por 60s, extensión a 

72°C por 60s y amplificación por 50 ciclos.  



 

 

Western Blot: Se tomarán las células y  serán sometidas a 250 µL del buffer de lisis (0.5M 

HEPES, 3M NaCl, 1M MgCl2, 0.5M EDTA, 0.1M DTT, 10% SDS, 10% desoxicolato sódico y 

0.3% Triton X-100) incubado en hielo; después de un tiempo se centrifugará a 5000 rpm a 4°C 

por 5 min, luego se cuantificará la cantidad de proteína por el método de Bradford Pierce (BCA 

Protein Assay Kit, Thermo Scientific). Se realizará una electroforesis en gel de poliacrilamida y 

10% de TRIS HCl con 110 V de 60 a 90 min. Se transferirá a una membrana PVDF y se lavará la 

membrana con PBS, para un bloqueo posterior con leche por una hora a temperatura ambiente. 

Después se incubará el antígeno policlonal anti-TRPV4 (#ACC-124) (1:2500) y β-actina (1:1000) 

se utilizará como control a 4°C toda la noche. La muestra se incubará por 2 horas con los 

anticuerpos secundarios de conejo, las bandas se revelarán por luminiscencia y se evaluarán su 

densidad por medio de un densitómetro (11). 

Registro electrofisiológico: Con el objetivo de caracterizar electrofisiológicamente la actividad 

del canal TRPV4, se utilizará la técnica de patch clamp en modo célula completa para registrar 

las corrientes de la membrana en las células SH-SY5Y. Estas células serán colocadas en una 

cámara de registro que se encuentra acoplada a un microscopio invertido (TE2000U, Nikon), 

posterior a la estimulación con las condiciones descritas. Las pipetas que se utilizarán para 

generar el parche (Sutter Instruments) deben tener una resistencia entre 4 a 7 M, lo cual se logrará 

por medio del instrumento P-97 (Sutter Instruments). Luego se procederá a realizar el parche 

entre la pipeta y la célula y cuando se logre un sello de resistencia mayor a 5 M, se procederá a 

registrar las corrientes de la membrana por medio del amplificador Axopatch 200B (Axon 

Instruments Inc.). Para generar las señales del pinzamiento de voltaje se empleará la interfase 

Digidata 1440A (Axon Instruments Inc.). Las señales que se obtengas serán analizadas utilizando 

el pCLAMP 10.0 (Axon Instruments Inc.). Todos los experimentos que se lleven a cabo será a 

temperatura ambiente (20-22°C). 

Análisis estadístico: Los datos recolectados se analizarán con los paquetes estadísticos SPSS y 

Graph Prism, por medio de un test t-Student no pareado de dos colas o la prueba no paramétrica 

respectiva; una p<0.05 será considerada significativa.  

Aspectos bioéticos: Este estudio es considerado como un estudio sin riesgo según la  Resolución 

8430 de 1993, por emplearse únicamente una línea celular. Su realización estará bajo los 

lineamientos del Comité de Bioética de la Universidad Tecnológica de Pereira. 

 

RESULTADOS:  

En este estudio se ha logrado la estandarización de la técnica de cultivo y mantenimiento de las 

células de SH-SY5Y en nuestro laboratorio involucrando en el proceso a los estudiantes 

integrantes del proyecto y del semillero, logrando confluencias celulares adecuadas para la 

realización de hasta ahora 6 ensayos donde se han expuesto las células a cada uno de los 

estimulos programados, extrayendo proteína para la realización de la Western Blot y el RNA para 

la PCR-RT. Estas muestras se encuentran suspendidas en buffer de mantenimiento y refrigeradas 

a -80°C, en espera de continuar el proceso. Además se logró realizar dos ensayos de toxicidad 

con MTT por parte de los estudiantes en los cuales se lograron resultados ambiguos que ayudaron 

a reorientar el uso de la técnica. Este estudio espera realizar  una contribuición al entendimiento 

del TRPV4 y los factores pro-inflamatorios en los procesos de neuroinflamación. Usar estas 

herramientas de laboratorio para la formación de los integrantes del Semillero de Fisiología 

Aplicada y Neurociencias (SEFAN) en el manejo de equipos y técnicas de experimentación con 

el apoyo y experiencias que tiene el Grupo de Fisiología Celular y Aplicada.  

 

IMPACTO: 



 

 

- Social: Este estudio permite aportar un nuevo abordaje acerca del estudio y tratamiento de las 

enfermedades neurológicas, elemento que permite ahondar en posibles dianas terapeúticas a 

futuro en enfermedades de alto costo social para la sociedad Colombiana y el mundo.  

- Económico: Este estudio grandes implicaciones económicas ya que busca establecer rutas 

comunes de entendimiento de diferentes patologías que le cuestan mucho al sistema de salud, a 

las familias y a la sociedad por todos los costos directos e indirectos que de allí se derivan. 

- Ambiental: En este estudio se usará el mínimo de papel posible y no se usarán impresiones, 

según las políticas de sostenibilidad de la UTP. Además se realizarán la disposición de los 

desechos y residuos tóxicos según la normativa interna y lo establecido en la ley. 
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