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Resumen

El acido hialurénico es un glicosaminoglicano (GAG), polisacarido de alto
peso molecular, constituyente muy importante de la matriz extracelular (ECM) en
los vertebrados. Se encuentra principalmente en forma de sal asociado al ion
sodio, hialuronato sédico (HA). En las articulaciones el HA esta presente a alta
concentracion en el liquido sinovial. Se ha sugerido que en la articulacion actua
como un filtro visco-elastico, amortiguando la transmision de las fuerzas
mecanicas ejercidas hacia los nociceptores de las terminaciones nerviosas de la
capsula sinovial. En articulaciones que presentan dolor e inflamacion a causa de
patologias como la osteoartritis (OA), se ha determinado que tanto el peso
molecular como la concentracion del HA presente en el liquido sinovial, estan
disminuidos, modificando las propiedades visco-eldsticas de éste y afectando el
liquido sinovial. En los casos de OA, se utiliza con frecuencia como tratamiento la
inyeccion intra-articular de HA, lo que se conoce como visco-suplementacion, y es
capaz de restaurar las propiedades del liquido sinovial, contribuyendo a la
disminucién del dolor.

Por otra parte el canal i6nico TRPV1, canal idénico polimodal nociceptivo,
implicado en la transduccion de estimulos dolorosos (calor, capsaicina, pH acido),
se encuentra distribuido en diversos tejidos en el organismo. Entre otros, el canal
TRPV1 se expresa en las terminales nerviosas de las aferentes que inervan la
articulacion de la rodilla. La actividad de TRPV1 se ve potenciada por mediadores
pro-inflamatorios, contribuyendo de esta manera al dolor intenso percibido en
patologias articulares como la OA o la artritis. En el presente trabajo se explora la
hipotesis de que el HA module los canales idnicos de dolor TRPV1 presentes en
los nociceptores que inervan la articulacion, disminuyendo la actividad del canal y
por ende contribuyendo a la reduccion de la transduccion de los estimulos
dolorosos. En este trabajo se demuestra que el HA es capaz de reducir las
respuestas evocadas por estimulos nociceptivos de calor intenso o por capsaicina
a través de TRPV1, tanto cuando es expresado en lineas celulares como cuando

se estudia en las neuronas sensoriales primarias que lo expresan de forma nativa,
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abordado mediante registros de imagen que miden cambios en la concentracion
de calcio intracelular, registros electrofisiologicos in vitro y aproximaciones
conductuales.

En el presente estudio se concluye que el HA modula de forma especifica al
canal ionico TRPV1, reduciendo su actividad, mientras que no se observa efecto
sobre otros canales idnicos de la misma familia TRP como son TRPAl1 y TRPMS,
también implicados en nocicepcién. De este estudio se concluye que el HA inhibe
TRPV1, disminuyendo al actividad eléctrica de las neuronas sensoriales primarias
y fibras nociceptivas, y que este efecto es debido a una reduccién en la
probabilidad de apertura del canal, actuando el HA de manera directa en una zona
especifica en el loop extracelular S5-P-S6 del canal TRPV1.

Los resultados que se muestran en la presente Tesis Doctoral forman parte
del articulo titulado “Hyaluronan modulates TRPV1 channel opening, reducing
peripheral nociceptor activity and pain”, el cual fue publicado el dia 27 de

agosto de 2015 en la revista Nature Communications.
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1.Introduccion

1.1 La matriz extracelular

La matriz extracelular (ECM) es una estructura dinamica y compleja,
compuesta por una variedad de macromoléculas que se organizan formando una
compleja red tridimensional alrededor de las células de los diferentes tejidos
(Figura 1.1).

La ECM es de vital importancia tanto para la estructura como para la
funcién de las células. Participa en diversas funciones celulares tales como la
adhesién, migracion, proliferacién, diferenciacion y supervivencia celular (Daley et
al 2008). Los componentes de la ECM son numerosos, e incluyen proteinas
fibrosas como el colageno y la elastina, asi como macromoléculas como los
glicosaminoglicanos, proteoglicanos y glicoproteinas.

Glicosaminoglicanos (GAGs): son moléculas compuestas por cadenas
largas de polisacaridos que pueden contener grupos sulfatados. Los GAGs
incluyen al heparan sulfato, condroitin sulfato, queratan sulfato y al acido
hialurénico. El acido hialurénico es un componente fundamental de la ECM,
responsable de conferirle varias de sus propiedades funcionales, ya que esta
relacionado con la hidratacion de la ECM, por su capacidad para retener
moléculas de agua y esta involucrado en el trafico de moléculas y en la interaccion
con receptores de membrana como glicoproteinas e incluso canales iénicos
(Kochlamazashvili et al 2010). Los GAGs, a excepcion del &cido hialurénico que se
halla libre en la ECM, se encuentran unidos covalentemente a una proteina
nuclear (Hascall & Esko 2009), formando complejos denominados proteoglicanos
(PGs).

Proteoglicanos (PGs): son complejos exclusivos de las células animales
(Wilson 2004) formados por una proteina nuclear y cadenas de GAGs. Los PGs
son indispensable en procesos de comunicacion de la célula con el medio que la
rodea (Esko et al 2009, Varki & Lowe 2009). Asi mismo, pueden interaccionar con

diferentes sustancias como citoquinas, selectinas, factores de crecimiento y con



moléculas especificas de la ECM, actuando como receptores de ligandos en
distintos procesos celulares (Fuki et al 1997, Miao et al 1995). Existen diversos
tipos de PGs, unos anclados a la membrana celular y otros intersticiales.

- PGs de membrana: Se destaca la familia de los sindecanos y los

glipicanos, asi como la glicoproteina CD44 (Schmidt et al 1995).

- PGs intersticiales: Forman parte del tejido conjuntivo y se clasifican en 2

familias, los lecticanos (o familia del agrecano) que incluyen proteinas como
agrecano, versicano, brevicano y neurocano, y los SLRPG, una familia de 9

miembros caracterizados por la repeticion de leucina.

@ --K* Nat, Ca*, L-arginine .l. --K+, Na+, Ca++, L-arginine channels
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Figura 1.1. Representacion de proteoglicanos y glicoproteinas en la superficie celular.
Muestra la interaccion de éstos con cadenas de heparan sulfato (linea azul punteada) y HA. Se
representan también los sindecanos, unidos a cadenas de condritin sulfato (linea verde punteada).
El HA en un GAG largo (linea naranja punteada) que se une al CD44, el cual, a su vez, puede
tener anclados condritin sulfato, heparan sulfato y otros oligosacaridos. El esquema evidencia que
tanto las proteinas plasmaticas (6valos grises) como los cationes y aminoacidos catidnicos, se
asocian con los GAGs. Figura extraida de Tarbell and Pahakis (2006).

Glicoproteinas: son moléculas de adhesion conformadas por la union de

una proteina con cadenas de oligosacaridos, incluyen por ejemplo a las



fibronectinas, laminina, tenacina e integrinas, que tienen funciones estructurales y
de reconocimiento celular.

En el sistema nervioso central (CNS) se encuentran estructuras reticulares
que rodean los cuerpos celulares de varias neuronas y se extienden a lo largo de
sus dendritas. Estas estructuras conocidas como redes perineuronales (PNNSs),
son consideradas una ECM especializada en el CNS (Figura 1.2). Los
componentes principales de las PNNs son el 4cido hialurénico, los proteoglicanos
como el coindritin sulfato (CSPGs), heparan sulfato y glicoproteinas como la
tenacina (Tn-R) (Carulli et al 2007, Koppe et al 1997, Kwok et al 2010).
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Figura 1.2. Redes Perineuronales (PNNs). Representacion de la estructura basica de una Red
Perineuronal alrededor de células del cerebro. Las PNNs son redes de &cido hialurénico,
proteoglicanos y moléculas de tenacina. Las cadenas de acido hialurénico recubiertas con
proteoglicanos, unidos por moléculas de tenacina R forman una estructura organizada alrededor de
las neuronas. Figura extraida de (Mouw et al 2014).

Diversos estudios han demostrado que las PNNs estan involucradas en el
control de la plasticidad neuronal del CNS (Kwok et al 2011), asi como en el
control de la difusién de ciertos iones (Na*, K" y Ca®"), facilitando un micro-
ambiente adecuado alrededor de ciertas neuronas para mantener su actividad

(Hartig et al 1999, Hartig et al 2001).



1.2 El acido hialurénico

El &cido hialurénico es un polisacarido ampliamente expresado en la matriz
extracelular (ECM) de muchos tejidos de los mamiferos. Es una molécula de gran
volumen, por lo que estad involucrada en dar estructura a la ECM, ademas de
hacer de ésta un ambiente apropiado para el movimiento y proliferacion celular. Se
purifico por primera vez en 1934 por Karl Meyer y John Palmer, a partir de humor
vitreo proveniente de ojos de bovinos (Palmer 1934), sustancia quimica que para
entonces era desconocida. Meyer y Palmer describieron un acido polisacéarido de
alto peso molecular que aparentemente se encontraba combinado en forma de sal
en el humor vitreo. Concluyeron que la sustancia extraida estaba formada por
acido urbnico, una amino-glicosa, ademas de una posible pentosa.
Posteriormente, y a partir del nombre de éste polisacéarido, se derivd el de acido
hialurénico, combinando acido urdnico con la palabra “hyalos” (vidrioso en griego)
(Palmer 1934).

En los afios siguientes, Karl Mayer y sus colaboradores, aislaron acido
hialurénico de otros tejidos tales como el fluido sinovial en la articulacién, la piel, el
cordon umbilical y la cresta de gallo. También se encontré acido hialurénico en la
capsula de los estreptococos (Kendall et al 1937). En los afios 50, Endre A.
Balazs, comenzé a utilizar una fraccién no inflamatoria del HA como sustituto o
reemplazo del cuerpo vitreo a nivel clinico en humanos, durante la cirugia de
cataratas (Balazs et al 1972), ampliandose posteriormente su uso en humanos
para diversas aplicaciones terapéuticas como la visco-suplementacion que se

emplea en el tratamiento de patologias articulares como la osteoartritis (OA).

1.2.1 Estructura del hialuronato sédico

El acido hialurénico es un glicosaminoglicano (GAG) lineal no ramificado,
aniénico, no sulfatado, presente en los organismos vivos. Su estructura quimica
fue resuelta por Karl Meyer y asociados en 1950. El &cido hialurénico es una
molécula lineal larga compuesta por repeticiones de disacaridos conformados por
acido glucuronico (GlcA) y por N-acetil glucosamina (CIcNAc), unidos entre ellos

mediante enlaces glicosidicos en las posiciones B1-4 y B1-3, de la siguiente
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manera: [(1-3)-B-D-GIcNAc-(1-4)-B-D-GIcA] (Figura 1.3). La estructura del acido
hialurénico esta conservada en todos los mamiferos, lo que sugiere que dicho
polisacarido es una molécula de importancia considerable (Chen & Abatangelo
1999). En los organismos vivos, el acido hialuronico se encuentra en forma de sal
(hialuronato), frecuentemente unido al cation sodio, formando hialuronato sédico
(HA). Las unidades de disacaridos unidas entre si, pueden llegar a formar un
polimero muy largo y de una gran masa molecular, ya que el peso molecular del
acido hialurénico es dependiente del nimero de disacaridos que componen la
cadena que lo forma (Figura 1.3.B). Adicionalmente, a la molécula de HA se unen
otros GAG como coindritin sulfato, heparan sulfato y agrecanos (Figura 1.3.C).
Estas uniones se dan a través de proteinas de union especificas para el HA, de

las cuales se comenta mas adelante.
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Figura 1.3 Estructura quimica del HA. A. Estructura del disacarido que compone el acido
hialurénico [(1-3)-B-D-GIcNAc-(1-4)-3-D-GIcA]. B. Representacion molecular de una cadena de
acido hialurénico (repeticiones del disacarido mostrado en A. Extraido de Necas J et al, 2008 (A),
Ki Su Kim, et al, 2012 (B). C. Agregados de PG entorno a la molécula de HA.

1.2.2 Distribucién del hialuronato sédico

El HA esta presente en lo largo de todos los organismos vertebrados. En
los mamiferos el HA, que se encuentra principalmente como hialuronato sédico,
HA, se encuentra ampliamente distribuido en una variedad de tejidos tales como
epitelios, cartilago, cordon umbilical, ECM, cartilago nasal, cerebro y humor vitreo,
asi como en algunos fluidos como el liquido sinovial y el suero sanguineo (Laurent

et al 1996, Yasuhara et al 1994). En el liquido sinovial de las articulaciones sanas



este GAG suele ser de alto peso molecular (4-6 MDa) y esta presente a altas
concentraciones (alrededor de 2-20 mg/ml). La concentracion del acido hialurénico
es de especial importancia para su funcién, y se ha detectado en fluidos como la
orina o el liquido amnidtico Durante afios se han desarrollado técnicas simples que
permiten identificar la presencia del acido hialurénico para su empleo como un
marcador patolégico, lo que ha contribuido al diagnostico de diversas
enfermedades como la artritis, la soriasis, la cirrosis, y también para evaluar el
exito del trasplantes de higado (Engstrom-Laurent 1989).

Adicionalmente, se ha demostrado que el HA también esta presente en la
capsula de algunos patégenos microbianos, como el estrpetococo (Streptococcus
pyogenes, equi y uberis) (Faber & Rosendal 1954, Kendall et al 1937), los cuales
usan el hialuronato sodico para encapsularse con fines defensivos, facilitando

también la adhesion y la colonizacion.

1.2.3 Sintesis y degradacion del hialuronato sodico

Las moléculas de acido hialurénico son sintetizadas por un tipo de
proteinas de membrana denominadas hialurénico sintasas (HAS), las cuales estan
altamente conservadas en los vertebrados. Existen tres tipos de HA sintasas o
HASSs, y son la HAS1, HAS2 y HAS3. Las HASs son proteinas glicosiltransferasas
encargadas de polimerizar coordinadamente una cadena de acido hialurénico,
uniendo acido glucurdnico y acido-N-acetilglucosamina a partir de nucleétidos de
azucares activados como sustratos (UDP = acido glucurdonico y UDP-N =
acetilglucosamina), translocando posteriormente el acido hialurénico fuera de la
célula hacia la ECM. La unién de disacéaridos va formando una molécula con una
estructura similar a una red, pudiendo alcanzar distintos tamafos de acuerdo al
namero de disacaridos que contenga la molécula. En diversos tipos de ratones
genéticamente nulos para cada una de estas tres proteinas, se ha demostrado
que el HA regula el volumen del espacio extracelular en el cerebro y que esta
relacionado con la excitabilidad neuronal en el hipocampo (Arranz et al 2014).

En las articulaciones, el acido hialurénico es producido principalmente por

los sinoviocitos de tipo B que conforman la capsula sinovial. La presencia de acido



hialurénico en bacterias (Kendall et al 1937) promovié el estudio de la sintesis de
este polisacarido en dichos organismos, concluyendo que varias cepas de
Streptococcus durante su fase de crecimiento producen complejos de &cido
hialurénico de alto peso molecular. Actualmente, el HA para usos biomédicos se
extrae principalmente de dos fuentes: 1) de tejidos animales, obteniendo HA a
partir de la cresta de gallo, el cordon umbilical, el liquido sinovial o el humor vitreo
de ganado, y 2) de la fermentacion bacteriana, ya que se ha identificado el operon
has, mencionado anteriormente, el cual codifica para los genes involucrados en la
sintesis del polisacérido.

Por otra parte, la degradacién del HA en mamiferos es llevada a cabo
principalmente por la accidén de tres enzimas que se encuentran tanto intracelular
como extracelularmente. Estas enzimas son: hialuronidasa (Hyasa), b-D-
glucuronidasa y pB-N-acetil-hexosaminidasa. EI mecanismo por el cual estas
enzimas degradan el HA es diferente en cada caso. La hialuronidasa corta la
molécula de HA de alto peso molecular produciendo pequefios fragmentos de
oligosacaridos, disminuyendo asi la viscosidad de la solucion. Las otras dos
enzimas, b-D-glucuronidasa y B-N-acetil-hexosaminidasa, reducen los

oligosacaridos, eliminando sus azucares terminales (Leach & Schmidt 2004).

1.2.4 Propiedades reoldgicas del hialuronato sédico

La reologia comprende el estudio de la deformacion y fluidez de la materia.
Desde esa perspectiva, el estudio de las propiedades reolégicas del acido
hialurénico han sido de gran interés. El acido hialurénico en soluciéon forma una
molécula compleja y flexible, entrelazada con ella misma y con moléculas de agua.
Este caracter hidrofilico del HA promueve la hidratacién de los tejidos o fluidos
donde se encuentra, tal como ocurre en el humor vitreo o el liquido sinovial de las
articulaciones, proporcionandoles una estructura compleja de red.

Otra de las propiedades reoldgicas que caracteriza a éste polimero es la
viscosidad, que es la medida de la resistencia de un fluido a la deformacion,
depende de la concentracion y del peso molecular del HA, y es sensible a la
degradacion del polimero. A altas concentraciones de hialuronato sédico, las



moléculas se entrelazan entre ellas mediante puentes de hidrégeno, formando una
red continua de cadenas de HA (Ogston & Stainer 1953). La elasticidad, otra de
las propiedades caracteristicas de este polimero, esta relacionada con un
comportamiento pseudoplastico, lo que le permite a la molécula deformarse y
comportarse como un fluido.

De esta manera, la visco-elasticidad, es la propiedad reolégica conjunta
gue mejor caracteriza al acido hialurénico. Esta propiedad le permite actuar como
gel gracias a sus propiedades de viscosidad, o como fluido por sus caracteristicas
elasticas. En las articulaciones esta propiedad es de gran importancia, ya que
ademas de lubricar (Laurent et al 1996), el acido hialurénico del liquido sinovial
actiua como un filtro amortiguador de las fuerzas que impactan las articulaciones
con el movimiento, lo que le permite deformarse (Balazs & Sundblad 1959). Sin
embargo, en patologias como la osteoartritis (OA), este GAG se degrada y su
viscosidad-elasticidad decae dramaticamente, perdiendo gran parte de sus

propiedades reoldgicas.

1.2.5 Funciones fisiologicas del hialuronato sodico
Desde su identificacion hace mas de 70 afios, se ha visto que el hialurénico
esta involucrado en un numero importante de funciones celulares, que incluyen:

¢ Mantenimiento de la visco-elasticidad en los tejidos conectivos, debido a
que el acido hialurénico forma cadenas de gran tamafio (rol estructural), y también
actia como como lubricante. Estas propiedades son de importancia en el liquido
sinovial, ya que en patologias como la osteoartritis (OA), el &cido hialurénico
presente en el liquido sinovial se degrada, perdiendo las propiedades visco-
elasticas, lo que se ha relacionado con algunos sintomas de esta patologia.

e Debido a su caracter higroscopico, este polisacarido es fundamental en la
modulacién de la hidratacién en los tejidos, asi como en el balance osmético
(Comper & Laurent 1978).

e Tiene un papel importante en la organizacion, modificacion y ensamblaje
molecular de la ECM, debido a la interaccién con diferentes proteinas, y promueve

la migracion celular, jugando un papel importante en el desarrollo embriolégico.



e Actia como molécula de sefalizacion intracelular de diversos procesos
celulares como adhesion, crecimiento y diferenciacion, a través de la interaccion
con receptores de la membrana plasmatica. Se sugiere que los receptores CD44 y
RHAMM estan involucrados en los procesos de metastasis (Toole 2002).

e Estéa involucrado en la proliferacion celular, ya que se ha demostrado que
este polisacarido se encuentra en mayor cantidad durante procesos de mitosis
(Brecht et al 1986). Por otra parte, también se ha demostrado que el acido
hialurénico inhibe la diferenciacion de los osteoclastos, lo que podria ser un
beneficio a nivel clinico para el uso en huesos erosionados a causa de problemas
artriticos (Chang et al 2007).

1.2.6 Interacciones quimicas del Hialuronato

El HA es un GAG cargado negativamente, lo que le confiere la capacidad
de establecer uniones de tipo electroestatico, como ocurre con el agua y con
ciertos iones de carga positiva como el Na’. También es capaz de establecer
asociaciones intermoleculares, mediante uniones covalentes, puentes de
hidrogeno o fuerzas de Van der Waals, llegando a formar una malla o red de gran
tamafo. Existen también interacciones intramoleculares, dentro de las propias
moléculas de HA mediante puentes de hidrogeno.

Entre las moléculas de la ECM con las que interactta el HA, se incluyen los
proteoglicanos, mencionados anteriormente, tales como los agrecanos,
versicanos, brevicanos, neurocanos, entre otros, los cuales se asocian a
moléculas de HA a través de dominios especificos de union al polimero, formando
agregados multimoleculares (Morgelin et al 1994). Estos tienen un importante rol
en la formacion y estabilidad de la ECM, asi como en la regulacion del
comportamiento celular durante procesos como el desarrollo, tumorogénesis e
inflamacion.

Se ha demostrado que el HA emplea diferentes dominios para su
interaccion con proteinas o receptores de membrana, entre los que destacan el
Link module y el B(X7)B.



El Link Module es un dominio proteico de alrededor de 100 amino &cidos,
caracterizado por una secuencia consenso de cuatro cisteinas unidas por enlaces
disulfuro, (Bork et al 1996). Diversas moléculas como el receptor CD44, los
agrecanos, el TSG-6 o la proteina de union del cartilago, entre otros, contienen
este dominio. EI CD44 es una glicoproteina de membrana ampliamente expresada
en muchos tipos celulares, incluyendo algunas células neuronales y condrocitos
(Haynes et al 1989). Actua como receptor del HA, y esta involucrado en diferentes
funciones celulares; por ejemplo, en las neuronas participa en su migracion,
mientras que en los condrocitos y queratinocitos, esta involucrado en el
ensamblaje y probablemente también la degradacién de la ECM (Haynes et al
1989). Por otra parte, esta la proteina TGS-6, que es inducida en procesos
inflamatorios y su expresion ha sido demostrada en fibroblastos, condrocitos y
células sinoviales, asi como también en liquido sinovial de pacientes artriticos pero
no en pacientes sanos (Wisniewski et al 1993).

El otro dominio que emplea el HA para unirse a proteinas de membrana, es
un motivo cargado positivamente, conocido como B(X7)B, donde B representa un
residuo de arginina o lisina, mientras que X; hace referencia a 7 residuos de
amino acidos no acidos, donde al menos uno es basico y la mayoria de los
residuos son hidrofébicos (Yang et al 1994). El receptor RHAMM es uno de los
que interactia con el HA mediante este dominio, y el complejo HA:RHAMM esta
involucrado en la regulacion de la movilidad y proliferacion celular (Turley et al
1993). El receptor CD44, la proteina TSG-6 y los agrecanos contienen este motivo
B(X7)B dentro del Link Module (Kohda et al 1996).

Otros dominios permiten la unién del HA a diferentes proteinas, como la lal
(inhibidor de inter-a-tripsina), que ha sido encontrado a altas concentraciones en el
liquido sinovial de pacientes con patologias artriticas (Yingsung et al 2003),
habiéndose sugerido que jugaria un rol en la respuesta inflamatoria, a través de la
regulacion de la adhesion de los leucocitos (Zhuo et al 2004). La interaccion del
HA con receptores como HAHARE, RHAMM vy el receptor TLR2, puede modular
distintos procesos como migracion celular, apoptosis, tumorogénesis e inflamacion
(Day & Mascarenhas 2004, Scheibner et al 2006).
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Se ha demostrado también que el HA tiene un efecto directo sobre ciertos
canales, como es el caso de los canales activados por estiramiento, en los que se
observé que el HA reduce su activacion por el estimulo mecanico (De la Pefia et
al 2002). El HA interactia de forma directa a través del dominio lal (inhibidor de
inter-a-tripsina) y modula los canales de calcio voltaje-dependientes de tipo L (L-
VDCCs) en el hipocampo, aumentando las corrientes de calcio y regulando asi la
plasticidad sinaptica (Kochlamazashvili et al 2010).

1.3 Familia de canales i6nicos TRP

Los canales TRP constituyen una familia de canales i6nicos no selectivos.
Han sido identificados mas de 100 genes de la familia de canales TRP en
diferentes especies animales (Tabla 1.1), cada uno con diferentes propiedades
funcionales y participacion diversa en multiples procesos fisiolégicos. En muchos
tipos celulares, estos canales actian como sensores, detectando cambios en el

entorno celular (Damann et al 2008).

Drosophila melanogaster Caenorhabditis yfsrgnnsb Ciona fmym'nm‘isb Fugu rubripes Danio rerr’ab Mus musculus Homo sapiens

TRPC 3 3 8 8 8 7 6

TRPV 3 5 7 4 4 6 6
TRPM 1 4 2 6 6 8 8
TRPA 4 2 4 1 2 1 1
TRPN 1 1 1 - 1

TRPML 4 1 9 2 2 3

TRPP 1 1 1 4 4 3

Total 17 17 27 2 27 28 27

Tabla 1.1 Canales TRP de la mosca de fruta (Drosophila melanogaster), del gusano
(Caenorhabditis elegans), ascidia (Ciona intestinalis), del pez globo (Seifuku, Fugu
rubripes), pez cebra (Danio rerio), del ratén y el humano. Los ndmeros corresponden a las
proteinas con distintas propiedades del canal en cada subfamilia. Extraido de Nilius y Owsianik,
2011

1.3.1 Origen de los canales i6bnicos TRP

El origen del estudio de los canales TRP comenz6 en 1969 con el hallazgo
de Cosens y Manning (Cosens & Manning 1969) en la mosca Drosophila
melanogaster, mostrando que ésta presentaba una anormalidad funcional a nivel

de la retina que correspondia a una mutacion espontanea en el gen trp. El registro
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del potencial receptor global en fotoreceptores del ojo de la mosca, evocado por
estimulo luminoso (electrorretinograma), revelé que las moscas mutantes en el
gen trp tenian un potencial receptor transitorio que rapidamente retornaba a la
linea basal durante la iluminacion, mientras que en las moscas silvestres (WT) el
potencial receptor mantenia una meseta.

Debido al caracter transitorio de la respuesta en estos canales idnicos, se
denomind a la familia, canales TRP (Transient Receptor Potential, en inglés)
(Minke et al 1975). Afios después, en 1989, se clond y obtuvo la secuencia de
aminoacidos del gen trp de Drosophila, y se mostré6 que el gen trp codificaba
proteinas transmembrana necesarias para la fototransduccion (Montell & Rubin
1989). La evidencia directa de que esta proteina TRP era un canal i6nico activado
por la luz vino tras la introduccién de la técnica de “patch-clamp”, con la que se
pudo registrar directamente la actividad de los canales en los fotorreceptores de
Drosophila, llegandose a demostrar que se trataba de canales ionicos altamente
permeables a Ca** (Hardie & Minke 1992).

1.3.2 Nomenclatura y distribucién filogenética de los TRP

En los organismos multicelulares, en los reinos Animalia y Fungi, se
encuentra expresada una amplia variedad de canales TRP con funciones
diferentes. Los canales TRP se clasifican de acuerdo a la similitud de su
secuencia primaria de aminoacidos.

En mamiferos, la familia de canales TRP se origina por 28 genes que
codifican para los respectivos canales i6nicos TRP, y se divide en 6 sub-familias
denominadas TRPC, TRPV, TRPM, TRPA, TRPML, TRPP y TRPN (Clapham
2003, Montell et al 2002) (Figura 1.4).

e Sub-familia TRPC (C, candnico), es la que mayor homologia presenta con el

canal descrito en Drosophila. Este grupo cuenta con 7 miembros (C1-C7), de
los que se identifico el TRPC2 en humanos, siendo no funcional (Wes et al
1995).
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Subfamilia TRPV (V, vaniloide), identificado por su respuesta a los

compuestos vaniloides como la capsaicina (Caterina et al 1997) y de ahi su
nombre. Esta sub-familia esta compuesta por 6 miembros (V1-V6).

Subfamilia_TRPM (M, melastatina), la conforman 8 miembros (M1-M8).

Denominado de esta manera por el primer miembro identificado, TRPM1, que
fue inicialmente denominado melastatina, ya que su mutacion esta asociada
con una mutacién autosomal recesiva que causa ceguera nocturna (Duncan et
al 1998).

Subfamilia TRPA (A, anquirina), identificado como el receptor de anquirina por

Sus numerosas repeticiones de anquirina en el N-terminal, consiste en un
unico miembro expresado en mamiferos (TRPAL).

Subfamilia_ TRPML (ML, mucolipin), relacionada con la proteina MCOLIN,

involucrada en un desorden lisosomal neurodegenarativo, mucolipidosis tipo
IV (Sun et al 2000). Esta subfamilia esta conformada por 3 miembros (ML1-
ML3).

Subfamilia TRPP (P, policistina), formada por tres miembros, TRPP2, TRPP3,

TRPP5. Su nombre se debe a que contiene la proteina PKD, que en su forma

mutante es responsable de la patologia de rifion poliquistico (Wu et al 1998).

Subfamilia TRPN (N, NOMP-C), denominado de esta manera por el canal NO

mecanico, descrito en Caenorhabditis elegans. Esta familia esta presente en el
pez cebra (Danio rerio) y en la rana (Xenopus laevis) (Shin et al 2005, Sidi et

al 2003), sin embargo esta ausente en mamiferos.
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Figura 1.4 Arbol filogenético de los canales i6nicos TRP expresados en humanos. La
secuencia de los analisis de homologia muestra las 7 subfamilias que compone la amplia familia de
canales TRP, cada una de ellas representada en color diferente. TRPC (candnico), TRPM
(melastatina), TRPV (vaniloide), TRPA (anquirina), TRPP (pilicistina), and TRPML (mucolipina). A
pesar de que el TRPN no se expresa en humanos y el TRPCL1 no es funcional, han sido incluidos
para mostrar las relaciones entre ellos. Extraido de Nilius and Owsianik (2011).

1.3.3 Estructura general de los TRP

Los canales TRP han sido un importante foco de investigacion desde que
fue clonado el primer miembro en 1989. A pesar de estos esfuerzos, las bases
estructurales y los mecanismos que sustentan la funcion de los canales TRP
contintan siendo comprendidos de manera incompleta. Esto se debe en parte a la
limitada informacién estructural de alta resolucion con la que se cuenta.

La mayor parte de la informacién disponible sobre la estructura de los TRP
proviene de la investigacion realizada in silico y de su similitud en cuanto a
funcién y propiedades farmacoldgicas de los canales voltaje dependientes de
potasio, Kv, una familia de canales i6nicos de los que se conoce muy bien su

biofisica, farmacologia y estructura (Kalia & Swartz 2013). A continuacion se
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muestra un esquema general de la estructura basica que comparten los canales

Kv y los de la familia TRP (figura 1.5).
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Figura 1.5 Representacion esquemaética de los canales Kv y TRP. A. Representacion de la
topologia transmembrana de las subunidades de los canales conteniendo seis segmentos
transmembrana con la regioén del poro formada por los segmentos S5 y S6 (rojo). B. Estructura
cristalina de un tetramero ensamblado con la quimera Kv1.2 y Kv2.1 vista desde el lado
extracelular. En azul se muestran los motivos de las aletas S3b-S4. Extraido de Kalia and Swartz
(2013)

Las proteinas TRP estan formadas por 4 sub-unidades ensambladas cada
una por 6 dominios transmembrana a-hélice (S1-S6). Estas 4 sub-unidades se
ensamblan simétricamente en una arquitectura tetramérica alrededor de un poro
central, formado por los dominios S5 y S6, que penetran en la membrana
plasmatica formando el loop entre S5-S6 del lado extracelular. Este loop actua
como un filtro de selectividad i6nica. A los extremos de los dominios S1 y S6 se
encuentran unidos los extremos citoplasmaticos N y C-terminal, respectivamente
(Figura 1.5A). Se piensa que la mayoria de canales TRP funcionan como
homotetrameros aunque se ha demostrado la formacién de heteromultimeros
entre miembros de la misma subfamilia.

En en el extremo C-terminal de las familias TRPC, TRPM y TRPN se
encuentra una region de 23-25 aminoacidos altamente conservada, denominado
“caja TRP”. En el extremo N-terminal de algunos canales TRP como los de las
familias TRPP, TRPML, TRPA y TRPV, se encuentra un pequefio motivo de
multiples repeticiones de anquirina. Estas repeticiones de anquirina han sido
implicadas en la formacion de la estructura tetramérica del canal, participando en
la interaccion proteina — proteina y sirven ademas como sitio de union para
diversos ligandos (Clapham 2003, Clapham et al 2005) (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Familia de los canales i6nicos TRP. Se muestra un esquema de un monémero de
cada subfamilia: TRPC, TRPV, TRPM, TRPA, TRPN, TRPP y TRPML. Se observan los 6 dominios
transmembrana, los extremos N y C-terminal, las repeticiones de anquirina (A) en el N-terminal,
la region del poro (P) y la “caja TRP” (Montell 2011).

1.3.4 Permeabilidad i6bnica y mecanismo de apertura.

La mayoria de los canales TRP funcionales son canales cationicos no
selectivos, variando entre ellos la permeabilidad relativa a los cationes. Por
ejemplo, la permeabilidad relativa al Ca®* oscila entre una situacion extrema como
la de TRPM4 y TRPM5 que no son permeables a Ca* y si a cationes
monovalentes, o la de TRPV5 y TRPV6, que muestran una gran permeabilidad a
Ca®" comparada con la permeabilidad a Na* (Pca/Pna >100) (revisado en Gees et
al (2010).

Hay una gran variabilidad en los mecanismos que activan los canales
TRP. Algunos se abren con la union a un ligando, mientras otros lo hacen por
cambios de voltaje, de temperatura o por un estimulo mecénico (Caterina et al
1997, Julius 2013, Voets et al 2004). Muchos de ellos son polimodales, es decir,

son capaces de responder a distintos tipos de estimulos.

1.3.5 Expresion y funcion de los canales TRP

En los mamiferos, los canales i6nicos TRP se encuentran ampliamente
expresados en todo el organismo, tanto en las células excitables como en las no
excitables, y su funcion depende del lugar donde se encuentran. Su disfuncion da
lugar a una gran variedad de enfermedades adquiridas o hereditarias (Everett
2011).
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Los defectos en el funcionamiento de los canales ionicos usualmente
conllevan patologias diversas. Estas patologias derivadas del mal funcionamiento
de los canales i6nicos se conocen como canalopatias. Dentro de las canalopatias
asociadas a los TRPs, se distinguen aquellas causadas por el mal funcionamiento
de alguna proteina TRP, resultante de mutaciones en los genes que las codifican.

Debido a la importante participacién en procesos fisioldgicos y patoldgicos,
los canales TRP son también dianas para el disefio de farmacos que puedan
modular su funcidn (Fernandez-Ballester et al 2011). Actualmente se han
identificado mutaciones en 6 miembros de la familia de canales TRP relacionadas
con canalopatias identificadas en humanos, como la Glomeruloesclerosis Focal y
Segmentaria (TRPM6), Mucolipidosis tipo IV (TRPML1), Hipomagnesemia con
Hipocalcemia  Secundaria  (TRPM6), Rifidn  Poliquistico  Autosomico
(TRPP1/TRPP2) y Sindrome de Exceso de Aromatasa (TRPM7). Eventualmente
algunas mutaciones en TRPM7 son responsables del incremento en la
probabilidad de padecer Esclerosis Lateral Amiotréfica y Parkinson (Nilius 2007).

Los canales TRP son receptores polimodales y por ello pueden detectar
alteraciones en la homeostasis celular y reaccionar ante ellas. Su funcionamiento
alterado puede dar lugar al desarrollo de diversas patologias mediante alguno de
los siguientes mecanismos: 1) Modificaciones en las [Ca®'], desencadenando
eventos de sefalizacion intracelular y provocando efectos importantes en
procesos celulares y/o sistémicos, ya que la mayoria de los canales TRP regulan
la entrada de Ca?*; 2) Problemas en la regulacién somato-sensorial por desajustes
en la percepcion o transduccién de los estimulos; 3) Alteracidon de los procesos de
proliferacion y crecimiento celular dependientes de algunos canales TRP, que a su
vez modifican el crecimiento y desarrollo de tumores y 4) Alteracion de canales
TRP expresados en células excitables del sistema nervioso, provocando
disfunciones nerviosas importantes (Nilius 2007).

1.3.6 Canales TRP y latermosensacion
Los organismo vivos detectan y responden a los cambios de temperatura

del ambiente en parte gracias a los canales ionicos termosensibles, que estan
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localizados en las terminaciones nerviosas periféricas termorreceptoras de
neuronas sensoriales primarias que inervan la piel y los epitelios de las mucosas
expuestas (como la cérnea o las mucosas oral y nasal) y transformar los estimulos
térmicos en sefiales eléctricas y bioquimicas. Este mecanismo permite a los
organismos vivos evitar temperaturas extremas que pueden poner en peligro su
supervivencia. Los termorreceptores forman parte del sistema somatosensorial y
detectan alteraciones en los cambios de temperatura ambiental en un rango
amplio, desde el frio lesivo hasta calor nocivo, abarcando asi todo el rango de
temperaturas a las que estan usualmente expuestos la mayoria de los mamiferos
(Belmonte & Viana 2008).

Los principales responsables en la deteccion de la temperatura en las
terminaciones nerviosas de los mamiferos son los canales TRP (Voets et al 2004),
los cuales responden cada uno a umbrales especificos de temperatura (Figura
1.7). Las temperaturas dentro del rango de calor nocivo son percibidas por TRPV2
y TRPV1, cada uno con umbrales distintos, TRPV2 = 52 °C (Caterina et al 1999) y
TRPV1 = 42 °C (Caterina et al 1997). Dentro del rango de temperaturas
intermedias se encuentran TRPV3 ~ 34-38 °C, (Xu et al 2002) y TRPV4 ~ 27-35 °C
(Watanabe et al 2002). Finalmente, el umbral de los canales TRPM8 y TRPAL
activados por frio inocuo y nocivo, esta en ~ 25-28 °C (McKemy 2002) y < 17 °C
(Story et al 2003), respectivamente. Los potenciales de accion producidos en las
neuronas termorreceptoras como resultado final de la activacion de estos canales,
vigjan mediante las fibras aferentes de las neuronas de los ganglios sensoriales a
la médula espinal, donde se generan respuestas reflejas, o llevando la informacién
hasta el cerebro, donde la informacidn es integrada e interpretada, produciendo
respuestas cognitivas ante el estimulo térmico (Julius & Basbaum 2001). Los
umbrales de temperatura para la activacion de los diversos TRPs, pueden ser
modulados por mediadores extracelulares liberados por dafio en el tejido o por

inflamacion (Vay et al 2012).
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Figura 1.7 Correspondencia entre los canales TRP. Parte superior: Representacion
esquematica del perfil de activacion térmica de varios canales TRP expresados en sistemas
recombinantes. Todos ellos han sido localizados en neuronas sensoriales y/o células de la piel.
Parte media: Representacion esquematica de la frecuencia de descarga de impulsos nerviosos en
varios termorreceptores sensoriales cutdneos dentro de sus rangos de disparo respectivos, durante
la aplicacion de las temperaturas indicadas en la escala térmica. Parte inferior: Cualidad de las
sensaciones evocadas en humanos por la aplicacion de las diferentes temperaturas sobre la piel
(Belmonte & Viana 2008).

1.4 Canal i6nico TRPV1

El canal TRPV1 fue el primer canal TRP descubierto en mamiferos, y ha
sido el mas estudiado desde su clonacién en 1997 (Caterina et al 1997). En la
fisiologia sensorial se considera como un integrador de multiples estimulos
dolorosos como calor nocivo, sustancias quimicas o protones (Tominaga et al
1998). El receptor de capsaicina o canal TRPV1, conocido asi por responder
selectivamente a la capsaicina (el ingrediente picante de los chiles y comidas
picantes) es un canal polimodal, por lo que se activa por estimulos de diversa
naturaleza: temperaturas = 42 °C, compuestos vaniloides como la capsaicina y

resiniferatoxina (RTX), pH acido (< 5.9) (Baumann & Martenson 2000), multiples
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mediadores enddégenos de la inflamacion incluyendo lipidos como anandamida y

lipoxigenasa, y eicosanoides como 12-HPETE (Hwang et al 2000).

1.4.1. Topologiay estructura de TRPV1

El canal TRPV1 es uno de los canales TRP de los que mejor se conoce la
estructura y mecanismo, habiéndose obtenido recientemente datos sobre su
estructura mediante electro-criomicroscopia (Cao et al 2013, Liao et al 2013).

Estructuralmente, el canal TRPV1 es una proteina de membrana de 839
aminoécidos con una masa molecular relativa de 95 KDa en el TRPV1 humano
(Caterina et al 1997). Al igual que los demas canales de la familia TRP, la
estructura funcional de TRPV1 es la de un tetramero en el que cada subunidad
consta de seis dominios transmembrana a-hélice, un poro formado entre los
segmentos S5y S6 y un largo dominio citoplasmético C y N-terminal (Tominaga &
Tominaga 2005), que contiene 6 dominios de anquirina (Lishko et al 2007) y donde
se encuentra el sitio de union para la calmodulina (CaM), sitio involucrado en la
sensibilizacion del canal.

Recientemente (Fischer et al 2014) se ha descrito que el canal TRPV1
forma heterémeros funcionales con el canal TRPA1 en neuronas sensoriales. El
estudio sugiere que la presencia de TRPAL podria ejercer una inhibicion funcional
del canal TRPV1, ya que la sensibilidad a la activacion por los distintos agonistas
se ve reducida en comparacion con el homémero de TRPV1 o con el canal
silvestre.

En la figura 1.8 se muestran los diferentes amino &cidos sobre los que
actuan los distintos agonistas y antagonistas de TRPV1, asi como sitios
intracelulares de fosforilacion y un sitio de glicosilacion (Szolcsanyi & Sandor
2012).
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Figura 1.8 Topologia del canal TRPV1. En la representacion de la estructura del canal TRPV1
resaltan los residuos claves y amino acidos involucrados en la apertura por efecto de diferentes
estimulos (Szolcsanyi & Sandor 2012).

1.4.2. Distribucién tisular de TRPV1

La expresion de TRPV1 abarca desde células de tejido nervioso como no
nervioso. En las neuronas el TRPV1 se expresa en aproximadamente el 50 % de
todas las neuronas sensoriales primarias somaticas y viscerales, con una
expresion restringida a las neuronas de pequeiio a mediano didmetro en los
ganglios raquideos, trigeminal y nodoso (Caterina et al 1997, Helliwell et al 1998),
asi como en las neuronas sensoriales del asta posterior de la médula espinal
(Tominaga et al 1998). También se expresa en el sistema nervioso central, en el
area pre-optica del hipotalamo (Szolcsanyi et al 1971), en el nucleo acumbens
(Chavez et al 2010, Grueter et al 2010) y en el hipocampo (Cavanaugh et al 2011).
En los dos ultimos se conoce que TRPV1 modula la actividad sinaptica en dichas
neuronas.

Los axones de las neuronas sensoriales primarias que expresan el canal
TRPV1 constituyen fibras nerviosas no mielinizadas o finamente mielinizadas,

clasificadas como fibras C o Ad, las cuales se proyectan hacia la mayoria de
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organos y tejidos del cuerpo. Las poblaciones de neuronas clasificadas como C
que expresan TRPV1 se dividen en 2 tipos: a) un grupo de neuronas
peptidérgicas, sensibles a NGF, CGRP (calcitonin-gene related peptide) y a la
sustancia P, ya que expresan los receptores para estos péptidos pro-inflamatorios
y b) un grupo de neuronas sensibles a GDNF, que se unen a la isolectina B4 (1B4)
(Tominaga et al 1998). También ha sido identificada la expresiéon de TRPV1 en el
reticulo endoplasmatico (TRPV1gRr) en las neuronas del ganglio raquideo, ademas
de en la membrana plasmatica (Gallego-Sandin et al 2009).

Se ha identificado también TRPV1 expresado en células no nerviosas como
las del muasculo liso arteriolar, musculo esquelético y en ciertos tejidos
‘termorreguladores’ como la piel y la trdquea (Cavanaugh et al 2011), asi como en
el urotelio de la vejiga (Birder et al 2002) y en queratinocitos humanos (Inoue et al
2002). Se ha detectado tambien la expresion de TRPV1 en las aferentes
articulares de la articulacién temporomandibular de rata (loi et al 2006), asi como
en la articulacion de rodilla de rata, humano y raton (Fernihough et al 2005) (Cho &
Valtschanoff 2008). Adicionalmente, se ha demostrado la expresiéon de TRPV1 en

fibroblastos sinoviales de pacientes con osteoartritis (Engler et al 2007).

1.4.3 Permeabilidad ionica

El TRPV1 es un canal catiénico no selectivo con mayor preferencia por los
cationes de Ca**, cuya permeabilidad es 10 veces mayor que a Na*, K*, Cs*, Li* y
Rb*. Adicionalmente, la permeabilidad para los cationes divalentes es mayor
cuando el canal ha sido activado por capsaicina (Mohapatra & Nau 2003). Se ha
descrito que TRPV1 es también permeable a cationes grandes como el catidon
fluorescente YO-PROL1 y la N-metil-D-Glucamina, el cation fluorescente FM1-43 y
el QX-314, proporcionando herramientas interesantes para el estudio del canal
(Binshtok et al 2007, Meyers et al 2003, Munns et al 2015).

1.4.4 Agonistas y antagonistas de TRPV1
De acuerdo a la importancia fisiopatoldgica que tiene el canal TRPV1, es de

gran interés terapéutico estudiar potenciales agonistas y antagonistas de éste
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canal i6nico. TRPV1 puede ser activado por agonistas enddgenos o exogenos,
identificAndose dentro de los exdgenos a los compuestos vaniloides como los
mejores agonistas conocidos, donde se destaca la capsaicina como el ejemplo
mas representativo de esta familia. Ademas de la capsaicina se han identificado
otros compuestos vaniloides tales como la resiniferatoxina (RTX), un diterpeno
relacionado con los ésteres de forbol, aislado de la planta Euphorbia resinifera
(Appendino & Szallasi 1997). Dentro de la variedad de agentes exdgenos que
activan TRPV1, se encuentra el olvanilo (Liu et al 1997), que, a diferencia de la
capsaicina y la RTX, tiene una potencia mucho menor para excitar las fibras
nociceptivas. Otros compuestos con capacidad de activar TRPV1 provenientes de
plantas son la piperina y la zingerona (de la pimienta negra) (Liu & Simon 1996,
McNamara et al 2005), el gingerol y algunos aceites esenciales como la citronela,
el geraniol y el eugenol. También es activado, aunque en menor intensidad, por la
alicina, el extracto del ajo y la cebolla (Salazar et al 2008). El primer tipo de
agonista enddégeno de TRPV1 identificado fueron los endocanabinoides, tales
como la anandamida (Zygmunt et al 1999). Hoy en dia se conocen otros agonistas
endogenos de TRPV1, como los metabolitos de lipoxigenasa, HEPE y HPETE
(Hwang et al 2000); el lipido N-araquidonil dopamina (NADA) (Huang et al 2002) y
la lipasa diacilglicerol (DAG), que puede ser inducida por la estimulacién de PKC.

También se incluyen entre los activadores de TRPV1 productos de
oxidacion del acido linoleico, como el acido hidroxioctadecadienoico (HODES)
(Patwardhan et al 2010). Adicionalmente, TRPV1 es sensible a la activacién por
agentes inflamatorios, ya que la activacion de receptores acoplados a proteinas G
(GPCR) produce una sensibilizacidn/activacion de TRPV1 por la fosforilacion del
canal ibnico (Cesare et al 1999a, Premkumar & Ahern 2000, Vellani et al 2001).

Asimismo, dada la importancia fisiopatoldgica que tiene el canal TRPV1, es
de gran interés terapéutico mencionar también a los bloqueantes de este canal
ionico.

La tabla 1.2 ofrece una lista de algunas de las sustancias que actian como

agonistas o como antagonistas de TRPV1.
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Canal i6bnico TRPV1

Sustancia

Referencia

Agonistas

Endogenos:

HEPE, HPETE, NADA, DAG,
HODEs, leucotrieno B4,
prostaglandinas, serotonina, pH

acido, bradiquinina e histamina

(Hwang et al 2000); (Huang et
al 2002); (Patwardhan et al
2010); (Shin et al 2002);
(Moriyama et al 2005); (Sugiuar
et al 2004); (Tominaga et al
1998); (Chuang et al 2001).

Exbégenos:

Capsaicina, pH acido,
resiniferatoxina, pinperina,

zingergona, olvinilo y etanol

(Szallasi & Blumberg 1999);
(Tominaga et al 1998);
(Caterina et al 1999);
(McNamara et al 2005);
(Salazar et al 2008).

Antagonistas

Rojo Rutenio (RR), capsazepina,
BCTC, DO1050, SB-452533,
SKF96365, yodo-resiniferatoxina,
CTPC, difenilltetrahidrofurano

(Szallasi & Blumberg 2007);
(Tominaga & Tominaga 2005,
Valenzano et al 2003).

Cu:fenantrolina y N-arilcinamidas

Tabla 1.2 Tabla resumen de una seleccion de agonistas y antagonistas de TRPV1

1.4.5 Modulacién de TRPV1

La sensibilizacion provoca en los canales i6nicos una disminucion del
umbral para un estimulo dado (térmico, quimico 0 mecanico) y un incremento en la
amplitud de la respuesta a éste. La mayoria de los agentes capaces de provocar
este efecto sobre TRPV1 son los mediadores de la inflamacion. Estos provocan la
sensibilizacion a través de diferentes vias moleculares como son la inhibicion de
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP,), la fosforilacion de la proteina quinasa A (PKA),
tirosina quinasa (Src) o de la proteina quinasa C (PKC) (Bhave et al 2002, Jeske
et al 2011, Jin et al 2004, Vellani et al 2001). Por ello se ha sugerido que los
antagonistas de TRPV1 podrian tener un efecto anti-inflamatorio y de proteccion,
lo que seria de gran utilidad como alternativa terapéutica antiinflamatoria (Devesa

et al 2011). Varios lipidos de membrana regulan la funcion de algunos canales
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ionicos, como es también el caso para TRPV1. Por ejemplo, el rol del lipido
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP,) es contradictorio, ya que se ha propuesto que
esta molécula de sefalizacion tiene un efecto tanto inhibitorio como activador
sobre TRPV1. Cuando PIP; es hidrolizado por accion de la fosfolipasa C (PLC), se
genera como producto de la hidrélisis inositol 3 fosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG),
los cuales por si solos activan TRPV1. Sin embargo, hay estudios que sugieren
efectos opuestos, ya que se ha observado que TRPV1 es sensibilizado por PIP;
luego de activar la PLC, incrementando la actividad del canal (Prescott & Julius
2003).

En la misma linea, otro grupo observd una pérdida en la respuesta de
TRPV1 a capsaicina en parches de membrana escindidos provenientes de
neuronas de ganglio raquideo, a las cuales previamente se habia eliminado el
PIP, enddgeno, recuperando la capacidad para responder al agonista después de
ser expuestas a un analogo soluble de PIP, (Stein et al 2006). En contradiccion
con estos estudios, otro grupo observé en liposomas reconstituidos de TRPV1,
que la activacion del canal era inhibida por PIP, (Cao et al 2013). Estos datos,
muestran un rol ambiguo del PIP, que podria estar relacionado con la intensidad
del estimulo (Lukacs et al 2007). Otros mediadores inflamatorios como las
prostaglandinas (PEG;) promueven la activacion de la proteina quinasa A (PKA),
la cual se une a receptores acoplados a proteina G (GPCR). La sensibilizacion por
la via PKA involucra la modulacion del adenosin monofosfato ciclico (AMPc), el
cual activa PKA, produciéndose posteriormente la fosforilacion del canal TRPV1
mediante la proteina anclada a la quinasa A (AKAP), AKAP79/150 (Zhang et al
2008). La PKA activada, activa a su vez a la proteina quinasa C (PKCg),
contribuyendo al proceso de sensibilizacion. La fosforilacion de TRPV1 a través
de la via de la proteina quinasa C (PKC) es activada por varios mediadores de la
inflamacion como: PGE,, NGF y bradiquinina (Cesare et al 1999a, Cesare &
McNaughton 1996, Numazaki et al 2002, Premkumar et al 2004, Zhang et al 2005)
Se cree que la sensibilizacion se produce a causa de un incremento en la

probabilidad de apertura del canal (Studer & McNaughton 2010, Vellani et al
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2001), y también por la estimulacion del desplazamiento de TRPV1 a la membrana
plasmatica (Morenilla-Palao et al 2004, Stein et al 2006).

Por otra parte, el decaimiento en la intensidad percibida de un estimulo
invariante, se conoce como desensibilizacion o inactivacion. El efecto de la
capsaicina sobre las fibras nociceptivas puede causar dolor o puede ejercer un
efecto analgésico. Este fendbmeno subyace en el efecto paraddjico de éste
vaniloide, por lo que la capsaicina puede ser usada como agente para el
tratamiento de desoérdenes dolorosos, como los de origen viral o las neuropatias
metabdlicas, asi como en patologias articulares como la osteoartritis. Se ha
demostrado que la fosforilacidbn en multiples sitios por PKA dependiente de AMPc,
por PKC, o por calmodulina (CaM), disminuye el grado de desensibilizacion de
TRPV1. Al igual que ocurre con otros canales idnicos, el TRPV1 es dependiente
de la entrada de Ca?* y es modulado por moléculas como quinasa I
calcio/calmodulina (CaMKIl), proceso dependiente de calcio y que involucra una
serie de fosforilacion/defosforilacion (Vellani et al 2001). Uno de los mecanismos
de desensibilizacion propuestos para el canal TRPV1 es el mediado por la
fosforilacion dependiente de PKA. Se han propuesto varios sitios de fosforilacion
en el canal tales como S116, T144, T370, S502, S774 y S800, siendo S116 y
T730 los sitios mas importantes para la reduccion de la actividad de TRPV1 por
PKA (Bhave et al 2002, Mohapatra & Nau 2003).

Otro mecanismo involucrado en la desensibilizacion de TRPV1 es la union
de la CaM al segmento de 35 amino acidos en el C-terminal, que produce una
reduccion en la actividad del canal (Numazaki et al 2003), asi como la reduccion
de PIP, (Stein et al 2006). EI ATP y la CaM compiten por el sitio de unién en los
residuos de repeticiones de anquirina en el N-terminal del canal y la efectividad de
esta interaccion determina el grado de desensibilizacion del canal tras repetidas
aplicaciones de capsaicina (Lishko et al 2007). Esta disminucién en la sensibilidad
de TRPV1 esta asociada a una disminucion de la afinidad por estos agonistas, ya
que las respuestas pueden ser recuperadas aumentando la concentracion del

agonista (Novakova-Tousova et al 2007).
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1.4.6 Activacion de TRPV1 por temperatura

La similitud de la sensacion de quemazon en el dolor inducido por
compuestos vaniloides y por el calor, sugiere que ambas respuestas estan siendo
evocadas a través de una via molecular comun (Caterina et al 1997, Cesare et al
1999b). Consistente con ésto, se ha visto que las corrientes de TRPV1 evocadas
por la capsaicina tienen propiedades similares a las generadas por el calor. En
parches escindidos en la configuracion de “inside-out” en células transfectadas
con TRPV1, se observo que el canal es capaz de abrirse en respuesta al aumento
de temperatura, sugiriendo que el canal por si mismo actia como un sensor de
calor, siendo un mecanismo restringido a la membrana plasmatica e independiente
de procesos citoplasmaticos (Tominaga et al 1998). Ademas, fue propuesto en su
dia (Vlachova et al 2003) y posteriormente demostrado, que la parte distal del C-
terminal estd involucrada en la sensibilidad térmica, asi como en la cinética de
apertura del canal y en su modulaciéon por PIP, (Brauchi et al 2006). Las
deleciones en la porcion del poro (S5-S6) dieron lugar a alteraciones en la
sensibilidad a calor sin modificar la apertura del canal por accion de la capsaicina
(Cui et al 2012). Adicionalmente, como un posible mecanismo de apertura del
canal por el calor se ha sugerido una relacion entre la temperatura de activacion y
la voltaje-dependencia, al observarse que los cambios de temperatura dan lugar a

un desplazamiento gradual de la curva dependiente de voltaje (Voets et al 2004).

1.4.7 Activacion de TRPV1 por capsaicina

El TRPV1 expresado en las aves es insensible a la activacion por
capsaicina, mientras que la activacion por calor se mantiene intacta (Jordt & Julius
2002). Mediante estudios de estructura-funcién utilizando quimeras de especies
distintas fue posible localizar los dominios requeridos para la activacion por este
agonista. Existen evidencias que sugieren que el sitio de accidén de la capsaicina
es intracelular, ya que no se observd activacion cuando se afiadio
extracelularmente una forma de capsaicina impermeable a la membrana, a
diferencia de cuando se afadio intracelularmente (Jung et al 1999). La activacion

por capsaicina genera una entrada de Ca?* y Na* hacia el interior de la célula,
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resultando en una despolarizacion, con una concentracion para producir el 50 %
del efecto maximo (ECso) de 1.1 uM (Oh et al 1996).

1.4.8 Patologias asociadas a TRPV1

Hasta la fecha no se conocen patologias relacionadas a mutaciones en el
gen que codifica para el canal TRPV1. Sin embrago, en los ultimos afios
numerosos estudios han vinculado el aumento de expresion de TRPV1, su sintesis
de novo o su desregulacién, con numerosas patologias. Dado su rol nociceptivo y
su papel en el desarrollo de hiperalgesia térmica inflamatoria, el canal TRPV1 se
encuentra relacionado con una variedad de enfermedades inflamatorias o
patologias relacionadas con la hipersensibilidad al dolor. También se ha
relacionado con desordenes gastrointestinales, vulvodinia, pancreatitis (Nilius
2007), asi como con la artritis (Fernihough et al 2005, Szabo 2005), donde hay
evidencias que muestran relacion entre la osteoartritis y el canal TRPV1, donde
ademas se ha identificado la expresion TRPV1 en las fibras nociceptivas que
inervan la cavidad articular (Engler et al 2007, Fernihough et al 2005, Kochukov et
al 2006, Schaible & Grubb 1993).

1.5 Canal i6nico TRPA1

El TRPAL es un canal catiénico no selectivo, que fue clonado por primera
vez a partir de fibroblastos de pulmén humano (Jaquemar et al 1999). TRPAL se
activa por una gran variedad de sustancias naturales como: alil-isotiocianato,
alicina, cinemaldehido, mentol, asi como también por compuestos no naturales
como: anestésicos volatiles, gases lacrimdégenos y acroleina e hipoclorito. Se
considera que TRPA1 es clave en la deteccion de estimulos quimicos irritantes
(Bautista et al 2006, Peterlin et al 2007), ya que hay estudios que demuestran que
responde a frio intenso en neuronas de ganglio nodoso (Fajardo et al 2008) y en
neuronas de ganglio de trigémino (Karashima et al 2009), sin embargo, otros
estudios niegan que dicho canal sea transductor de frio (Bautista et al 2005,

Nagata et al 2005). También ha sido propuesto que TRPAL tiene un papel en la
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mecano-transduccion, sugiriéndose su participacion en la audicion (Corey et al
2004).

Al igual que los demas TRPs, TRPAL esta constituido por 6 dominios
transmembrana a-hélice dispuestos en tetramero. Entre los dominios S5 y S6 se
encuentra un lazo de residuos de amino acidos responsables de la permeabilidad
i6nica y de la formacién del poro. Esta flanqueado en S1 y S6, por los extremos
citoplasmaticos N y C-terminal, respectivamente. En el extremo N-terminal,
contiene el dominio EF, importante para la unién del Ca**, por lo que éste dominio
esta implicado en desensibilizacion de dicho canal, asi como también cuenta con
mas de 18 repeticiones de anquirina, que modulan la unién del ligando al canal
(Lishko et al 2007). Se ha sugerido que éstos residuos interactian con el
citoesqueleto formando un resorte molecular que hace posible cambios de tension
en la membrana en respuesta a estimulos mecanicos (Corey et al 2004, Howard &
Bechstedt 2004, Lee et al 2006).

La expresion de TRPAL abarca tanto células nerviosas como no nerviosas.
En el sistema nervioso TRPA1l esta expresado en neuronas nociceptivas del
ganglio raquideo (Brierley et al 2009), trigémino (Diogenes et al 2007) y nodoso
(Story et al 2003), asi como en otros tejidos del sistema nervioso como el
hipocampo, el nlcleo supradptico, el tallo cerebral y en astrocitos (Koch et al 2011,
Lee et al 2012, Yokoyama et al 2011). Se ha detectado expresion de TRPAL en
células no nerviosas de diversos tejidos tales como células renales, hepatocitos,
miocitos cardiacos, mucosa gastrointestinal, células acinares del pancreas o

células epiteliales prostéticas, entre otras (Stokes et al 2006).

1.6 Canal i6bnico TRPMS8

El TRPM8 fue clonado a partir de tejido prostatico humano, y fue
denominado Trp-p8, ya que se observé que el gen compartia homologia con los
canales TRP (Tsavaler et al 2001). Se ha demostrado que este canal catiénico no
selectivo responde a frio inocuo y a mentol (McKemy 2002, Peier et al 2002), asi
como a otros compuestos naturales como eucaliptol, linalol, hidroxi-citronelal,

geraniol o icilina (Behrendt et al 2004, McKemy 2002). También es activado por
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ciertos derivados sintéticos del mentol como Frescolat ML, frescolatMAG, Coolact
Py PMD38 o0 WS-3-12 (Behrendt et al 2004). Al igual que ocurre con otros canales
TRP, la activacion de TRPM8 es polimodal (Jordt et al 2003), permitiéndole
funcionar como integrador de sefales (Tominaga et al 1998), lo que le hace
fundamental para la transduccion sensorial de frio moderado e intenso (Almaraz et
al 2014, Colburn et al 2007, Madrid et al 2009, Madrid et al 2006, Reid et al 2002,
Takashima et al 2007).

Estructuralmente, el TRPM8 consiste en una proteina conformada por
cuatro subunidades de seis dominios a-hélice transmembrana, flanqueada por dos
largos dominios citoplasmaticos N y C-terminal, con la region del poro entre los
segmentos S5 y S6, donde 22 residuos hidrofébicos forman el poro de selectividad
(Voets 2012). EI dominio C-terminal es esencial para el propio funcionamiento del
canal (Phelps & Gaudet 2007), asi como también se ha sugerido que es
responsable del enroscamiento y de la tetramerizacion del canal (Erler et al 2006,
Tsuruda et al 2006). En el segmento C-terminal se encuentra ademas el dominio
TRP, altamente conservado, involucrado en el acoplamiento de la union del
ligando y en la apertura del canal (Bandell et al 2006).

TRPM8 se expresa en neuronas sensoriales no peptidérgicas de los
ganglios raquideos y trigémino, y su distribucion esta restringida a una sub-
poblacidn (10-15 %) de neuronas sensibles a frio de pequefio a mediano diametro
(McKemy 2002, Peier et al 2002, Takashima et al 2007). También se expresa en
fibras sensoriales periféricas de tejidos como piel, lengua, cérnea, vejiga y colon
(Dhaka et al 2008, Hayashi et al 2009, Parra et al 2010, Stein et al 2004,
Takashima et al 2007) y en células tumorales primarias de mama, colon, pulmoény

piel (Tsavaler et al 2001).

1.7 Nocicepcién y canales TRP

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, en inglés)
define el dolor como: “Una experiencia sensorial y emocional desagradable
asociada al dafio tisular o una experiencia descrita en términos de dicho dafio”
(IASP 1979).
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Diversos tejidos y estructuras como la piel, las articulaciones y musculos,
poseen receptores sensoriales especializados que se activan por los estimulos
nocivos, llamados nociceptores. La mayoria de estos nociceptores se
corresponden con terminales nerviosas de las neuronas sensoriales primarias y
sus cuerpos celulares estan alojados en los ganglios raquideos o en el ganglio
trigémino. Estas fibras aferentes primarias que inervan los tejidos periféricos se
clasifican de acuerdo a su diametro, grado de mielinizacion y velocidad de
conduccion de sus axones en fibras A, a su vez divididas en Aa, AR, AY y Ad y
fibras C (Tabla 1.3).

Los nociceptores térmicos y mecanicos se encuentran en las fibras de
mediano diametro y mielinizadas de tipo Ad, las cuales conducen potenciales de
accion a velocidades de 5-30 m/s. Los nociceptores polimodales se encuentran en
las terminales nerviosas de los axones de las fibras no mielinizadas de pequefio
diametro, las fibras C, que conducen a velocidades promedio de 1.0 m/s. Las
fibras Ad detectan la sensacion de dolor de forma rapida, funcionando como un
sistema de advertencia al peligro o lesion, mientras que las fibras C al transmitir la
informacion mas lentamente y tener post-descarga, evocan una sensacion de
dolor més tardia y persistente.

La mayoria de las fibras C nociceptivas y algunas Ad son polimodales, por
lo que responden a estimulos nocivos de temperatura, mecanicos e incluso a
ciertas sustancias quimicas nocivas.

El estimulo nocivo es traducido a potenciales de accidon en las terminales
periféricas de estas neuronas por receptores o0 canales iGnicos especificos,
generando una corriente de entrada que despolariza la membrana de estas
neuronas, produciendo un potencial generador o receptor, el cual si es
suficientemente intenso, activa los canales voltaje dependientes de sodio, para
iniciar potenciales de accion. En el caso de las neuronas cuyos somas se
encuentran en los ganglios raquideos, esta informacion es enviada al asta dorsal
de la médula espinal, desde donde asciende al talamo y a las diversas areas de la
corteza cerebral, incluyendo la corteza somatosensorial a lo largo de las vias

espinotalamica y espinomesencefalica (Figura 1.9), generandose asi la sensacién
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de dolor. La frecuencia y duraciéon de la descarga de potenciales de accion

codifican la intensidad y duracion del estimulo especifico.

Aa AB Ay Ad B C
Aferentes
) Neuronas Aferentes
sensoriales de | Aferentes ) Aferentes ) )
) ] Fibras ] pregangliona- | sensoriales
propioceptores | sensoriales sensoriales
y motoras res del receptores
Funcion y neuronas mecanorrecep receptores .
del huso sistema de dolor,
motoras de -tores de la de dolory ]
. ) muscular nervioso temperatur
musculo piel temperatura . ]
. autonémico ay picor
esquelético.
Diametro (um) 13-20 6-12 3-6 1-5 <3 0.2-1.5
Velocidad
conduccién 80-120 35-75 12-30 5-30 3-15 0.5-2.5
(m/s)

Tabla 1.3. Clasificacion de los axones sensoriales periféricos y motores de acuerdo con su
diametro y velocidad de conduccion.

Por otra parte, la activacion alterada de los nociceptores en diversas
condiciones patoldgicas (inflamacion, lesion nerviosa) esta asociada a alodinia e
hiperalgesia. Ambos fenOmenos son comunes en estados de dolor y reflejan en
parte cambios en la actividad de los nociceptores. La alodinia se define como dolor
en respuesta a estimulos que usualmente son no dolorosos. Por otra parte, la
hiperalgesia se define como una respuesta dolorosa exagerada a un estimulo
nocivo y presencia de dolor espontaneo en ausencia del estimulo, reflejando la
sensibilizacién de los nociceptores periféricos, debido a la disminucién del umbral
de los nociceptores a la estimulacion nociva y su descarga espontanea (IASP
1979).

32



Brain Emotional,
aversive

parabrachial Lateral
tract spinothalamic
fract

Dorsal root
ganglion

H+
Heat

Noxious
cold

C-fiber

o

Ad-fiber
Pressure

Chemicals,

<

Tactile —3» Ap-fiber

Spinal cord

Figura 1.9 Representacion esquemética de la via ascendente que trasmite la informacién
nociceptiva desde la medula espinal hasta los centros superiores. Extraido de Kuner (2010).

1.7.1 Sensibilizacion de los nociceptores

El dafio o lesion en un tejido provoca el aumento en la sensibilidad al dolor,
condicion conocida como hiperalgesia primaria y secundaria (IASP 1979). En la
figura 1.10 se representan de forma esquematica como se origina la hiperalgesia
primaria: Los estimulos lesivos (mecanicos, quimicos, térmicos) activan las
aferentes primarias nociceptoras a causa del dafo tisular y modifican su
sensibilidad. Debido a la accion de una serie de sustancias quimicas (mediadores
de la inflamacion) liberadas y acumuladas en la zona del dafo. Estas sustancias
son liberadas por las propias terminales sensoriales primarias, asi como por
células inflamatorias no nerviosas, como los mastocitos, creando una sopa
inflamatoria en el sitio de la lesion.

Esta “sopa inflamatoria” contiene diversas substancias tales como:
serotonina, histamina, prostaglandinas, leucotrienos, ATP; péptidos y proteinas

como substancia P, bradiquinina y NGF, asi como protones e iones potasio. Todos
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ellos actuan disminuyendo el umbral de activacion de los nociceptores. Algunos de
estos componentes como lipidos, serotonina, protones y ATP, pueden alterar la
excitabilidad neuronal interactuando directamente con los canales ionicos de los
nociceptores, mientras que otros compuestos como la bradiquinina lo hacen

indirectamente sobre receptores especificos de membrana (Figura 1.10).

Stimulus  Representative
receptor

NGF TrkA
Bradykinin | BK;

Serotonin | 5-HT,

ATP P2X;

Mast cell or

neutrophil H* ASIC3NVR1
ST Lipids PGE,/CB1/VR1
& Heat VR1/VRL-1

[ o
Ly, Substance

Pressure DEG/ENaC ?

Spinal cord

Figura 1.10 llustracion de la complejidad molecular de los nociceptores aferentes primarios
en respuesta a los mediadores inflamatorios liberados en el sitio de dafo tisular. Se
muestran algunos de los principales componentes de la “sopa inflamatoria”, incluyendo la
bradiquinina. Cada uno de estos factores sensibiliza o excita las terminales de los nociceptores a
través de la interaccidn con los receptores de la superficie celular expresado por estas neuronas
(cuadro superior). La activacion del nociceptor no solo trasmite mensajes aferentes al asta dorsal
de la medula espinal, y de aqui al cerebro, sino que también inicia un proceso de inflamacién
neurogénica (Julius & Basbaum 2001).

En conjunto, estos eventos producen un estado de hipersensibilidad
(sensibilizacion periférica) (Scholz & Woolf 2002) que sustenta la hiperalgesia
primaria. El dafo del tejido més los efectos de la inflamacién, determinan el
cambio en la excitabilidad de las neuronas periféricas aferentes. Esto a su vez
provoca cambios en la plasticidad sinaptica y la excitabilidad de las conexiones

centrales de las aferencias primarias en la médula espinal, el talamo y la corteza,
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provocando alodinia e hiperalgesia secundaria, alterando la percepcion final del

dolor.

1.8 La osteoartritis (OA)

La osteoartritis (OA) es una de las enfermedades articulares mas comunes
y presenta una correlacion con la edad, siendo predominante (~ 70 %) en
individuos mayores de 65 afios. Esta enfermedad es la principal causa de
discapacidad fisica y pérdida de calidad de vida en los ancianos. Se caracteriza
por una reduccién progresiva del cartilago articular, menor formacion de hueso
nuevo y modificacion de las propiedades reoldgicas y bioquimicas del liquido
sinovial, lo que resulta en dolor y pérdida de la funcion articular (Figura 1.11.A). Al
producirse degeneracion del tejido articular, las fibras nerviosas aferentes que
inervan los tejidos articulares (capsula sinovial) quedan expuestos a las sustancias
inflamatorias que se liberan por el dafio. Esta exposicion a éstas sustancias pro-
inflamatioras excita y sensibiliza a los nociceptores articulares, produciendo
sensaciones de dolor y potenciando la inflamacion.

En condiciones fisiolégicas normales, existe un equilibrio dinamico entre la
sintesis y degradacion de la matriz del cartilago articular, y también en las
propiedades del HA del liquido sinovial que llena la cavidad articular, ya que se
mantiene un HA de alto peso molecular y a una concentraciéon estable (4-6 MDa y
~ 3 mg/ml, respectivamente). Sin embargo, en la OA la degradacién de los
componentes que conforman la ECM excede a su sintesis. Esto provoca una
pérdida progresiva del tejido cartilaginoso, un aumento de los estados oxidativos,
disminucién del contenido de PGs, ruptura de las cadenas de agrecanos, ademas
de la mencionada reduccién en el tamafio molecular y la concentracion del HA. Se
promueve ademas la produccién de citoquinas y moléculas pro-inflamatorias
producidas por los condrocitos y el liquido sinovial, lo cual contribuye también a la
degradacion del cartilago (Figura 1.11.B).

La sintesis de HA por los sinoviocitos decrece, disminuyendo su
concentracion en el liquido sinovial (€1 mg/ml), y el HA que es sintetizado de novo
es de menor peso molecular (Abramson & Attur 2009, Smith & Ghosh 1987).

35



El hecho de que el HA del liquido sinovial se encuentre a menor
concentracion y que sus moléculas sean de mucha menor longitud, no solo altera
sus propiedades reoldgicas, sino que determina la aparicion de moléculas
pequefias de acido hialurénico que promueven la produccién de citoquinas pro-

inflamatorias y enzimas, lo que acelera la destruccién de la articulacion.
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Figura 1.11. Representacion esquematica de una articulacion sana (derecha) y una
articulacion con artritis (izquierda) y Esquema de los factores que contribuyen a la
condicién patolégica de la OA. Se muestran los componentes de la articulacion de la rodilla:
cartilago, capsula sinovial, membrana sinovial y fluido sinovial, en condiciones no patoldgicas y
artritis. B. Esquema de varios factores que contribuyen al dafio y sintesis del cartilago. En la artritis
el balance entre degradacion y sintesis del cartilago se inclina hacia la degradacion. Esquema
extraido de Moreland (2003a).

El proceso degenerativo de los elementos articulares, también da lugar a la
activacion de las fibras nerviosas nociceptoras que inervan la cavidad articular,
generando el dolor experimentado por los pacientes con OA.

Las terapias farmacoldgicas disponibles actualmente estan dirigidas a tratar

el dolor de forma paliativa. Estos tratamientos comienzan por cambios en el estilo

36



de vida y se contintan con la intervencion farmacologica para aliviar el dolor y la
inflamacion. Estos tratamientos incluyen analgésicos (acetaminofén, inhibidores
especificos de la ciclooxigenasa-2, anti-inflamatorios no esteroideos y opioides);
terapias intra-articulares (glucocorticoides y HA), asi como tratamientos topicos
(capsaicina). Recientemente se ha planteado el uso de terapias de trasplantes de
células pluripotenciales como un tratamiento alternativo para el alivio del dolor y
mejora del cartilago en articulaciones con OA croénica (Jo et al 2014, Orozco et al
2013). Una alternativa terapéutica distinta se ha basado en la inyeccion intra-
articular de HA, con el fin de reestablecer las caracteristicas fisico-quimicas del

HA presente en las articulaciones sanas.

1.9 Osteoartritis, dolor y HA

El dolor es el sintoma mas frecuente y la principal causa de incapacidad en
articulaciones con OA. La investigacion en torno al dolor en la OA se ha centrado
en conocer los mecanismos moleculares involucrados, con el objetivo de poder
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.

Las fibras nerviosas aferentes de la articulacion inervan el tejido articular, la
capsula articular, el periostio y la membrana sinovial articular (Felson 2005,
Langford & Schmidt 1983, Skoglund 1956) y son activadas en grado variable por el
movimiento de la articulacién (Grigg et al 1986, Schaible & Schmidt 1983). Toda la
cavidad articular se encuentra inflamada durante el proceso de OA (Benito et al
2005). ElI aumento de factores pro-inflamatorios en el liquido sinovial en los
pacientes con OA, ademas de la degradacién del HA, provoca una sensibilizacion
de las fibras aferentes (Li et al 2011).

La inyeccion intra-articular de HA de alto peso molecular, un procedimiento
terapéutico conocido como visco-suplementacion, ha sido empleada como
tratamiento efectivo para la OA, al observarse que aliviaba el dolor y atenuaba la
inmovilidad inducida por la OA en caballos (Gingerich et al 1981), asi como al
restaurar la homeostasis reologica del liquido sinovial (Peyron & Balazs 1974,
Rydell & Balazs 1971). Las inyecciones intra-articulares de HA de bajo peso

molecular no producian disminucién del dolor, a diferencia de las de alto peso
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molecular (Balazs & Denlinger 1985). No obstante, el mecanismo por el cual el HA
alivia el dolor es aun desconocido.

Se ha manejado hasta ahora la hip6tesis de que el HA de alto peso
molecular restaura la visco-elasticidad de la ECM, actuando por tanto como un
filtro viscoelastico que reduce las fuerzas mecanicas transmitidas a los
nociceptores que inervan la capsula sinovial, lo que disminuye su activacion y el
dolor que esta genera, al tiempo que incrementa la movilidad de la articulacion.
Estudios electrofisioldgicos realizados sobre los canales i6nicos activados por
estiramiento expresados de forma nativa en ovocitos de Xenopus laevis,
demostraron que las respuestas evocadas por estimulos mecanicos en estos
canales, disminufan por aplicacién de Synvisc®, un HA de alto peso molecular (De
la Pefa et al 2002). Los estudios electrofisioldgicos registrando extracelularmente
en las fibras nerviosas que inervan la articulacion de la rodilla, intacta o tras una
inflamacion producida mediante la inyeccion intra-articular de kaolina y
carragenina en gatos (Pozo et al 1997) y en ratas (Gomis et al 2004), mostraron
también que la inyeccién intra-articular de HA de alto peso molecular (Synvisc®)
reducia gradualmente la frecuencia de los impulsos nerviosos evocados por tanto
movimientos nocivos como no nocivos de la articulacion de la rodilla. Los mismos
resultados de reduccion de la frecuencia de disparo de las fibras del nervio safeno
en respuesta al estimulo mecanico nocivo y no nocivo, se obtuvieron en estudios
posteriores realizados en cobayas a los que se les provocaba una osteoartritis
experimental por menisectomia, tras inyectar intra-articularmente el Synvisc®
(Gomis et al 2007) . Estas evidencias sugerian un efecto analgésico por parte de
las sustancias visco-elasticas de alto peso molecular sobre las respuestas
evocadas por estimulos mecanicos nociceptivos. Se concluia que el mecanismo
analgésico se producia, a nivel molecular, a través de una efecto de filtro del HA
sobre las fuerzas mecanicas de modo que la transmision de energia mecanica a
los canales mecanosensibles de las terminaciones nerviosas se reducia y con ello
el grado de excitacion de la terminacion.

Esta interpretacion, sin embargo, no aclara si el HA actia ademas sobre

otros elementos que también pueden contribuir a la excitacion de los nociceptores,
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tales como: 1) una posible interaccion de las moléculas de HA, cargadas
negativamente, sobre la movilidad y/o la concentracion de las moléculas de
agentes inflamatorios reduciendo su accesibilidad a la terminacion nerviosa, 2)
una posible accion del HA sobre las proteinas receptoras de los mediadores
inflamatorios en la membrana de la terminaciébn nociceptora y 3) una accion
directa del HA sobre los canales idnicos que participan en la transduccion y/o la
codificacion de los estimulos lesivos, en especial TRPV1y TRPAL.

En el presente trabajo se ha explorado la hipdtesis de que el efecto
analgésico del HA en las articulaciones con osteoartritis o artritis, sea mediado, al
menos en parte, a traves de una modulacion de la actividad del canal idnico
TRPV1, presente en las terminales nociceptivas que inervan la articulacion de la
rodilla e ‘integrador molecular’ por excelencia de los estimulos lesivos.

Adicionalmente, se conoce que el canal TRPV1 se expresa en las fibras
nociceptivas que inervan la cavidad articular (Engler et al 2007, Fernihough et al
2005, Kochukov et al 2006, Schaible & Grubb 1993) y ha sido implicado en el dolor
articular en patologias como la OA (Caterina et al 1997, Huang et al 2006).
Ademas, el dolor en la artritis cronica inducida por el co-adjuvante de Freund,
inyectado tanto intraplantar (Szabo 2005) como intra-articularmente (Barton et al
2006), es menor en ratones nulos para TRPV1 que en ratones silvestres.
Finalmente, la capsaicina aplicada de forma topica en pacientes con OA ha
mostrado efectos analgésicos en condiciones de OA moderada (McCarthy &
McCarty 1992, Rains & Bryson 1995, Watson 1994), sugiriendo que la inactivacion
de nociceptores articulares que expresan TRPV1 por esta toxina reduce el dolor

articular.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Estudiar si el hialuronato sodico (HA) tiene un efecto modulador sobre la
actividad del canal iébnico TRPVL1 y si este posible efecto puede explicar en parte el

efecto analgésico del HA sobre el dolor articular.
2.2. Objetivos Especificos

1. Estudiar el efecto de dos tipos de HA, uno de bajo peso molecular (HA-
LMW) y otro de alto peso molecular (HA-HMW), sobre las respuestas
mediadas por el canal ionico TRPV1 activado por estimulos quimicos y
fisicos, tanto en sistemas de expresion heter6logos como en neuronas
sensoriales primarias, midiendo los cambios en la concentracion de calcio

intracelular mediante la utilizacién de técnicas de imagen.

2. Estudiar el efecto del HA-HMW y HA-LMW sobre las corrientes
macroscopicas mediadas por el canal TRPV1 activado por capsaicina, en
células HEK transfectadas con TRPV1 (HEK293-TRPV1-EYFP+).

3. Estudiar como ciertas mutaciones del canal TRPV1 afectan la interaccion
con el HA, midiendo las corrientes macroscépicas evocadas por la
capsaicina, expresado en células HEK293 transfectadas con el canal

mutado.

4. Estudiar el efecto del HA-HMW sobre la sensibilizacién producida por la
accion de la bradiquinina sobre el canal TRPV1, en cultivos de neuronas
sensoriales primarias obtenidas de neuronas del ganglio raquideo,
midiendo los cambios en la concentracion de calcio intracelular, utilizando

técnicas de imagen.
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5. Estudiar mediante pruebas conductuales de nocicepcién (test de la placa
caliente o inyecciébn de capsaicina) el efecto del HA-HMW sobre la
respuesta nocifensiva de los canales TRPV1 presentes en las

terminaciones nerviosas de la planta de la pata en ratones adultos.

6. Estudiar el efecto del HA-HMW sobre otros canales idnicos de la familia de
los TRP, como los canales TRPA1 y TRPMS, utilizando medidas de cambio
en la concentracion de calcio intracelular y registros electrofisiologicos,
activando los canales con distintos agonistas, empleando sistemas de
expresion heterdlogos y neuronas sensoriales, con el fin de definir la
especificidad del posible efecto del HA sobre TRPV1.
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3. Materiales y métodos

3.1 Cultivos celulares

Se han utilizado diferentes lineas celulares como sistemas de expresion
heterdlogos del canal i6nico a estudiar. Algunas se utilizaron para transfectar
transitoriamente diferentes plasmidos para el estudio de diferentes canales iGnicos
y otras fueron lineas celulares estables que expresaban de forma permanente el

canal i6nico de interés.

3.1.1 Linea celular SH-SY5Y TRPV1

Esta linea celular fue donada a nuestro laboratorio por el Dr. Lilja, J. y la
Dra. Forsby, A., del Departamento de Neuroquimica de la Universidad de
Estocolmo, Suecia (Lilla et al 2007). Es una linea celular procedente de
neuroblastoma humano (meédula O0sea) denominada SH-SY5Y, que fue
transfectada de forma estable con TRPV1 de rata. Estas células se mantuvieron a
37 °C, 5% CO, y en el siguiente medio de cultivo:

- MEM (+Earle’s y L-Glutamina) (Gibco 21090-022)

- 1 % Aminoacidos no Esenciales (100x - Gibco 11140-35)

- 1 % Pencilina/Estreptomicina (Gibco 15140-122)

- 10 % Suero fetal bovino (Gibco 10500-064)

- 200 mM L-Glutamina (Gibco 25030-024)

- 0.4 pg/ml Puromicina (Sigma P9620).

3.1.2 Linea celular SH-SY5Y

Esta linea celular fue donada a nuestro laboratorio por el Dr. Lilja, J. y la
Dra. Forsby, A., del Departamento de Neuroquimica de la Universidad de
Estocolmo, Suecia (Lilja et al 2007). Esta linea celular se utiliz6 como control de
las células SH-SY5Y-VR1, ya que éstas ceélulas no expresan el canal idnico
TRPV1. Las células SH-SY5Y se mantuvieron a 37 °C, 5 % de CO, y con el

mismo medio de cultivo descrito anteriormente.

42



- DMEM sin GlutaMax (Gibco 41965-039)

- 1 % Pencilina/Estreptomicina (Gibco 15140-122)
- 10 % Suero fetal bovino (Gibco 10500-064)

- Medio F-12 (Gibco 21765-029)

3.1.3 Linea celular CHO-TRPA1

La linea celular CHO con expresion estable del canal TRPAL de raton fue
donada a nuestro laboratorio por el Dr. Ardem Patapoutian (The Scripps Research
Institute. La Jolla, USA) (Story et al 2003). Estas células proceden originalmente
de la linea celular CHO (Células de Ovario de Hamster) y fueron transfectadas de
forma estable con TRPAL. Las células CHO-TRPA1 se mantuvieron a 37 °C, 5 %
CO; en el siguiente medio de cultivo:

- DMEM sin GlutaMax (Gibco 41965-039)

- 10 % Suero bovino fetal (Gibco 10500-064)

- 2 % Glutamax® (Gibco 35050-038)

- 1 % Aminoéacidos no esenciales (Gibco 11140-035)

- 2 % Penicilina/Estreptomicina (Gibco 15140-122)

- 200 pg/ml Higromicina B (H3274-250MG, Sigma Aldrich)
5 ug/ml Blasticidina (46-1120, Invitrogem)

3.1.4 Células HEK293-mTRPM8-YFP

Las células HEK293 con expresion estable del canal ionico TRPM8 de
raton, fueron creadas en el laboratorio del Dr. Felix Viana del Instituto de
Neurociencias de Alicante, Universidad Miguel Hernandez-CSIC, Espafa. Esta
linea celular contiene la secuencia de ADN del TRPM8 de raton. El vector también
codifica para la proteina amarilla fluorescente (YFP), la cual emite una luz amarilla
facilmente identificable cuando es excitada a 470 nm. Estas células se
mantuvieron a 37 °C, 5 % CO; y en el siguiente medio de cultivo.

- DMEM + GlutaMax (Gibco 61965)

- 10 % Suero fetal bovino (Gibco 10500-064)

- 1 % Penicilina/Estreptomicina (Gibco 15140-122)
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- 200 pg/ml Geneticina (A1720-1g, Sigma Aldrich)

3.1.5 Linea celular HEK293

Las células HEK293 fueron obtenidas a traves de ECACC (European
Collection of Cell Cultures), UK. Es una linea celular procedente de células
embrionarias humanas de rifion. Estas células se utilizaron como sistemas de
expresion transitorio de los canales idnicos TRPV1 o TRPAL, dependiendo del
experimento a realizar. Las células HEK293 se mantuvieron a 37 °C, 5 % de CO;
en el siguiente medio de cultivo:

- DMEM + GlutaMax (Gibco 61965)

- 10 % Suero fetal bovino (Gibco 10500-064)

- 1 % Penicilina/Estreptomicina (Gibco 15140-122)

3.2 Transfeccion transitoria de células HEK293

3.2.1 Protocolo de transfeccion:

Las células HEK293 fueron transfectadas transitoriamente utilizando
Lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones dadas por el
fabricante. Se utilizo en cada caso uno de los siguientes plasmidos: TRPV1-EYFP,
N604T-TRPV1-EYFP, hTRPA1-GFP o TRPV1-K615/R617A. La transfeccion se
realizd6 en una proporcién de 1:3 (plasmido: lipofectamina). Las células HEK293
fueron plantadas en placa Petri de 24 pocillos, entre 18 y 72 horas antes de la
transfeccion, hasta llegar a un 80 % de confluencia.

El dia de la transfeccion se retird el medio completo (1ml) y se lavé con
DMEM (1ml). Luego se agregd la mezcla de transfeccion que contenia 1 pg del
plasmido y 3 pl de lipofectamina, ambos disueltos en DMEM, haciendo un volumen
total de 100 pl (este volumen es por cada pocillo de la placa Petri de 24). La
solucion fue mezclada y centrifugada para remover las gotas del eppendorf. Esta
mezcla se dejé reposar durante 20 minutos a temperatura ambiente. Una vez

transcurridos los 20 minutos, se agregdé la mezcla en el pocillo, al cual se le habian
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retirado previamente 600 ul del medio completo. Pasadas 5 horas se retird el
medio de transfeccion. Las células se tripsinizaron con tripsina 0.25 % (EDTAL1x —
Tripsina, Gibco 25200) en DMEM vy se plantaron en cristales de 12 mm tratados
con poly-L-Lysina 0.01% (P4707, Sigma Aldrich). Las células transfectadas se
utilizaron para los distintos experimentos después de 24 a 48 horas.

En los experimentos realizados con el plasmido de TRPV1-K615/R617A, se
realizdé una co-transfeccion con el plasmido que contiene el gen que codifica para
la proteina fluorescente verde (GFP), ya que este plasmido no contiene ninguna
proteina fluorescente. En los casos de co-transfeccion el protocolo a seguir fue
similar al descrito arriba, agregando el ADN de la proteina fluorescente 0.5 pg en
el eppendorf que contenia la mezcla con el otro plasmido.

3.2.2 Plasmidos utilizados

Plasmido TRPV1-EYFP

El plasmido del canal iobnico TRPV1 de rata fue donado por el laboratorio
del Dr. Cabedo del Instituto de Neurociencias de Alicante, Universidad Miguel
Herndndez-CSIC, Espafa. Este plasmido codifica para la proteina del canal ibnico
TRPV1 de rata, al cual se le ha fusionado en el extremo N-terminal la secuencia
que codifica para la proteina amarilla fluorescente mejorada (EYFP) (Cabedo et al
2004).

Plasmido N604T-TRPV1-EYFP

El plasmido que codifica para el canal iébnico TRPV1 de rata N604T ha sido
donado por el laboratorio del Dr. Ferrer-Montiel del Instituto de Biologia Celular y
Molecular, Universidad Miguel Hernandez, Espafia. Este plasmido presenta una
mutacion en el ADN que estéa relacionada con la modificacion de un aminoacido en
el sitio para la N-glicosilacion, donde se consigue la expresion de una treonina
(Thr) en lugar de la asparagina (Asn), aminoacido requerido para la realizacion de
este enlace. Este plasmido codifica ademdas la secuencia para expresion de la

proteina amarilla fluorescente mejorada (EYFP) en el N-terminal.
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Plasmido TRPV1-K615A/R617A

Este plasmido, TRPV1-K615A/R617A, fue realizado por el Dr. Francisco
Taberner en el laboratorio del Dr. Ferrer-Montiel del Instituto de Biologia Celular y
Molecular, Universidad Miguel Hernandez, Espafa. Este plasmido codifica para la
proteina de TRPV1 con una mutacién en la posicion 615 y 617, donde los
aminoacidos K y R (aminoacidos con carga positiva), han sido reemplazados por
alanina (A), un aminoacido neutro. La mutacion se encuentra en la secuencia
“H+xRG” del dominio extracelular del segmento S5 cercano al poro, donde se
sugiere una interaccion electroestéatica de la proteina TRPV1 con el polisacéarido
(HA).

Plasmido hTRPA1-GFP

Fue donado por el laboratorio del Dr. Karel Talavera de la Universidad
Catdlica de Leuven, Bélgica. Las células HEK293 fueron transfectadas
transitoriamente con el pldsmido que codifica para el canal ibnico TRPA1 humano
que tiene fusionado en el extremo N-terminal, el gen para la sintesis de la proteina

verde fluorescente (GFP), observable cuando se excita a 470 nm.

Tabla 3.4: Resumen de los plasmidos empleados:

Plasmido Gen Procedencia Observaciones

Dr. Hugo Cabedo (Instituto

. . Proteina de fusion.
TRPV1 rata de Neurociencias de ! us!

TRPV1- EYFP ) EYFP en N-terminal de
+EYFP Alicante, UMH/CSIC,
TRPV1
Espafia).
TRPV1 rata br. Montiel (Institut
r. Ferrer-viontiel (Instituto | Proteina de fusion.
N604T-TRPV1- con mutacion o
de Biologia Celular y EYFP en N-terminal de
EYFP N604T
Molecular, UMH, Esparfia). | TRPV1
+EYFP
TRPV1 rata ] )
. Dr. Ferrer-Montiel (Instituto
TRPV1- con mutacion . i
de Biologia Celular y
K615A/R617A en
Molecular, UMH, Espafia).
K615A/R617A
TRPA1-GFP TRPAL de Dr. Karel Talavera Proteina de fusién. GFP
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humano y (Universidad Catélica de en N-terminal de TRPAL

GFP Lovaina, Bélgica)

3.3 Cultivo primario de neuronas sensoriales

Los estudios fueron realizados en ratones machos adultos (P-45) y
neonatos (P3-P5) de la cepa C57BL/6JOlaHsd, provenientes del animalario del
Instituto de Neurociencias de Alicante, RMG. Los procedimientos experimentales
fueron llevados a cabo de acuerdo al Real Decreto Espafiol 1201/2005 y a la
Directiva del Consejo de la Comunidad Europea 2010/63/EU. Los procedimientos
experimentales fueron aprobados ademas por el Comité de Etica de la
Universidad Miguel Hernandez, Alicante — Espafa y la Generalitat Valenciana

3.3.1 Cultivo de neuronas de ganglio de laraiz dorsal (DRG)

Se realizaron cultivos de neuronas sensoriales de ganglio raquideo (DRG)
de ratdn para el estudio de los canales ibnicos mediante registros de imagen de
calcio. Para la extraccion de las DRGs los ratones adultos fueron sacrificados
mediante la técnica de dislocacion cervical, mientras que los neonatos mediante
decapitacion. Una vez extraida la columna vertebral, se colectan los ganglios en 2
ml de Hank’s Balanced Salt Solution 1X (HBSS sin CaCl, y sin MgCly; Invitrogen,
Gibco). Una vez extraidas las raices de los nervios raquideos los ganglios se
transfirieron a un recipiente de cristal para la disociacion enzimatica. Esta consistia
en una solucion que contenia 1 ml de medio “alimentado” (Inxmiz) compuesto por
0.6 mg de colagenasa (Collagenase Tipo Xl; Sigma Aldrich) y 3 mg de Dispasa
(Invitrogen, Gibco), los ganglios se mantuvieron durante una hora en el incubador
a 37 °C y con 5 % de CO, Posteriormente, se realiz6 una leve disociacion
mecanica con la pipeta de plastico de 1 ml subiendo y bajando la mezcla con los
ganglios. Una vez disociados los ganglios, el resultado se filtr6 a través de una
malla de 40 um de tamafio de poro. Finalmente se afiadié 4 ml de medio completo
sin calcio, lo cual evita la agregacion celular, y se procedié a centrifugar las
neuronas a 1250 r.p.m. (revoluciones por minuto) durante 10 minutos. El

precipitado obtenido se re-suspendié en 80 ul de medio completo sin calcio por
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cada cristal de 12 mm de diametro (en los cuales se plantan las neuronas).
Transcurrida aproximadamente 1 hora en la que asentaron y se pegaron las
células, se afiadi6 1 ml de medio completo a cada placa de Petri de 35 mm de
diametro.

El cultivo de neuronas de DRG provenientes de ratones neonatos, se
realizd de forma similar al protocolo descrito anteriormente para el adulto, con la
diferencia de que una vez centrifugadas las neuronas, el precipitado obtenido se
re-suspendio en un medio completo especifico para neonato (descrito mas abajo).
Se planté de igual forma 80 pl por cristal y después de 1 hora se afiadid medio
completo de neonato que contiene calcio, afiadiendo 1 pl/ml de NGF (Sigma N-
0513).

Las neuronas fueron plantadas en cristales de 12 mm de diametro y de
grosor n° 1, pre-tratados con poly-L lisina 0.01 % (P4707, Sigma Aldrich). Las
neuronas fueron mantenidas a 37 °C, en una atmosfera con control de humedad al
5 % de CO,. En ambos casos las neuronas fueron utilizadas de 24 a 48 horas
después del cultivo, y en este lapso de tiempo el medio en el cual se mantenian

las células fue reemplazado (500 pl) cada dia con medio de cultivo fresco.

Medio de cultivo para DRGs de raton adulto:

- MEM (Gibco 11095-080)

- 1% MEM Vit (Gibco 11120-037)

- 10 % Suero fetal bovino (Gibco 16000-044)

- 1 % Penicilina/Estreptomicina (Gibco 15140-122)
- 1 pl/mlI NGF (Sigma N-0513)

Medio de cultivo para DRGs de ratén neonato:

- DMEM (Gibco 61965)

- F-12 (Gibco 21765-029)

- 10 % Suero fetal bovino (Gibco 16000-044)

- 1 % Penicilina/Estreptomicina (Gibco 15140-122)
- 1 % Glutamina (Gibco 25030-024)
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- 3 % Glucosa al 20 % (JT Baker 0115)
- 1 pl/mlI NGF (Sigma N-0513)

3.3.2 Cultivo de neuronas sensoriales primarias de ganglio nodoso

Los ganglios se obtuvieron de ratones machos adultos de la cepa C57
mencionada anteriormente, de una edad comprendida en 30 y 90 dias. Los
animales fueron sacrificados utilizando CO,. Una vez extraidos los ganglios, éstos
se mantuvieron en el incubador a 37 °C con 5 % de CO,, durante 1 hora con una
mezcla que contenia las enzimas colagenasa XI 0.07 % y dispasa 0.3 %.
Posteriormente los ganglios se disociaron mecanicamente y se plantaron en el
medio de cultivo que se describe a continuacion. Las neuronas se plantaron sobre
cristales de 12 mm de diametro pre-tratados con poly-L-lisina (tal como describi6
anteriormente para las neuronas de DRG). Las neuronas fueron usadas 24 horas
después del cultivo.
- MEM (Gibco 11095-080)
- 10 % Suero fetal bovino (Gibco 16000-044)
- 1 % MEM con solucion de vitaminas (Invitrogen)
- 100 pg/ml Penicilina/Estreptomicina (Gibco 15140-122)
- 1 ng/ml NGF (Sigma N-0513)

3.4 Soluciones extracelulares e intracelulares

En las tablas a continuacion se describen las soluciones empleadas:
solucién control extracelular, empleada en los experimentos de electrofisiologia y
de medida de cambios en la concentracion de calcio intracelular y las utilizadas
para rellenar la pipeta de registro electrofisiolégico, “solucion intracelular” variables

segun el experimento a realizar.
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Tabla 3.5

Solucidn control extracelular (SC)
Compuesto Concentracion (mM)
NaCl 140
KCI 3
CaCly 2,4
MgCl, 1,3
HEPES 10
Glucosa 10
pH: 7.4 300 mOsm aprox.

Tabla 3.6

Solucién intracelular Solucién intracelular
utilizada para TRPV1-EYFP, N604T- utilizada para TRPA1-GFP
TRPV1-EYFP y TRPV1-K615A/R617A

Compuesto Concentracién (mM) Compuesto Concentracion (mM)
CsCl 140 NacCl 140
HEPES 10 CsCl 5
EGTA 5 EGTA 10
HEPES 10
pH: 7.4 300 mOsm aprox. pH 7.4 300 mOsm aprox.

3.5 Resumen de los compuestos quimicos empleados

En todas las soluciones preparadas el pH se mantuvo a 7.4 y la osmolaridad
alrededor de los 300 mOsm.
e Hialuronato de sodio (HA) en solucién al 1% en NacCl, de alto peso molecular
(HMW, = 5.2 MDa) y bajo peso molecular (LMW, = 0.44 MDa) (Biomatrix Biology

Institute, NJ, USA). Se utilizé disuelto en la solucién control, o en solucion salino

estéril. Las concentraciones utilizadas fueron 200, 400 y 800 upg/ml, segun se
indica en cada caso.
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e Capsaicina (CAP), (M2028-50MG, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) disuelta

inicialmente en etanol para preparar una solucion concentrada 1mM. A partir de

ésta, se preparé disuelta en solucion control. Se utilizaron las siguientes

concentraciones: 100 nM, 1 uM y 0.25 pM.

e Bradiquinina (BK), (B3259, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) disuelta inicialmente
en 4cido acético al 5 % para preparar una solucién concentrada 1 mM. A partir de

ésta, se prepard en solucion control a una concentracion de 2 uM.

e Hialuronidasa (Hyasa), (H1136, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) disuelta en
solucién salino estéril a una concentracion final 0.6 U/ml, quedando al inyectar 10

pl en 6U de actividad enzimatica de hialuronidasa.

¢ Nifedipina (NIF), (N7634, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) disuelta inicialmente
en DMSO (472301, Sigma Aldrich) para preparar una solucién concentrada de 10

mM. A partir de ésta se prepar6 en solucién control a una concentracion de 10 uM.

e Carbacol (Cch), (C4382, Sigma Aldrich) disuelto en H,O. A partir una solucién

concentrada de 100 mM se prepard en solucién control a una concentracion de
100 pM.

o Allil isotiocianato (AITC), (377430, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) disuelto

inicialmente en DMSO (472301, Sigma Aldrich) para preparar una solucion 1 mM.

A partir de ésta se diluyé en solucion control a las siguientes concentraciones: 20
MMy 50 uM.

e Cinemaldehido (CA), (C8.068-7, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) disuelto en

DMSO inicialmente para preparar una 500 mM. A partir de ésta se diluyd en

solucién control hasta una concentracion final de 50 uM.
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e Mentol, (Me 065, Scharlau, Espafia) disuelta en DMSO inicialmente para
preparar una solucion 300 mM. A partir de ésta se diluyé en solucidn control hasta

una concentracion final de 100 uM.

3.6 Sistemas de Registro

Las células plantadas sobre cristal se colocaron en una camara de registro
con perfusiéon constante de solucién extracelular control (0.5 ml/min) a una
temperatura basal de 22 °C para células SH-SY5Y, HEK293 y CHO-TRPAL, y a
una temperatura de 35 °C para las neuronas de DRG y ganglio nodoso. La
solucion llegaba a la camara a través de un peltier que mantenia la temperatura
constante y permitia también aplicar un cambio de temperatura (frio o calor)
cuando era necesario. La solucion extracelular control se sustituy6 por la soluciéon
con la sustancia quimica que servia de estimulo en los experimentos indicados,
asi como por solucion que contenia el HA, en experimentos determinados. En
algunos experimentos se registraron cambios en la concentracion del calcio
intracelular y en otros se realizaron registros electrofisiolégicos midiendo las

corrientes evocadas por el canal i6nico a estudiar.

3.6.1 Medida de cambios en la concentracion de calcio intracelular

Los cambios en la concentracién de calcio intracelular ([Ca®']) se
determinaron mediante el analisis fluorimétrico con la sonda Fura-2AM (Moore et
al 1990, Williams et al 1985). Para ello las células plantadas en los cristales se
incubaron con Fura-2AM (Molecular Probes) a una concentracion 5 uM junto con
0,02 % de acido pluronico (P6867-2G, Invitrogen, Molecular Probes), ambos
disueltos en solucion extracelular control. Las células se incubaron durante 45
minutos a 37 °C y 5 % CO, en oscuridad, mientras se cargaban con la sonda
fluorescente. Una vez cargadas, se retiré el medio con la sonda fluorescente y se
afiadio solucion control o solucién con HA segun el experimento. Posteriormente
los cristales con las células cultivadas y cargadas, se llevaron al sistema de
registro, donde bajo el microscopio se excitaron con luz ultravioleta a dos

longitudes de onda, 340 y 380 nm aplicandolas de forma alterna mediante la
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utilizacion de un policromador “Polychrome V” (Till Photonics). La fluorescencia
emitida fue filtrada a una longitud de onda de 510 nm para ser captada por una
camara. El cociente obtenido de la division de la intensidad de fluorescencia
procedente de las dos longitudes de excitacion (Fzso/F3g0) €S proporcional a la
concentracion de calcio intracelular (Grynkiewicz et al 1985), por lo que a lo largo
del trabajo nos referimos a los cambios en la concentracion de calcio intracelular
aunque el sistema no se calibré para obtener los datos expresados de tal forma.

Para llevar a cabo los experimentos de imagen de calcio se empled un
sistema de imagen basado en un policromador (Polychrome V, Till Photonics) y
una camara iXon-EMCCD885 (Andor Technology) acoplados a un microscopio
Nikon Eclipse TS-2000-U (Nikon Instruments Inc.) El policromador y la camara
estaban controlados a través del programa Till Vision (Till Photonics).

Como se puede observar en la figura 3.12, los bajos niveles de calcio
intracelular vienen reflejados en azul (panel A), avanzando la escala de
pseudocolor hacia el color rojo segun aumenta la concentracibn de calcio
intracelular en respuesta a un estimulo (panel B). La solucién control extracelular
empleada en todos los experimentos de imagen de calcio es la descrita
anteriormente.

En los experimentos donde se estimulé el canal TRPV1 con temperatura, se
uso al final del protocolo de temperatura, una solucion de capsaicina (100 nM)
para seleccionar las neuronas TRPV1 positivas, identificando asi las neuronas
TRV1 positivas por su respuesta a ambos estimulos. Al finalizar la aplicacion de
los estimulos de temperatura se paso una solucion con alta concentracion de K*
(30 mM) para distinguir las células excitables de las no excitables. De forma
similar se aplicd una solucidén que contenia carbacol (Cch) 100 uM en las células

HEK?293 para establecer la viabilidad de dichas células.
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Figura 3.12. Representacion del cociente entre la intensidad de fluorescencia Fz40/Fzg €n una
escala de pseudocolores como indicadores del incremento del calcio intracelular. Células
HEK293 transfectadas con el plasmido del canal iénico TRPV1, cargadas previamente durante 45
minutos con fura-2 AM, antes (A) y después de la aplicacién de calor (B).

3.6.1.1 Aplicacion de los estimulos de temperatura
En todos los casos las células plantadas en los cubreobjetos fueron ubicadas en
una micro-camara y fueron continuamente perfundidas (0.5 ml/min) con soluciones
mantenidas a 35 + 1 °C en los experimentos realizados en neuronas y a 22 + 1 °C,
temperatura ambiente, en los experimentos realizados en las lineas celulares. La
estimulacién térmica se aplic6 cambiando la temperatura de la solucién de
perfusién, generando rampas a través de un sistema peltier. Se realizaron
incrementos de temperatura hasta los 48 °C o descensos hasta los 10 °C (rampa
de temperatura: 5 s/°C), de acuerdo al canal ionico estudiado en cada caso.
Paralelamente a los registros de fluorimetria, se registraron las rampas de
temperatura mediante un termometro (Warner Instruments, Hamden, USA)
ubicado lo mas cerca posible de las células, que media la temperatura de forma
continua. Se aplico calor hasta el rango nocivo (48 °C) como estimulo para activar
el canal TRPV1 (Caterina et al 1997).

En la figura 3.13 se muestra un ejemplo del protocolo de aplicacion del
estimulo de calor, en este caso particular se aplicaron 4 estimulos de calor en
presencia de solucion control extracelular o de HA (solucién que se describe a
continuacion), 1 minuto después de finalizado el 1° estimulo de calor (siempre en
solucién control y utilizado como referencia). Esta perfusion se mantuvo fluyendo
continuamente hasta el ultimo estimulo de calor. Entre cada estimulo de

temperatura se dejé un tiempo de aproximadamente 10 minutos.
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En otro grupo de experimentos en los cuales las células habian sido pre-
tratadas con soluciéon control extracelular o con solucién con HA, se aplico un
anico estimulo de temperatura, en presencia de la solucién correspondiente
(control o HA). La incubacion con tal solucion se mantuvo durante 30 — 60 minutos
a37°Cy5 % COs,.

A SC

48°C
ZSOCL—/L ‘ J\ J\‘ e /\_

Figura 3.13. Ejemplo representativo del protocolo ggneral de aplicacion de pulsos de calor.
+

Registro fluorimétrico que refleja el aumento en la [Ca ]; expresado como el cociente o ratio de
intensidad de fluorescencia (F34O/F38) en células SH-SY5Y-TRPV1, en respuesta a los estimulos

de calor en presencia de solucion control extracelular (A), asi como en presencia de HA (B). Las
flechas azules indican el punto minimo y el punto maximo considerados para obtener la amplitud
de cada respuesta a calor. Barra vertical: 0.5 Fz40/F3g0 ¥ la horizontal corresponde a 200 s
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3.6.1.2 Aplicacion de estimulos quimicos

Las sustancias quimicas que se utilizaron para estimular las células se
aplicaron intercambiando la solucion control por la soluciébn que contenia el
agonista quimico correspondiente para activar cada canal ionico (Capsaicina:
TRPV1; Nifedipina: TRPA1 y Mentol: TRPM8). Las soluciones fluian a través de
un peltier que las mantenia a una temperatura constante (35 + 1 °C en neuronas y
22 + 1 °C lineas celulares). Asi mismo, la velocidad de perfusion se mantuvo
constante (0.5 ml/min).

Se realizé un Unico estimulo quimico en presencia de solucion control
extracelular o soluciéon con HA, una vez que las células habian sido pre-tratadas
con solucion control extracelular, o solucién de HA durante 30 — 60 minutos a 37
°Cy5 % COs.

CAP

Figura 3.14. Trazo representativo para ilustrar el protocolo general aplicado en DRGs de
ratén siguiendo el previamente descrito por Boningtong y Mcnaughton, 2003. A. en
presencia de solucién control extracelular y B aplicando 2 uM bradiquinina (2 minutos antes del
6° estimulo de capsaicina, linea roja). Las amplitudes de las respuestas, antes (a) y después (b)
de la aplicacion de bradiquinina, son medidas y utilizadas para calcular la sensibilizacion del
canal TRPV1 por efecto del agente pro-inflamatorio, calculado como el cociente b/a. Barra
vertical: 0.2 F340/F3g0 ¥ la horizontal corresponde a 2 min.
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En otro grupo de experimentos realizados sobre TRPV1, el canal idnico fue
sensibilizado con una solucién que contenia bradiquinina 2 pM, intercambiada
durante el tiempo de aplicacion con la solucién control extracelular o la solucién
con HA, de acuerdo al experimento. En la figura 3.14 se muestra un trazo
representativo de la estimulacion con pulsos de capsaicina 100 nM, protocolo
descrito por Boningthon y McNaughton en 2003 (Bonnington & McNaughton
2003).

En estos experimentos, la bradiquinina fue aplicada durante 2 minutos
antes de la aplicacion del 6° estimulo de capsaicina, durante la perfusion continua
con solucién control extracelular. Se realizaron también registros empleando un
protocolo similar, con la diferencia que después de un minuto de finalizado el 1°
estimulo de capsaicina, se paso a una solucion que contenia HA, realizando los
estimulos de capsaicina en presencia de HA. Finalmente en otro grupo, se aplico
la solucion con bradiquinina tal como se describié anteriormente, pero esta vez
durante la perfusion de la solucion de HA. En la figura 3.14 se muestra el protocolo
descrito para el grupo control (perfusion y aplicacion del agonista en presencia de

la solucidon control extracelular).

3.6.1.3 Analisis de los datos

Los datos crudos extraidos del programa de adquisicion, Till Vision fueron
analizados posteriormente utilizando el programa de representacion grafica Origin
v.8.0 (OriginLab Corporation). Se determiné la amplitud de las repuestas al
estimulo aplicado como el cociente de la intensidad de la fluorescencia (Fzao/F3s0).
En lo casos asi indicados en el apartado de resultados, la amplitud de la respuesta
obtenida para cada célula se normalizé con la 1° respuesta a un estimulo, siempre
en solucion control (respuesta control). En otros casos, donde se aplicé un Gnico
estimulo (fisico o quimico) se analiz6 la amplitud de las respuestas del grupo
control y la del grupo tratado con la solucion a estudiar. Los datos se muestran

como valores promedio junto con el error estandar de la media.
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3.6.2 Registros electrofisiolégicos

Las corrientes i6nicas registradas en las células HEK293 transfectadas
transitoriamente con el canal ionico TRPV1-EYFP, N604T-TRPV1-YFP o hTRPA1-
GFP fueron estudiadas en la modalidad conocida como “patch-clamp” en la
configuracion de célula entera y fijacibn de voltaje, midiendo las corrientes
macroscopicas evocadas a través de los canales i6nicos de la membrana
plasmatica, en respuesta a un estimulo quimico. El voltaje de fijacion de las
células se establecié en - 60 mV. A partir de éste voltaje, los canales ionicos
fueron activados por la aplicacién de rampas de voltaje de - 120 a + 150 mV para
el canal TRPV1 y de - 150 a + 150 para TRPAL., y 0.8 segundos de duracion.
Cada rampa de voltaje se aplic6 con un intervalo de 3 segundos (TRPV1) o0 5
segundos (TRPAL). Se utilizaron microelectrodos realizados a partir de capilares
de borosilicato (GC150F-7.5, Harvard Aparatus). La resistencia de los electrodos
en el bafio una vez rellenados con la solucion intracelular (ver tabla 3.5) fue de 5 a
8 MQ. Como electrodo de referencia se empled un pellet de cloruro de plata (Ag-
AgCl). Las corrientes capacitativas, asi como la resistencia, se compensaron
electronicamente con el amplificador y se usaron estos valores de capacitancia
para el calculo de las densidades de corriente. Las corrientes se registraron con
un amplificador Multiclamp 700B (Axon CNS, Molecular Devices) a una velocidad
de muestreo de 5 kHz. Los datos se digitalizaron mediante un conversor
analdgico-digital Axon Digidata 1440A (Molecular Devices). El control de los
estimulos y la adquisicion de los datos se realizé mediante el programa pClamp
10.0 (Axon Instruments Inc, USA).

3.6.2.1 Aplicacion de estimulos quimicos

Las sustancias quimicas que se utilizaron para estimular las células se
administraron intercambiando la solucion extracelular control por la solucion que
contenia el agonista quimico correspondiente para activar el canal idnico deseado
(capsaicina o nifedipina, para TRPV1 o TRPA1, respectivamente). Las soluciones
fluian a través de un peltier que mantenia las soluciones a una temperatura

constante (22 + 1 °C). La velocidad de perfusion se mantuvo constante (0.5
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ml/min). En este grupo de experimentos las células habian sido pre-tratadas en
solucién control o en soluciéon con HA, durante 30-60 minutos a 37 °Cy 5 % CO..
Para el estudio de las corrientes macroscopicas se aplicaron primero 10 rampas
de voltaje con flujo constante de solucion extracelular (en los grupos control) o de
solucion de HA. Estas 10 rampas fueron posteriormente utilizadas en el analisis
como la corriente basal (control) de cada célula. Luego de haber aplicado las 10
rampas basales se aplicé el agonista correspondiente (capsaicina 100 nM o
nifedipina 10 uM) durante aproximadamente 2 minutos y a continuacion se lavo
con solucién extracelular para ambos casos, mientras se continuaba el protocolo

de rampas de voltaje.

3.6.2.2 Analisis de los datos

Los datos extraidos del programa pClamp 10.0 fueron analizados
posteriormente utilizando el programa de representacion grafica Origin v.8.0
(OriginLab Corporation). El andlisis de la amplitud méxima de la corriente se
estudio a + 80 y - 80 mV para el grupo control y para el grupo tratado con HA. El
analisis estadistico se realiz6 mediante el programa GraphPad Prism v.5.01®. Los
datos se muestran como la media de la densidad de corriente junto con el error

estandar de la media.

3.7 Respuesta nocifensiva

Se estudio la respuesta nocifensiva al estimulo de calor nocivo (52°C) en
ratones a los que se inyectd diferentes sustancias en las dos patas traseras. Los
estudios se realizaron en ratones adultos (P-45) machos de la cepa
C57BL/6JOlaHsd provenientes del animalario del Instituto de Neurociencias de
Alicante, RMG. También se utilizaron ratones macho adultos (P45-P60) de la cepa
C57BL/6.129X1-TRPV1™Y/J (TRPV1 KO) que no muestra las respuestas
caracteristicas de TRPV1, ya que carece de dicho canal iénico (Caterina et al
2000). Los animales se mantenian bajo un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad, con comida y agua ad libitum a una temperatura de ~21 °C, y eran

revisados diariamente por el personal cualificado del SEA (Servicio de
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Experimentacion Animal, Universidad Miguel Hernandez, Campus de San Juan).
Los ratones se habituaron a la habitacion, asi como al equipo de experimentacion
durante los 4 dias anteriores a comenzar las pruebas experimentales. Los
experimentos se realizaron en ciego con respecto al conocimiento de las

soluciones inyectadas.

3.7.1 Test de la placa caliente o “Hot plate”

Para la realizacion de la prueba de la placa caliente se utilizd la placa
caliente modelo LE7406 (Harvard Apparatus). La temperatura de la placa se fij6 a
52.0 £ 0.1 °C. El test de la placa caliente consiste en medir el tiempo en segundos
que tarda el ratdbn en mostrar su primera respuesta nocidefensivas, como: sacudir,
esconder, lamerse la pata o incluso saltar. El tiempo maximo permitido al animal
sobre la placa caliente (cut-off) fue de 30 segundos, para de esta manera evitar
dafios en el tejido. Las inyecciones se realizaron en las patas traseras inyectando
un volumen final de 10 pl de la solucion indicada en cada momento: salino estéril,
HA-HMW (400 pg/ml) o hialuronidasa (6U). Se utilizé una jeringa de insulina de 1
ml con una aguja de 30 G. Se realizaron mediciones de las respuestas
nocidefensivas a las 24 horas, 48 horas, 3, 5, 7 y 9 dias después de la inyeccion.

3.7.2 Test de capsaicina

El test de capsaicina consistio en inyectar en la misma pata 1 pug/ul de esta
substancia. La capsaicina estaba disuelta en 10 % etanol, 10 % de Tween 80 y 80
% de salino estéril. Se midi6 durante una ventana de tiempo de 3 minutos el
tiempo total que el animal realizaba respuestas nocidefensivas asi como el
namero total de respuestas en ese tiempo. Al igual que en el test anterior, se
utilizé una jeringa de insulina de 1 ml con una aguja de 30 G. Con el objetivo de
estudiar si el tratamiento con HA tiene efecto sobre la respuesta a capsaicina, se
realizaron experimentos conductuales en ratones adultos a los que 48 horas antes
del test de capsaicina, se les inyectd 10 ul de solucion salina estéril a un grupo y
10 pl de HA-HMW 400 pg/ml a otro grupo.
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3.7.3 Analisis de los datos

El andlisis de los datos sobre la latencia a la respuesta nocifensiva (a calor
y a capsaicina) en todas las condiciones aplicadas, asi como las representaciones
graficas se realizaron mediante el programa Origin v. 8.0 (OriginLab Corporation).
Los datos se muestran como la media de la latencia (s) junto con el error estandar

de la media.

3.8 Analisis Estadistico de los datos

El analisis estadistico de los datos se realizO empleando el programa
GraphPad Prism v.5.01® y las representaciones graficas mediante el programa
Origin v. 8.0 (OriginLab Corporation). Para las comparaciones de datos con
distribucion normal pertenecientes a dos grupos dependientes se utilizé la prueba t
de Student pareada, mientras que para los grupos independientes se empled la
prueba t de Student no pareada. Adicionalmente, para las comparaciones de tres
0 méas grupos con distribucion normal, se utilizd la prueba ANOVA junto con el

analisis post hoc Bonferroni.
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4. Resultados

4.1 Efecto del HA sobre TRPV1 activado por calor.

Inicialmente se llevaron a cabo medidas de cambio en la concentracion de
calcio intracelular ([Ca®']) en la linea celular SH-SY5Y-TRPV1, que expresa de
forma estable el canal ibnico TRPV1. Se analiz6 el efecto de la concentracion y del
peso molecular de HA. Para ello se utilizaron dos tipos de HA: uno de bajo peso
molecular, aproximadamente 0.47 M Da, que se denominé HA-LMW vy otro de alto
peso molecular de aproximadamente 5.2 M Da, que se denominé HA-HMW. Este
estudio sirvid para determinar la concentracién y el tipo de HA que producia un
mayor efecto sobre la respuesta al calor del canal TRPV1 y se corroboré con un
protocolo experimental similar, pero aplicado en neuronas sensoriales primarias

cultivada obtenidas de ganglios raquideos (DRG).

4.1.1 Efecto del HA sobre el canal TRPV1 expresado en la linea celular
estable SH-SY5Y-TRPV1

Se exploro el efecto de dos tipos de hialuronato sédico, un HA de bajo peso
molecular (HA-LMW = 0.47 M Da) y otro HA de alto peso molecular (HA-HMW =
5.2 M Da), ambos HA a tres concentraciones diferentes: 200 ug/ml, 400 pug/ml y
800 ug/ml. El protocolo de temperatura utilizado consistiéo en la aplicacion de 4
estimulos de calor (S1, S2, S3 y S4) en forma de rampas desde 22 °C a 48 °C (2

s/ °C), aplicados en intervalos de 10 minutos cada estimulo (Figura 4.15)

4.1.1.1 Desensibilizacion del canal TRPV1

En un primer grupo de experimentos, se aplicaron los 4 estimulos de calor
durante perfusion continua con solucion control (SC, grupo control), y se determiné
la amplitud de las respuestas mediadas por el canal i6nico TRPV1 activado por
calor (48 °C). En la figura 4.15 se muestra un ejemplo representativo y se observa
la desensibilizacion de las respuestas evocadas por los estimulos consecutivos

de calor S2, S3 y S4. Estas respuestas fueron significativamente inferiores a la
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respuesta evocada por el primer estimulo de calor (S1) tomado como control,
fenbmeno que se ha descrito en la introduccibn y que se conoce como
desensibilizacion o taquifilaxia.

A SC
my
o] |
48 °C
250(;].-/\-— A . ]\ bty f\—-
200 s
B 1.6

L *k% *k%k kK
3 0.8
LL
0.4
' S1 s2 S3 sS4

NUmero de Estimulo

Figura 4.15. Efecto de la desensibilizacion del canal TRPV1 expresado en las células SH-
SY5Y-TRPV1. A. Trazado superior, ejemplo del curso temporal de las variaciones de la [Ca®']; en
respuesta al estimulo de calor (rampas hasta 48 °C, trazado inferior) en células SH-SY5Y-TRPV1
perfundidas con solucién control (SC). En el mismo campo se muestran células carentes del SH-
SY5Y WT (carentes de TRPV1), que no han respondido a los estimulos de calor (trazo azul). Se
representa el promedio + el error estandar de 5 células. B. Promedio de la amplitud de la respuesta
(F340/F3g0) @ cada estimulo de calor (n=2525). Prueba T de Student; *** p<0.001.

4.1.1.2 Efecto del HA de bajo peso molecular (HA-LMW) sobre TRPV1

Se aplicé HA-LMW a las concentraciones: 200, 400 y 800 pg/ml en las
células SH-SY5Y-TRPVL1. El protocolo fue similar al descrito anteriormente, donde
el primer estimulo de calor (S1, respuesta control) se realiz6 en presencia de
solucion control (SC). Posteriormente se perfundié con la solucién de HA-LMW a

la concentracidon indicada, de forma continua durante 30 minutos, realizando el
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segundo (S2), tercero (S3) y cuarto (S4) estimulo de calor en presencia de la

solucién con HA, como se puede observar en la figura 4.16. A, Cy E.

A sc HA-LMW 200 pg/ml B

48°C  48°C  48°C  48°C 1,67

s 1,2+

= 0,8
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- gel B 1 0|
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Figura 4.16. Efecto del HA-LMW sobre las respuestas a calor del TRPV1 expresado en la
linea celular SH-SY5Y-TRPV1. Se muestra el curso temporal de las variaciones de la [Ca I en
respuesta a los estimulos de calor (48 °C) en células SH-SY5Y-TRPV1 perfundidas con HA-LMW a
200 pg/ml (A), 400 pg/ml (C) y 800 ug/ml (E). Se identifica la perfusion con la soluciéon de HA con la
linea rosa en la parte superior y la perfusion en solucién control (SC). En los registros se
representa el promedio de cinco células junto con el error estandar. La escala vertical corresponde
a 0.5 Fayo/F3g0 Y la horizontal 200 s. A la derecha el promedio de la amplitud de la respuesta
(F340/F3g0) evocada por cada estimulo de calor para 200 ug/ml (B), 400 pg/ml (D) y 800 pg/ml (F).
En todos los casos, la primera respuesta (S1) se realizé en presencia de solucion control. Los
datos estan normalizados con la amplitud de primera respuesta (S1). 200 pg/ml, n=394; 400 pg/ml,
n=1025 y 800 ug/ml, n=846. Prueba t de Student: *** p<0.001.
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Cuando se perfundié con la solucion de HA-LMW se observo que las
respuestas evocadas por los estimulos de calor fueron significativamente
inferiores a la primera respuesta (S1) (Figura 4.16). Para eliminar el componente
debido a la desensibilizacion o taquifilaxia, se comparo la amplitud de la respuesta
en el cuarto estimulo (S4), en el que las células habian pasado 30 minutos en
presencia de HA-LMW (Figura 4.16.A, C y E), con la amplitud de la respuesta en
el cuarto estimulo del grupo de células estudiadas en solucion control (figura 4.15),
en el que veiamos el efecto de la desensibilizacion del canal por estimulacion
repetitiva. Para ello se normalizé la amplitud de la respuesta de cada célula en el
cuarto estimulo, respecto a la amplitud de su respuesta al primer estimulo
obtenida siempre en solucién control, obteniendo de esta forma el porcentaje de
respuesta respecto a su control (explicado en Métodos, figura 3.13). Como se
muestra en la tabla 4.7, se observé que en presencia de HA-LMW la amplitud de
las respuestas a calor fue de menor amplitud a lo esperado por el efecto de la

desensibilizacion.

o HA-LMW HA-LMW HA-LMW
Condicion SC
200 pg/ml 400 pg/ml 800 pg/ml
% Respuesta respecto 60+0.8 45+15 34+£0.7 31+£0.5
a su control (S4 vs S1) (n=2525) (n=394) (n=1025) (n=846)

vs. Control: ***
vs. Control; ***
T de Student vs. Control; *** vs. LMW 200: ***

vs. LMW 200: ***
vs LMW 400: N.S.

Tabla 4.7. Porcentaje de respuesta normalizado en cada condicién, S4 con respecto a S1:
Solucioén control (SC), 200, 400 y 800 pg/ml de HA-LMW en células SH-SY5Y-TRPV1. Prueba t de
Student: n.s. p>0.05; *** p<0.001.

4.1.1.3 Efecto del HA de alto peso molecular (HA-HMW) sobre TRPV1

Siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente, se emplearon
soluciones de HA-HMW a las tres concentraciones: 200, 400 y 800 pg/ml. El
primer estimulo de calor (S1) se realizé en presencia de solucion control (SC).

Posteriormente se perfundio con la solucion de HA-LMW de forma continua
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durante 30 minutos, realizando el segundo (S2), tercero (S3) y cuarto (S4)
estimulo de calor en presencia de la solucion con HA-HMW.

Los grupos de células tratadas con HA-HMW mostraron amplitudes de
respuesta significativamente inferiores en comparacion con su respuesta control.
La amplitud de la respuesta evocada por la activacion del canal TRPV1, fue menor
después de 30 minutos de exposicidon con las soluciones de HA-HMW, es decir, en
S4 (Figura 4.17).

Para eliminar el componente debido a la desensibilizacién o taquifilaxia, se
compar6 la amplitud de la respuesta en el cuarto estimulo (S4) en el que las
células habian pasado 30 minutos en presencia de HA-HMW (figura 4.17), con la
amplitud de la respuesta en el cuarto estimulo de otro grupo de células en solucién
control (Figura 4.15), en el que se veia el efecto de la desensibilizacion del canal
por estimulacion repetitiva. Se normalizé la amplitud de la respuesta de cada
célula en el cuarto estimulo, respecto a la amplitud de la respuesta al primer
estimulo obtenida siempre en solucion control, explicado en métodos (Figura
3.13).
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Figura 4.17. Efecto del HA-HMW sobre las respuestas a calor del TRPV1 expresado en la
linea celular SH-SY5Y-TRPV1. Se muestran ejemplos del curso temporal de las variaciones de la
[Ca®"]; en respuesta a los estimulos de calor (48 °C) en células SH-SY5Y-TRPV1 perfundidas con
HA-HMW a 200 pg/ml (A), 400 pg/ml (C) y 800 ug/ml (E). Se identifica la perfusién con la solucién
con HA con la linea roja en la parte superior y la perfusién en solucién control (SC). En los registros
se representa el promedio de cinco células junto con el error estandar. La escala vertical
corresponde a 0.5 Fa40/F3g ¥ la horizontal 200 s. A la derecha el promedio de la amplitud de la
respuesta (Faso/Fagp) evocado por los estimulos de calor con 200 pg/ml (B), 400 pug/ml (D) y 800
pg/ml (F). En todos los casos, la primera respuesta (S1) en presencia de solucién control (SC). Los
datos estan normalizados respecto a la primera respuesta (S1). 200 pg/ml; n=292, 400 pg/ml;
n=400 y 800 pg/ml; n=635. Prueba t de Student: *** p<0.001.
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Como se muestra en la tabla 4.8, se observd que en presencia de HA-
HMW la amplitud de las respuestas a calor fueron de menor amplitud a lo

esperado por el efecto de la desensibilizacién.

o HA-HMW HA-HMW HA-HMW
Condicion SC
200 pg/ml 400 pg/ml 800 pg/ml
% Respuesta respecto 60+0.8 23+1.0 18+0.8 31+1.0
a su control (S4 vs S1) (n=2525) (n=292) (n=400) (n=635)

vs. Control: ***
vs. Control; ***
Test t de Student vs. Control; *** vs. HMW 200: **

vs. HMW 200: **
vs HMW 400: ***

Tabla 4.8. Porcentaje de respuesta normalizado en cada condicién, S4 con respecto a S1:
Solucion control (SC), 200, 400 y 800 pug/ml de HA-HMW en células SH-SY5Y-TRPV1. Prueba
Prueba t de Student: n.s. p>0.05; p<0.01; *** p<0.001.

4.1.1.4 Analisis comparativo del efecto de la concentracién y peso
molecular del HA sobre TRPV1 en las células SH-SY5Y-TRPV1

Para ver el efecto de la concentracion y peso molecular, se compararon las
respuestas obtenidas con el Gltimo estimulo de calor (S4) tras estar las células en
presencia del polisacarido durante 30 minutos (Figura 4.18), y siempre se tuvo de
referencia la desensibilizacion del canal. Como se puede apreciar en la figura
4.18, se observé un efecto inhibitorio por parte del HA tanto de bajo peso
molecular como de alto peso molecular, siendo mayor el efecto inhibitorio de la
respuesta a calor de TRPV1 cuando se empled el HA-HMW a la concentracion
400 pg/ml. En este caso la respuesta se redujo un 82 % frente a un 40 %
observado en el grupo tratado con la solucién control (SC), debido al efecto de la
desensibilizacion o taquifilixia. Los resultados obtenidos en la linea celular SH-
SY5Y-TRPV1 sugieren un efecto inhibitorio del HA sobre las respuestas del canal
ionico TRPV1 activado por calor, teniendo un efecto mas robusto tras 30 minutos
de exposicidon con la solucién de HA.

De acuerdo al peso molecular del HA empleado, se observo que el mayor

efecto fue conseguido con el HA de alto peso molecular (HA-HMW).
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Figura 4.18. Efecto de la concentracion y peso molecular del HA sobre la respuesta de
TRPV1 a los estimulos de calor en células SH-SY5Y-TRPV1. Valor medio del porcentaje de
respuesta evocada por S4 en cada condicidn estudiada (valores normalizados en cada célula con
el de su la primera respuesta S1, respuesta control). Se muestra el grupo control (barra negra), el
grupo tratado con HA-LMW (barras rosa) y el grupo tratado con HA-HMW (barras rojas). En la
parte inferior de las barras se indica la concentracion de HA correspondiente a cada grupo: 200
pg/ml, 400 pg/ml y 800 pg/ml. Prueba ANOVA una via + Bonferroni: n.s. p>0.05; *** p<0.001.
Estadistica: (*) Control vs. HA-HMW o HA-LMW; (#) HA-LMW vs. HA-HMW.

4.1.2 Efecto del HA sobre el canal TRPV1 expresado en neuronas
sensoriales de ganglio raquideo

Una vez estudiado el efecto del HA sobre el canal inico TRPV1 en la linea
celular de expresion estable, se decidid realizar los mismos experimentos en
neuronas sensoriales primarias en cultivo que expresan el canal TRPV1 de forma
nativa. Para ello, utilizando cultivos celulares de 24 — 48 h de neuronas del ganglio
raquideo (DRG), se estudi6é el efecto del HA sobre la amplitud del cambio en
[Ca®*]; mediado por TRPV1, cuando se utilizé como estimulo el calor en un rango

nocivo (> 48 °C).
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Figura 4.19. Efecto de la desensibilizacién del canal TRPV1 en neuronas cultivadas de DRG.
A. Trazados superiores: Ejemplos del curso temporal de las variaciones en la [Ca2+]i, en respuesta
al estimulo de calor (48 °C, trazado inferior) en tres neuronas de DRG tratadas con solucion
control. B. Promedio de la amplitud de la respuesta (Fs40/Fig) @ cada estimulo de calor en
presencia de solucion control (SC), n=92. Prueba t de Student: *** p<0.001.

En este estudio se han incluido aquellas células que respondieron al
estimulo de temperatura, al estimulo de capsaicina 100 nM y al estimulo de 30
mM KCI, seleccionando de este modo neuronas TRPV1 positivas. La capsaicina
se utilizd6 para seleccionar las neuronas que respondieron al estimulo de
temperatura mediante el canal iénico TRPV1 y no a travées de otros TRP
termosensibles, como TRPV2, el cual se activa alrededor de los 52 °C o TRPV3
gue se activa sobre los 34 °C (Xu et al 2002). Finalmente el KCI 30 mM se aplicé

con el objetivo de diferenciar las células nerviosas de las no nerviosas. Estos
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estimulos (capsaicina y KCI) fueron aplicados al final del protocolo para no
interferir en el mismo y no producir desensibilizacién (estimulos no mostrados).
Nuevamente, primero se determind la desensibilizacion del canal TRPV1
por estimulacion repetititva, para lo que se aplicé un protocolo de 4 estimulos de
temperatura consecutivos en intervalos de 10 minutos, perfundiendo con solucion

extracelular (SC), tal como se muestra en la figura 4.19.A.

4.1.2.1 Efecto del HA-LMW sobre el canal TRPV1 expresado en
neuronas de ganglio raquideo

Como se describid anteriormente, el primer estimulo de calor (S1,
respuesta control) se realizé perfundiendo con solucién control y posteriormente
se perfundié con solucion de HA-LMW, de forma continua durante 30 minutos,
realizando en esas condiciones el segundo (S2), tercero (S3) y cuarto (S4)
estimulo de calor (Figura 4.20). Se emplearon soluciones de HA-LMW a las
concentraciones: 200, 400 y 800 pg/ml.

Las respuestas evocadas por los estimulos de calor en presencia de HA
fueron significativamente inferiores en amplitud a la de la primera respuesta (S1),
(Figura 4.20). Sin embargo, una parte de este efecto se debe solamente a la
desensibilizacion (taquifilaxia), como se muestra en la figura 4.19. Para eliminar el
componente atribuible a la desensibilizacion, se comparé la amplitud de la
respuesta al cuarto estimulo (S4) tras 30 minutos en presencia de HA-LMW
(Figura 4.20), con la de la respuesta al cuarto estimulo del grupo de células
perfundidas con solucion control (Figura 4.19), en el que se veia el efecto de la
desensibilizacion del canal por estimulacion repetitiva. Se normalizo la amplitud de
la respuesta de cada célula en el cuarto estimulo, respecto a la amplitud de la
respuesta al primer estimulo obtenida siempre en solucion control, como se

explico en la Seccién de Métodos (Figura 3.13).
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Figura 4.20. Efecto del HA-LMW sobre las respuestas a calor del canal TRPV1 expresado de
forma nativa en neuronas cultivadas de DRG. Se muestra el curso temporal del aumento de la
[Ca2+]i en respuesta a los estimulos de calor (48 °C) en neuronas de DRG perfundidas con HA-
LMW a 200 pg/ml (A), 400 ug/ml (C) y 800 ug/ml (E). Se identifica la perfusion con la solucién con
HA con la linea rosa en la parte superior y la perfusién en solucion control (SC). En los registros se
representa el promedio de cinco células junto con el error estandar. La escala vertical corresponde
a 0.25 F340/F3g0 Y la horizontal 200 s. A la derecha se representa el valor medio de la amplitud de la
respuesta (Fs40/F3g0) evocada por el estimulo de calor para 200 pg/ml (B), 400 pg/ml (D) y 800
pg/ml (F) comparando los valores a los sucesivos estimulos con el valor durante la perfusion con la
solucién control (primera respuesta S1) 200 pg/ml; n=31, 400 pug/ml; n=86 y 800 ug/ml; n=18.
Prueba t de Student: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

Como se muestra en la tabla 4.9, solo cuando se aplic6é HA-LMW a la
concentracion 400 pg/ml la amplitud de la respuesta a calor se redujo
significativamente en comparaciéon con la respuesta en solucién control.
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L HA-LMW HA-LMW HA-LMW
Condicion SC
200 pg/ml 400 pg/ml 800 pg/ml
% Respuesta respecto 60£2.0 68+7.0
73+3.0(n=92) | 65=+5.0(n=31)
a su control (S4 vs S1) (n=86) (n=18)

Test t de Student

vs. Control: N.S.

vs. Control; **

vs. Control: N.S.
vs. LMW 200: N.S.

vs. LMW 200: N.S.
vs LMW 400: N.S.

Tabla 4.9. Porcentaje de respuesta normalizado en cada condicién, S4 con respecto a S1:
Solucién control (SC), 200, 400 y 800 pg/ml de HA-LMW en neuronas cultivadas de DRG
provenientes de raton. Prueba t de Student: n.s. p>0.05; * p<0.05; ** p<0.01.

4.1.2.2 Efecto del HA-HMW sobre el canal TRPV1 expresados en
neuronas de ganglio raquideo

En las neuronas sensoriales de DRG, también se estudio el efecto de este
polimero de alto peso molecular a las concentraciones 200, 400 y 800 ug/ml,
siguiendo el mismo protocolo descrito en los apartados anteriores. Al final del
protocolo, se aplicé un estimulo de capsaicina 100 nM, con el fin de identificar
aguellas neuronas que habian respondido tanto a calor como al compuesto
vaniloide. La amplitud de las respuestas en las neuronas DRG activadas por calor,
tratadas con las soluciones de HA-HMW, mostraron una reduccion significativa
con cada una de las concentraciones empleadas (Figura 4.21).

Las respuestas evocadas en presencia de HA, por los estimulos de calor,
fueron inferiores a la primera respuesta (S1), obteniendo una disminucion
significativa de la amplitud de la respuesta de TRPV1 (Figura 4.21). Como se
describio anteriormente, para eliminar el componente debido a la desensibilizacién
o taquifilaxia, se comparé también la amplitud de la respuesta en el cuarto
estimulo (S4), en el que las células habian pasado 30 minutos en presencia de
HA-HMW (Figura 4.21), con la amplitud de la respuesta en el cuarto estimulo de
otro grupo de células en solucién control (Figura 4.19), en el que se veia sélo el
efecto de la desensibilizacion del canal por estimulacion repetitiva. Se normalizo la
amplitud de la respuesta de cada célula en el cuarto estimulo, respecto a la
amplitud de la respuesta al primer estimulo obtenida siempre en solucién control,

explicado en métodos, figura 3.13.
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Figura 4.21. Efecto del HA-HMW sobre las respuestas a calor del canal TRPV1 expresado de
forma nativa en neuronas cultivadas de DRG. Se muestra el curso temporal de las variaciones
de la [Ca2+]i en respuesta a los estimulos de calor (48 °C) en neuronas de DRG perfundidas con
HA-HMW a 200 pg/ml (A), 400 pug/ml (C) y 800 pg/ml (E). Se identifica la perfusién con la solucion
con HA con la linea roja en la parte superior y la perfusion en solucién control (SC). En los registros
se representa el promedio de cinco células junto con el error estandar. La escala vertical
corresponde a 0.25 F340/F3go ¥ la horizontal 200 s. A la derecha el valor medio de la amplitud de la
respuesta (Fs40/F3g0) evocada en cada estimulo de calor con 200 pg/ml (B), 400 pg/ml (D) y 800
pg/ml (F). En todos los casos, la primera respuesta (S1) se realizé en presencia de solucién
control. 200 pg/ml; n=34, 400 pg/ml; n=36 y 800 pug/ml; n=18. Prueba t de Student: n.s. p>0.05; *
p<0.01; ** p<0.01; *** p<0.001.

Como se muestra en la tabla 4.10, se observé una reduccion de la
respuesta a calor (48 °C) en presencia de HA-HMW a todas las concentraciones,

que fue mayor a lo esperado por efecto de la desensibilizacion. Los resultados
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correspondientes al HA-HMW 400 pg/ml y el control en las neuronas de DRG
mostrados en este apartado dieron lugar a los resultados mostrados en el articulo
adjunto, figura 1d-f.

L HA-HMW HA-HMW HA-HMW
Condicion SC
200 pg/ml 400 pg/ml 800 pg/ml
% Respuesta respecto
73+3.0 50 + 3.0 50+4.0 55+6.0
a su control (S4 vs S1)
vs. Control: *
vs. Control: **
Test t de Student vs. Control: *** vs. LMW 200: N.S.
vs. LMW 200: N.S.
vs LMW 400: N.S.

Tabla 4.10. Porcentaje de respuesta del S4 con respecto a S1 de cada condicién: Solucién control
(SC), 200, 400 y 800 pg/ml de HA-HMW en neuronas de DRG. Prueba t de Student: n.s. p>0.05; *
p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

4.1.2.3 Andlisis comparativo del efecto del HA sobre el canal TRPV1
expresado en neuronas de ganglio raquideo

Al igual que ocurria con la linea celular (SH-SY5Y-TRPV1), en el grupo de
neuronas de DRG registradas siempre en solucion control, la amplitud de las
respuestas iba disminuyendo con cada aplicacibn sucesiva de calor
(desensibilizacion).

Adicionalmente, al realizar las aplicaciones de calor en los grupos tratados
con las diferentes soluciones de HA, se observo, a partir del segundo estimulo de
calor, que la amplitud de las respuestas iba siendo inferior en comparacién a las
respuestas correspondientes obtenidas en el grupo control, siendo este efecto
mayor al utilizar el HA de alto peso molecular (HA-HMW), con el que se obtenia un
efecto similar a todas las concentraciones (Figura 4.22).

Finalmente, debido a que el mayor efecto se obtuvo en el grupo de
neuronas expuestas a HA de alto peso molecular (HA-HMW) a la concentracion de
400 pg/ml, se decidi6 emplear esta concentracion con el HA de alto peso
molecular para llevar a cabo el estudio que se desarrolla a partir de este punto en

el presente trabajo.
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Figura 4.22. Efecto de la concentracion y peso molecular del HA sobre la [Ca®']; en respuesta
a los estimulos de calor en neuronas de DRG. Promedio del porcentaje de la respuesta evocada
por S4 en cada condicién estudiada (valores normalizados con la primera respuesta, respuesta
control). Se muestra el grupo control (barra negra), el grupo tratado con HA-LMW (barras rosa) y el
grupo de células tratadas con HA-HMW (barras rojas). En la parte inferior de las barras se indica la
concentracion correspondiente a cada grupo: 200 pg/ml, 400 ug/ml y 800 pg/ml. Prueba t de
Student: n.s. p>0.05; *** p<0.001. (*) Control vs. HA; (#) HA-LMW vs. HA-HMW.

4.2 Efecto del HA sobre el canal TRPV1 expresado en
células HEK293

La supervivencia de las células SH-SY5Y-TRPV1 empleadas en los
experimentos antes descritos no fue satisfactoria. Por ello se decidio, pasar a
utilizar células HEK293 transfectadas con el plasmido que codifica para el canal
ionico TRPV1 unido a la proteina fluorescente amarilla EYFP (ver Métodos
seccion 3.2).

En el grupo de experimentos con estas células se estudio el efecto de la
solucion de HA-HMW a 400 upg/ml, con la que se habia observado un efecto mayor
sobre las respuestas de TRPV1, tanto en la linea celular como en las neuronas.
Para ello se aplicé el mismo protocolo de cuatro pulsos de temperatura (rampas

hasta 48 °C, cada 10 min) descrito en los apartados anteriores (Figura 4.23).
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Figura 4.23. Efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre las respuestas a calor del canal TRPV1
expresado en la linea celular HEK293. Ejemplo, en tres células en cada caso, del curso temporal
de las variaciones de la [Ca*] en respuesta a los estimulos de calor (48 °C) en células HEK293-
TRPV1-EYFP (+), en presencia de solucién control (A), asi como en presencia de HA-HMW 400
pg/ml (B). El tiempo de perfusion con la solucién con HA se identifica con una linea roja en la parte
superior de los trazos. la perfusion con solucién control (SC) se marca como linea de color negro.
La barra vertical en los registros representa la escala 0.04 Fa,0/F3g Y la horizontal 200 s. C. Valor
medio del porcentaje de respuesta evocada en cada estimulo de calor en condicion control (barras
negras) y con HA-HMW 400 pg/ml (barras rojas). La primera respuesta (S1) se realizé en
presencia de solucion control. Los datos estan normalizados con la primera respuesta en cada
situacién. Control; n=55 y HA; n=74. Prueba t de Student: n.s. p>0.05; *** p<0.001.

Cuando se perfundié con solucion control, la amplitud de la respuesta de
TRPV1 a los estimulos de calor fue disminuyendo por efecto de la
desensibilizacion, tal como se describié en la linea celular SH-SY5Y-TRPV1 y en
las neuronas de DRG. En el grupo de células perfundido con HA-HMWA a 400
pug/ml  después del primer estimulo de temperatura (S1) obtenido bajo solucién
control (SC), se puede observar como las respuestas también fueron
disminuyendo con la aplicacién consecutiva de estimulos de calor (48 °C). Sin
embargo, la magnitud del descenso de la respuesta fue mayor en comparacion

con el grupo control. Los resultados obtenidos en este apartado dieron lugar a los
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resultados mostrados en el articulo que se adjunta, figura la-c. En la tabla 4.11, se
muestra el porcentaje de respuesta del cuarto estimulo de calor normalizado con
el primero (S4 vs. S1), para determinar el efecto del HA, descartando la
desensibilizacion del canal. Como puede observarse, el HA-HMW evocO una

disminucion significativa de la respuesta.

Condicién SC HA-HMW 400 pg/ml
% Respuesta respecto a su 52+4.0 27+1.0
control (S4 vs S1) (n=55) (n=74)
Test t de Student rokk

Tabla 4.11. Porcentaje de respuesta del S4 con respecto a S1 de cada condicién: Solucién control
(SC) y HA-HMW 400 pg/ml en células HEK293-TRPV1-EYFP(+). Prueba t de Student: *** p<0.001.

4.2.1 Duracion del efecto del HA sobre la respuesta a calor de TRPV1
en células HEK293

En otro grupo de células HEK293-TRPV1-EYFP (+) se realiz6 un protocolo
de nueve pulsos de temperatura (S1-S9) aplicados cada 10 min, (Figura 4.24) con
el objetivo de determinar la persistencia del efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre
las respuestas a calor evocadas por el canal ionico TRPV1 una vez retirado el
polisacarido. Se siguidé un protocolo similar al descrito anteriormente, con la
diferencia de que, en el grupo tratado con la solucion de HA, una vez retirada la
solucibn de HA (en el cuarto estimulo de temperatura, S4) se aplicaron 5
estimulos mas de calor, perfundiendo con solucion control, tal como se muestra en
la figura 4.24.B, llegando asi a un total de 9 estimulos de calor.

En la figura 4.24.C se representa el promedio de la amplitud de las
respuestas evocadas por los estimulos de calor del grupo tratado con perfusiéon
continua de solucion control extracelular (grupo control, barras negras) o del grupo
tratado con HA durante S2-S4 (barras rojas). Se puede apreciar que el HA-HMW,
mantiene su efecto sobre las respuestas del canal TRPV1 después de que éste
haya sido retirado y que entre los estimulos S6-S7 se alcanza un grado de

desensibilizacion estable que se mantiene hasta el noveno estimulo, S9.
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A los 30 minutos (a partir de S4) de exposicion al HA-HMW 400 pg/ml, se
obtiene ya una reduccién significativa al estimulo de calor que se mantiene en el
tiempo estudiado a pesar de haber retirado la perfusion con HA.

A SC B sc HA sc
48 °C

n.s.

— Il Grupo control
100+ B8 Grupo HA con SC
- Fhk L kkk I Grupo HA con HA

80+ *k

@

*kk
*k%k
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Figura 4.24. Efecto de HA-HMW 400 pug/ml sobre la [Ca*]; en respuesta al estimulo de calor
en células HEK293-TRPV1-EYFP (+). A-B Curso temporal de las variaciones de la [Ca*], en las
células HEK293-TRPV1-EGFP, donde se muestran las respuestas a calor en presencia de solucion
control (A) y en presencia de HA (B). C Porcentaje de respuesta del canal TRPV1 en respuesta a
los estimulos de calor, en presencia de solucion control extracelular (n=53, barras negras) en
presencia de solucién de HA-HMW 400 pg/ml (n=93, barras rojas). Las barras rojas con lineas
diagonales indican el grupo tratado con HA pero durante el lavado con solucién control
extracelular. La escala vertical de los registros es 0.04 Fz40/F3g Y la horizontal corresponde a 400 s.
Prueba t de Student: n.s. p>0.05; * p<0,05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Asi pues, el HA-HMW continua ejerciendo su efecto sobre las respuestas
evocadas por TRPV1 y manteniendo una reduccién de alrededor del 77 % en las
respuestas a calor, tras el lavado del polisacarido. Esto sugiere que el efecto del

HA se mantiene a largo plazo, y que el HA permaneceria asociado a alguna zona
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de la membrana o del canal, lo que le permitiria ejercer su efecto. Estos datos

dieron lugar a los resultados mostrados en el articulo adjunto, figura S1.

4.3 Efecto del HA sobre los cambios en la concentracion
de calcio intracelular ([Ca®']j) producidos en respuesta a

la activacion de TRPV1 por capsaicina.

4.3.1 Efecto del HA-HMW sobre la respuesta a capsaicina del canal
TRPV1-EYFP expresado en células HEK293

El protocolo consistid6 en activar el canal TRPV1 con un estimulo de
capsaicina 100 nM preparada en solucién control o en HA-HMW 400 pg/ml. Las
células en las que se perfundi6 con HA-HMW 400 pg/ml, habian sido incubadas
previamente con esta solucion durante al menos 30 minutos (mantenidas en el
incubador a 37 °C y 5 % CO,). Para comprobar la viabilidad de las células se
aplicé 100 uM carbacol (Cch), que activa los receptores muscarinicos (Gomis et al
2007) , al final del experimento.

El 92 % (111 de 121) de las células HEK293-TRPV1-EYFP (+)
respondieron al estimulo de capsaicina en solucién control, mientras que en el
grupo de ceélulas pre-tratadas y perfundidas con HA, éste nimero disminuyo a 63
% (111/175). En las células que respondieron a capsaicina se midié la amplitud del

incremento de [Ca'];

evocado por el estimulo, siendo éste un 31 % menor en las
células tratadas con HA-HMW 400 pg/ml, sin que se afectara la amplitud de la
respuesta a carbacol (Figura 4.25).

Los resultados mostrados en este apartado dieron lugar a los resultados

expuestos en el articulo que se adjunta, figura 1g-h.
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Figura 4.25. Efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre la [Ca®"]; en células HEK293 transfectadas
con TRPV1-EYFP en respuesta al estimulo capsaicina 100 nM. A-B Ejemplo del curso
temporal de las variaciones de la [Ca**]; en dos neuronas de DRG en respuesta a capsaicina 100
nM, una en presencia de solucion control (A) y la otra en presencia de HA (B). C. Promedio de la
amplitud de respuesta de TRPV1 a capsaicina 100 nM (barras llenas) en condicién control o con
HA-HMW 400 pg/ml y promedio de la respuesta a 100 uM de carbacol (barras con lineas) en
condicién control y con HA. Escala vertical de los registros es 0.2 Fz/Fago ¥ horizontal 1 min.
Prueba t de Student: n.s, p>0.05; *** p<0.001

4.3.2 Efecto del HA-HMW sobre la respuesta a capsaicina del canal
TRPV1 expresado en neuronas sensoriales en cultivo.

En cultivos de neuronas sensoriales primarias de ganglios raquideos, de 24
0 48 horas, se compar6 la amplitud de la respuesta a capsaicina 100 nM disuelta
en solucién control con la obtenida en un grupo de neuronas tratadas previamente
durante al menos 30 minutos con HA-HMW 400 pg/ml y en las que la capsaicina
se aplicé disuelta en la solucion de HA-HMW 400 pg/ml (Figura 4.26.). Para
comprobar la viabilidad de las células se utilizé KClI 30 mM. El 68 % de las
neuronas estudiadas en solucién control respondieron a capsaicina mientras que
en el grupo de células pre-tratadas con HA-HMW respondieron el 37 %. El pre-
tratamiento y la perfusion con HA produjo ademas una reduccion del 44 % en la
amplitud de la respuesta a capsaicina (control: 0.3 + 0.009 vs. HA: 0.15 + 0.007,
Figura 4.26.C). No hubo diferencias significativas en las respuestas a KClI 30 mM
entre ambos grupos (Figura 4.27.C, barras con lineas). Igualmente, los resultados
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mostrados en este apartado dieron lugar a los resultados expuestos en el articulo

que se adjunta, figura 1j-I.

A SC
CAP 100 nM
KCl 30 mM

B HA-HMW PO
R
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CAP 100 nM KCI 30 mM

Figura 4.26. Efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre los cambios en [Ca"]; en neuronas de
DRG en respuesta al estimulo capsaicina 100 nM. A-B Ejemplo del curso temporal de las
variaciones de la [Ca2+]i en dos neuronas de DRG en respuesta a capsaicina 100 nM en
presencia de solucién control (A) o en presencia de HA (B). C. Promedio de la amplitud de
respuesta de TRPV1 a capsaicina 100 nM (barras llenas) o a 100 uM KCI (barras rayadas) en
solucion control (barras negras) y con HA (barras rojas). La escala de calibracion en A y B:
vertical corresponde a 0.1 Fz40/F3g0 Y la horizontal a 1 min. Prueba t de Student, n.s, p>0.05; ***
p<0.001.

4.4 Efecto del HA sobre los cambios en la concentracion
de calcio intracelular ([Ca**]) producidos en respuesta a
la activacion de TRPV1 por pH acido.

Empleando cultivos de células HEK293 transfectadas con TRPV1-EYFP, se
comparé en agquellas células que expresaban la proteina fluorescente, la amplitud
de la respuesta evocada por la activacion del canal TRPV1 por una solucién acida
(pH 4.1). Se compar6 la amplitud de la respuesta obtenida en solucién control, con
la respuesta obtenida en otro grupo de células tratadas previamente, durante al
menos 30 minutos con HA-HMW 400 pug/ml y en las que se aplicé a continuacién
una solucion que contenia HA-HMW 400 pg/ml ajustada a pH 4.1 (Figura 4.27).
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Figura 4.27. Efecto del HA HMW 400 pg/ml sobre la [Ca2+]i células HEK293-TRPV1-EYFP en
respuesta al estimulo de pH 4.1. A-B Curso temporal de las variaciones de la [Ca2+]i en dos
células HEK-TRPV1-EYFP (+) en respuesta a la solucion control ajustada a pH 4.1 (A) o en
solucién HA-HMW 400 ajustada a pH 4.1 (B). C. Promedio de la amplitud de la respuesta de
TRPV1 evocada por pH 4.1 (barras llenas) o a 100 uM carbacol en solucién control (barras negras,
n=74) y con HA (barras rojas, n=10). La escala vertical corresponde a 0.2 F340/F3g0 Y la horizontal
200 s. Prueba t de Student, n.s. p>0.05; ** p<0.01.

Se pudo observar una reduccion significativa del 40 % en la repuesta a pH
4.1 en el grupo tratado con el polisacarido (Figura 4.27C). Por otro lado la
aplicacion de carbacol 100 uM (Cch), utilizado para comprobar la viabilidad de las
células, no produjo diferencias en las respuestas entre ambos grupos (Figura
4.27.C, barras rayadas). Estos datos muestran que el HA-HMW reduce las
respuestas evocadas por la activacion con protones del canal TRPV1 expresado
en células HEK293, como ocurria también con los estimulos de calor y capsaicina,
descritos anteriormente. Los resultados que se muestran en este apartado dieron
lugar a los resultados expuestos en el articulo que se adjunta, figura S2.
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4.5 Efecto del HA sobre la amplitud de las corrientes
macroscopicas inducidas por capsaicina mediadas por el

canal TRPV1 expresado en células HEK293.

En este grupo de experimentos se midid la corriente evocada a través del
canal TRPV1 empleando la técnica de patch-clamp en la modalidad de célula
entera y fijacion de voltaje. El estudio se realizé en células HEK293 transfectadas
con la proteina de fusion TRPV1-EYFP, seleccionando las células fluorescentes
como TRPV1 positivas. Se aplicaron rampas de voltaje desde - 120 mV a + 150
mV, de 350 ms de duracién, en intervalos de 5 segundos. En cada célula se aplicé
primero 10 rampas perfundiendo con la solucion control (corriente basal debido a
la voltaje-dependencia del canal), a continuacion una solucién con capsaicina 100
nM durante 2 minutos aproximadamente, mientras seguian aplicandose las
rampas Y finalmente se lavo con la solucién control. Las corrientes basales fueron
sustraidas de la corriente obtenida en respuesta a capsaicina.

Se estudio el efecto de los dos tipos de HA, el de alto peso molecular (HA-
HMW) y el de bajo peso molecular (HA-LMW). Para ello, en diferentes grupos de
células previamente incubadas, bien con HA-HMW 400 pg/ml o con HA-LMW 400
png/ml, durante al menos 30 min (en incubador 37 °C y 5 % CO,,), se obtuvieron
las primeras 10 rampas (corriente basal) en presencia de HA, y a continuacion se
aplicé la capsaicina 100 nM preparada en HA-HMW o en HA-LMW. Una vez
finalizado el estimulo con capsaicina, se pasoé a lavar con solucién control. De las
corrientes obtenidas en respuesta a capsaicina se sustrajeron las corrientes

basales.

45.1 Efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre las corrientes
macroscopicas del TRPV1 evocadas por capsaicina

En la figura 4.28.A se muestra el promedio de las curva corriente-voltaje de
los registros obtenidos en varios grupos de células: células registradas en solucion
control (n=19, simbolos azules), células activadas con capsaicina 100 nM

preparada en solucidon control (n=19, simbolos negros) y células registradas
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cuando la corriente se activdé con capsaicina 100 nM en solucién con HA-HMW

400 pg/ml (n=18 simbolos rojos).
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Figura 4.28. Efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre la amplitud de las corrientes
macroscopicas inducidas por capsaicina 100 nM en células HEK293-TRPV1-EYFP (+). A
Promedio de las curvas corriente-voltaje obtenidas en la configuracion de célula entera, mostrando
la corriente total sin el agonista (simbolos en azul) y la corriente activada por capsaicina 100 nM,
en presencia de solucion control (simbolos en negro) y en presencia de HA-HMW 400 pg/ml
(simbolos en rojo). B Promedio de la densidad de corriente medida a + 80 y a - 80 mV, evocada
por capsaicina 100 nM en las células registradas en solucion control (barras negras) o en células
tratadas previamente y perfundidas con HA-HMW 400 ug/ml (barras rojas). C-D. Curso temporal de
la corriente a V,, — 60 mV activada por capsaicina 1 UM en presencia de solucién extracelular (C) o
con HA-HMW 400 ug/ml (D). E. Promedio del maximo de corriente (pA/pF) evocada por capsaicina
1 uM a — 60 mV en solucién extracelular (barra negra) o en presencia de HA (barra roja). Escala
vertical de registros corresponde a 20 pA/pF y la horizontal a 1 min. Prueba t de Student: n.s.
p>0.05; * p<0.05; ** p<0.01.

En la figura 4.28.B se muestra el promedio de la amplitud de las corrientes
macroscopicas mediadas por TRPV1 en las células HEK293-TRPV1-EYFP,
medida a + 80 mV y a - 80 mV. Se puede observar que el promedio de la densidad
de la corriente medida a + 80 mV en respuesta a capsaicina del grupo de células

que fueron pre-tratadas y registradas en HA-HMWA, fue significativamente menor
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en comparacion con el grupo de células registradas en solucion control, con una
reduccion de la amplitud del 70 % en presencia de HA-HMW.

Este efecto inhibitorio en la corriente también se observdé a valores
fisiologicos de potencial de membrana de las células, como pudo comprobarse en
experimentos de registro de patch-clamp en la modalidad de fijacion de voltaje en
célula entera, utilizando células HEK293-TRPV1-EYFP (+) y manteniendo el
potencial de membrana a - 60 mV. En la figura 4.28.C se muestra un registro de
corriente representativo de una célula registrada en solucién control que contenia
capsaicina 1 puM, y en la figura 4.28.D, el registro de una célula representativa
previamente incubada y registrada con HA-HMW 400 pg/ml durante la aplicaciéon
de capsaicina 1 uM. Las corrientes macroscépicas evocadas por la aplicacion de 1
MM de capsaicina mostraron una reduccion del 60 % en las células pre-tratadas y
registradas con HA-HMW, tal como puede verse en la figura 4.28.E, en la que se
muestra la densidad de la corriente. Los resultados que se muestran en este
apartado dieron lugar a los resultados expuestos en el articulo que se adjunta,

figura 2.

4.5.2 Efecto del HA-LMW 400 ug/ml sobre las corrientes macroscopicas
del TRPV1 evocadas por capsaicina

Los experimentos de medida de cambios en la concentracién de calcio
intracelular en las células SH-SY5Y-TRPV1 tratadas con HA de bajo peso
molecular (HA-LMW) habian mostrado una disminucién de la respuesta de TRPV1
al estimulo de calor. Por ello se ha estudiado también el efecto del HA-LMW sobre
la corriente macroscopica evocada por capsaicina mediante registros
electrofisiolégicos en los que se siguidé el mismo protocolo realizado en el apartado
anterior, pero utilizando HA-LMW 400 pg/ml (figura 4.29).

En la figura 4.29.A se muestra el promedio de las curva corriente-voltaje
correspondiente a los registros obtenidos en varios grupos de células: células
registradas en solucién control (n=11, simbolos azules), células activadas con
capsaicina 100 nM en solucién control (n=11, simbolos negros) y células activadas

con capsaicina 100 nM en solucion de HA-LMW 400 pg/ml (n=12 simbolos rosa).
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Figura 4.29. Efecto del HA-LMW 400 pg/ml sobre la amplitud de las corrientes
macroscépicas inducidas por capsaicina 100 nM en células HEK293-TRPV1-EYFP (+). A
Promedio de las curvas corriente-voltaje obtenidas en la configuracion de célula entera, de la
corriente total sin agonista (simbolos azules), la corriente activada por capsaicina 100 nM
preparada en solucion control (simbolos negros) o preparada en HA-LMW 400 pg/ml (simbolos
rosa). B Promedio de la densidad de corriente evocada por capsaicina 100 nM medida a +80 y -80
mV en solucién control (barras negras) o en HA-LMW 400 pg/ml (barras rosa). C-D. Curso
temporal de la corriente a V,, — 60 mV activada por capsaicina 1 UM en presencia de solucion
control (C) o de HA-LMW 400 pg/ml (D). E. Promedio del maximo de corriente (pA/pF) evocada por
capsaicina 1 uM a — 60 mV en solucion control (barra negra) o en presencia de HA (barra rosa).
Escala vertical de registros corresponde a 40 pA/pF y la horizontal a 1 min. Prueba t de Student:
n.s. p>0.05; * p<0.05.

En la figura 4.29.B se muestra el promedio de la amplitud de las corrientes
macroscopicas mediadas por TRPV1 en las células HEK293-TRPV1-EYFP (+),
medida a + 80 mV y a - 80 mV, expresada como densidad de corriente.
Comparando la densidad de corriente activada por capsaicina 100 nM a + 80 mV

en solucion control o en HA-LMW 400 pg/ml, se observa una reduccion
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significativa del 37 %, en las células en presencia del polisacarido. Asimismo, la
corriente registrada a — 60 mV durante la aplicacién de capsaicina 1 uM se redujo
significativamente en un 44 %, en el grupo de células pre-tratado y registrado con
HA-LMW (Figura 4.29.E). Como se puede observar, el HA de bajo peso molecular
fue capaz de reducir la corriente de TRPV1 evocada por el vaniloide, pero su
efecto fue menor que el observado con el HA de alto peso molecular (apartado de
resultados anterior, 4.5.1, figura 4.28).

4.6 La inhibicion producida por el HA sobre TRPV1 no se

ve afectada por la N-glicosilacion del canal.

El canal ionico TRPV1 presenta una N-glicosilaciéon en la asparagina 604
(N604) cercana al poro del canal. Esta glicosilacion se ha encontrado tanto en el
canal expresado en sistemas de expresion heterdlogos, como en el canal nativo
que se expresa en neuronas del ganglio raquideo (Jahnel et al 2001, Veldhuis et al
2012). Se ha demostrado que la N-glicosilacion modifica la desensibilizacion y la
permeabilidad i6nica del canal (Veldhuis et al 2012), afectando de esta manera la
transduccion de la informacién y consecuentemente la percepciéon del dolor. Para
comprobar si la N-glicosilacion en TRPV1 tenia un papel en el efecto inhibitorio del
HA sobre el canal, se realizaron registros electrofisiologicos en la modalidad de
patch-clamp, usando la configuracion de célula entera y fijacion de voltaje y se
compararon las corrientes macroscopicas mediadas por el canal TRPV1 activado
por capsaicina 1 uM en células HEK293 transfectadas con TRPV1-EYFP y células
HEK293 transfectadas con el TRPV1 modificado, en el que se habia cambiado la
asparagina 604 por una treonina (N604T-TRPV1-EYFP). Esta modificacion se
realiz6 en laboratorio del Dr. Ferrer Montiel (Instituto de Biologia Celular y
molecular, UMH). Los registros se obtuvieron manteniendo la membrana a un
potencial de membrana fijo de - 60 mV. Se compararon las corrientes evocadas
por la capsaicina 1 uM, medidas en solucién control y en presencia de HA-HMW
400 pg/ml, tras una incubacion previa de las células en HA, como en protocolos

anteriores.
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Figura 4.30 Efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre la amplitud maxima de la corriente a -60 mV
en células HEK293 transfectadas con N604T-TRPV1-EYFP en respuesta al estimulo
capsaicina 1 uM. A-B Trazo de representativo de una célula activada con capsaicina 1 uM en
preparada en solucion control (A) o en HA-HMW 400 pg/ml (B). La escala vertical de los registros
corresponde a 40 pA/pF y la horizontal 50 s. C. Promedio del maximo de corriente (pA/pF) a - 60
mV en respuesta a capsaicina 1 M en solucion control (barra negra) y en HA-HMW 400 pg/ml
(barra roja). Prueba t de Student: * p<0.05.

En la figura 4.30.A y B, se muestra el registro de una célula representativa
de las HEK293-N604T-TRPV1-EYFP (+), respondiendo al estimulo de capsaicina
1 pM en solucion control (Figura 4.30.A) y en solucion de HA-HMW 400 pg/mi
(Figura 4.30.B). En la figura 4.30.C se muestra el promedio del pico maximo de la
densidad de corriente. Se observan diferencias significativas entre ambos grupos,
resultando en una reduccion de la amplitud de la corriente del 50 % en el grupo
tratado con HA HMW 400 pg/ml. Esto implica que la glicosilacion no afecté a la
inhibicion provocada por el HA.

El porcentaje de reduccion de la corriente mediada por el canal i6nico
N604T-TRPV1-EYFP es muy similar al obtenido utilizando el canal TRPV1-EYFP
silvestre (el plasmido utilizado en los experimentos anteriores, figura 4.28 y 4.29),
con valores del 50 % y 60 %, respectivamente lo que no representa una diferencia
significativa en la reduccion de la respuesta con HA observada en el canal N604T-
TRPV1-EYFP y el canal TRPV1-EYFP (silvestre). Ello sugiere que el sitio de
glicosilacion en la asparagina 604 no esta involucrado en la posible interaccion del
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HA con el canal ibnico TRPV1. Los resultados mostrados en este apartado dieron

lugar a los resultados expuestos en el articulo que se adjunta, figura S3.

4.7 Interaccion del HA con el canal TRPV1.

En colaboracion con el laboratorio del Dr. Ferrer Montiel (Instituto de
Biologia Celular y molecular, UMH) se realizaron diferentes aproximaciones
bioguimicas para tratar de definir si el efecto inhibitorio del HA sobre la actividad
de TRPV1 se debia a una interaccion directa o indirecta del HA con el canal.

El HA se une a varias proteinas extracelulares de membrana mediante
diferentes dominios de union “hyaluronan-bindings domains” (Yang et al 1994) y
también se une a secuencias cortas que contienen aminoacidos basicos,
denominadas “BX;B motifs”. Como se describe en el Apéndice lll, realizando
experimentos in silico se hall6 un sitio con una alta probabilidad de interaccién
entre el HA y TRPV1, la secuencia H+xRG, localizada en el dominio externo del
guinto segmento del canal cerca del poro.

Basandose en esta informacion, se generd un pldsmido con el canal TRPV1
mutado (TRPV1-K615A/R617A), en el que se reemplazaron los aminoacidos
cargados positivamente, lisina y arginina (K y R, respectivamente), en la secuencia
H+XRG, por un aminoacido neutro como la alanina (A). Con este plasmido se
realizd6 una co-trasnfeccion junto con el plasmido que codifica para la proteina
fluorescente GFP.

A continuacion, en las células que eran fluorescentes, se realizaron
registros electrofisiolégicos de “patch-clamp” con fijacion de voltaje, en la
configuracion de célula entera, aplicando rampas de voltaje de - 120 a + 150 mV,
siguiendo el mismo protocolo experimental que se habia aplicado para el estudio

del efecto del HA sobre el canal TRPV1 silvestre (apartado de resultados 4.5).
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Figura 4.31. Efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre la amplitud de las corrientes
macroscoépicas inducidas por capsaicina 100 nM en células HEK293-TRPV1-K615/R617A. A.
Promedio de las curvas corriente-voltaje obtenidas en la configuracion de célula entera, de la
corriente total sin el agonista (simbolos azules) y la corriente activada por capsaicina 100 nM,
preparada en solucion control (simbolos negros) y preparada en HA-HMW 400 pg/ml (simbolos
rojos). B. Promedio de la densidad de corriente medida a + 80 evocada por capsaicina 100 nM
preparada en solucién control (barra negras) o en HA-HMW 400 pg/ml (barra rojas). C-D. Ejemplo
del curso temporal de la corriente a un valor fijado —60 mV en una célula activada por capsaicina 1
MM en solucion control (C) y de una célula activada por capsaicina preparada en HA-HMW 400
pg/ml (D). Escala vertical de los registros es 40 pA/pF y la horizontal 50 s. Prueba t de Student: n.s.
p>0.05.

Como se puede observar en la figura 4.31.B, no se encontraron diferencias
significativas en la densidad de corriente (pA/pF) a + 80 mV entre el grupo control
y el grupo de células tratadas con HA-HMW. Asimismo, el estudio de la corriente a
potencial de membrana fisiolégico (-60 mV) activando el canal TRPV1 con
capsaicina 1 pM, no mostro diferencias de respuesta entre el grupo control y el

tratado con HA-HMW 400 pg/ml (Figura 4.31.E). En conjunto, los resultados
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obtenidos con el canal mutado TRPV1-K615A/R617A, confirman que el HA no
tiene ningun efecto sobre las células que expresan el canal TRPV1 mutado,
indicando que éste ha perdido su potencial sitio de interaccion, lo que apoya la
interpretacion de que el sitio mutado constituye un punto importante para la
interaccion entre ambas moléculas. Los resultados que se muestran en este
apartado dieron lugar a los resultados mostrados en el articulo que se adjunta,
figura 2b-d.

4.8 Efecto del HA sobre la sensibilizacion del TRPV1 por
la bradiquinina en neuronas sensoriales primarias

cultivadas.

Uno de los principales mediadores de la respuesta inflamatoria, incluyendo
el dolor y la hiperalgesia, es la bradiquinina (BK) (Cesare et al 1999a, Zhang et al
2005). La bradiguinina causa despolarizacién de los nociceptores y sensibilizaciéon
de la respuesta a los estimulos térmicos y mecanicos a través del canal TRPV1.
Esta accion viene mediada, tanto en condiciones normales como en condiciones
de inflamacion por el receptor de bradiquinina B2 y la activacion de canales
TRPV1 ubicados en la membrana plasmatica (Cesare & McNaughton 1996, Huang
et al 2006).

A la vista de la inhibicion producida por el HA sobre el canal TRPV1
observada en los experimentos anteriores, se exploré si el HA podria también
prevenir la sensibilizacion del canal producida por la bradiquinina. Para cuantificar
la sensibilizacién por la BK sobre la respuesta a capsaicina 100 nM del TRPV1, se
llevaron a cabo en neuronas disociadas de ganglio raquideo de ratén, medidas de
[Ca®*]; empleando el protocolo descrito por Bonnington and McNaughton (2003).
Este protocolo consistié en aplicar inicialmente 9 estimulos de capsaicina 100 nM
de una duracién de 20 segundos a intervalos de 4 minutos (ver figura 4.32.A).

2+]i

Como se mencion6 al inicio, la capsaicina provocaba un aumento en la [Ca“]i solo

en las neuronas que expresan TRPV1.
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Figura 4.32. Efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre los cambios en [Caz+]I en las respuestas de
TRPV1 sensibilizadas por bradiquinina en neuronas sensoriales de DRG provenlentes de
raton. A Trazado obtenido de una neurona representativa que muestra los cambios en la [Ca T en
respuesta a estimulos de capsaicina 100 nM perfundiendo con solucién control. B Experimento
similar al A agregando bradiquinina 2 puM tras el 5° estimulo. D perfundiendo con solucion de HA-
HMW 400 pg/ml y E experimento similar al D agregando bradiquinina 2 uM esta vez preparada en
HA-HMW 400 pg/ml. C-F Distribucién de frecuencia del cociente entre 6 /5 estimulo de capsaicina
100 nM en condiciones control (barra negra) y aplicando BK 2 uM (barra azul) (C), efecto del HA
(barra roja) y HA con bradiquinina 2 uM (barra azul y rojo) (F).
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Un grupo de células se registré con solucion control, y en ellas la amplitud
de las respuestas a estimulos sucesivos con el agonista evidencio la aparicion de
desensibilizacion, que se estabilizé normalmente entre el 5° quinto y 6 estimulo
con capsaicina 100 nM, tal como se observa en la figura 4.32.A. El valor del
cociente entre las amplitudes del 6° y 5° estimulo (Amp6/Amp5’) se empled como
referencia de la estabilizacion de la desensibilizacion (Figura 4.32.C). Para medir
el efecto sensibilizador de la bradiquinina (en presencia o no del HA), se aplicd
bradiquinina 2 pM, 2 min antes de administrar el 6  estimulo, midiéndose la
amplitud de las respuestas del 6° estimulo y 5 estimulo (Figura 4.32.C y F). Pudo
observarse que la respuesta al 6° estimulo aumentaba claramente con la
exposiciéon a bradiquinina (Figura 4.32.B), lo que se tradujo en un valor mas alto
del cociente (Amp6/Amp5’) estimulo.

La figura 4.32.C muestra que cuando no se aplicé bradiquinina, las
neuronas registradas en solucion control muestran una distribucion normal de
cocientes 6/5 centrada alrededor de 0.8. En un grupo diferente de neuronas se
estudio el efecto del HA empleando el mismo protocolo de estimulacion (Figura
4.32.D) pero perfundiendo con la solucion de HAHMW 400 pg/ml después el 1°
estimulo con capsaicina 100 nM (es decir desde el 2° hasta el 6" estimulo). Como
muestra la figura 4.32.D se obtuvo la esperada inhibicidon gradual de la respuesta a
capsaicina inducida por el HA.

Finalmente, en otro grupo de neuronas se estudio el efecto de la BK sobre
la sensibilizacion de TRPV1 a capsaicina 100 nM en presencia de HA-HMW 400
pug/ml. Como se habia hecho en condiciones control, se afiadié bradiquinina 2 pM
durante 2 min antes de aplicar el 6" estimulo, esta vez en presencia de HA-HMW
400 pg/ml (Figura 4.32.B). Bajo éstas condiciones, la sensibilizacion de la
respuesta del canal TRPV1 debida a la aplicacion de bradiquinina no fue tan
evidente como la observada en situacidon control. En la figura 4.32.F se representa
la distribucidn del porcentaje de células versus el cociente de las amplitudes de las
respuestas obtenidas en el 6° y 5° estimulo (Amp6/Amp5’), mostrando que bajo
las condiciones de HA-HMW 400 pg/ml la bradiquinina no llega a tener el efecto de

sensibilizador observado en el grupo tratado con solucién control.
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La figura 4.33 resume estos datos, presentando el promedio del cociente
Amp6’/Amp5’ en respuesta a capsaicina 100 nM en cada una de las condiciones
estudiadas. Se puede observar que efectivamente la BK genera un efecto
potenciador sobre la amplitud de la respuesta del canal i6nico TRPV1 en
presencia de solucion control. Sin embargo, en neuronas previamente tratadas
con HA el efecto de la BK sobre TRPV1 es mucho menor que en situacion control,
mantenido la amplitud de la respuesta a valores muy cercanos a los observados
con perfusion continua de HA-HMW 400 pg/ml (sin bradiquinina), lo que sugiere
que en alguna medida, el HA estaria previniendo la sensibilizacion generada por
éste agente pro-inflamatorio. Los resultados que se muestran en este apartado
dieron lugar a los resultados expuestos en el articulo que se adjunta, figura S4.
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Figura 4.33. Resumen del efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre la [Ca®"]; de las respuestas de
TRPV1 sensibilizado por bradiquinina en neuronas sensoriales de DRG provenientes de
raton. Promedio del valor la amplitud del cociente de la respuesta mediada por el canal i6nico
TRPV1, del 6° entre el 5° del estimulo de capsaicina 100 nM, en condicién control (barra negra,
n=101) y en presencia de HA (barra roja, n=80), y luego de la aplicacién de bradiquinina en ambas
condiciones (barra azul, n=174 y barra con lineas rojas, n=74), respectivamente. Prueba t de
Student n.s p>0.05; ** p<0.01; ***p<0.001.
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4.9 Efecto de la inyeccion de HA sobre la latencia de la
respuesta nocifensiva a calor y a capsaicina en ratones

despiertos.

Con el objetivo de conocer el efecto del HA sobre las terminales
nociceptivas in vivo, se estudio la latencia de la primera respuesta nocifensiva en
ratones, utilizando el test de la placa caliente (52 + 0.1) °C. Se determiné el tiempo
requerido para evocar la primera respuesta nocifensiva en respuesta al
calentamiento de la planta de la pata antes y después de inyectar
subcutaneamente diferentes sustancias. Se valoraron como conductas
nocidefensivas las siguientes respuestas en el raton: lamida, mordida, elevacion, o
sacudida de la pata trasera, e incluso salto, todas ellas consideradas como

comportamiento en respuesta al dolor agudo por estimulos nocivos (Barrot 2012).

Q 184 —@— Control Sk
= _
) —‘—HA **
e 16+ Hyasa
o -
8 14
o _
2 12
0 _
0]
8 104
c _
[T
T 84
_I -
6
T T T T
Baseline 2D 5D 7D

Tiempo

Figura 4.34. Curso temporal del efecto de la inyeccién intra-plantar en la pata trasera de
ratones de 10 ul de diferentes soluciones, sobre la latencia de la respuestas nocidefensiva
en la prueba de la placa caliente. Las medidas se realizaron 2, 5 y 7 dias después de la
inyeccién. Simbolos negros, solucién salina estéril. Simbolos rojos HA-HMW 400 pg/ml. Simbolos
naranja hialuronidasa 6 U. Prueba t de Student: n.s. p>0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Después de realizar la medida de la latencia control (naive) para cada

ratbn, en los animales de los diferentes grupos se inyect6 en ambas patas
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traseras, 10 pl de diferentes soluciones. Un primer grupo recibié solucion salina
estéril (control). Otro grupo de animales recibié hialuronidasa (Hyasa, 6 U), enzima
gue degrada el HA endégeno de la matriz extracelular (ECM). El tercer grupo de
animales recibié solucion de HA-HMW 400 pg/ml. Se realizaron medidas de la
latencia en respuesta al calor producido por la placa caliente 2, 5y 7 dias después
de la inyeccion.

Como se puede observar en la figura 4.34, la destruccion del HA nativo con
hialuronidasa, disminuyé el tiempo requerido para que los ratones mostraran una
respuesta nociceptiva en comparacion con el grupo control, mientras que la

inyeccion de HA-HMW 400 pg/ml aumentd dicha latencia.
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Figura 4.35. Efecto de la inyeccidn intra-plantar en la pata trasera de ratones sobre la
latencia a las respuestas nocidefensivas mediadas por el canal TRPV1, mediante la
utilizacion de la prueba de la placa caliente. Promedio de la latencia a la primera respuesta
nocifensiva en ratones silvestres y ratones TRPV1™" luego de recibir una inyeccién intra-plantar en
la pata trasera izquierda de 10 ul de solucién salino estéril (barra negra), de 10 pl de HA (barra
roja), de 10 ul de hialuronidasa 6 U (barra lineas naranja) o una primera inyecciéon de 10 pul de
hialuronidasa seguido por otra inyeccién de 10 pl de HA 5 dias después (barra naranja). La barra
gris representa el promedio del grupo naive, el cual no recibié ninguna inyeccion. El nimero de
animales utilizados en el grupo silvestre: n = 6, 25, 12, 11y 7, y en el grupo TRPV1™” : n = 25, 18.
Prueba t de Student: n.s .p>0.05; * p<0.05; ***p<0.001
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Adicionalmente, y con el fin de conocer si la inyeccion intra-plantar de HA
seria capaz de tener un efecto antagonista sobre el efecto obtenido en animales
previamente inyectados con hialuronidasa, en los que tedéricamente se habia
destruido el HA nativo alrededor de las terminaciones nociceptoras, se estudio la
latencia en ratones previamente inyectados con 10 pl de hialuronidasa (6 U). A un
grupo de ratones se les inyectd hialuronidasa, y 5 dias después se les inyect6 10
pl de HA-HMW 400 pg/ml y se realizo el test 2 dias después de la inyeccion del
polisacéarido. En la figura 4.35, se muestran los valores promedio de las latencias
en las diferentes condiciones.

Como se puede ver en la figura 4.35, la inyeccion de HA-HMW a los
animales previamente tratados con hialuronidasa (barra naranja) aumenté la
latencia al estimulo nocivo de 8 a 16 s, recuperando valores de latencia similares
a los de los animales tratados unicamente con HA. Como control de estos
experimentos se realizé el mismo estudio en ratones TRPV1, gue no expresan
TRPV1, y que no muestran respuestas a los compuestos vaniloides como la
capsaicina, y ademas sus respuestas a calor nocivo se ve dafada (Caterina et al
2000, Davis et al 2000).

Por otro lado, se exploré si el efecto del HA sobre las respuestas del
TRPV1 a capsaicina podia también observarse in vivo. Para ello se llevaron a
cabo experimentos con animales a los que se realizo el test de la capsaicina,
inyectando en la pata trasera izquierda 10 pl de capsaicina (1 pg) y registrando el
tiempo en el que el ratdn muestra respuestas nocidefensivas, asi como el nimero
de éstas respuestas en una ventana de tiempo de 3 minutos (Figura 4.36). El
grupo tratado habia recibido dos dias antes una inyeccidn en la pata trasera
izquierda 10 pl de HA-HMW 400 pg/ml (n=8) o 10 pl de salino estéril (n=7).

Como se puede observar en la figura 4.36, el grupo de animales que habia
sido tratado con HA mostrd respuestas nocidefensivas durante un tiempo mas
corto (51 % menor que en los animales en los que se inyecto6 salino estéril) (Figura
4.36.A). Igualmente, el nimero de respuestas se redujo en un 60 % en el grupo
tratado con HA (figura 4.36.B). Como control de éstos experimentos se realiz6 el

mismo estudio en animales nulos para el canal TRPV1, y tal como puede
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observarse en figura 4.36, Ay B (barras con lineas diagonales), estos ratones no
mostraron diferencias significativas en las respuestas evocadas por la inyeccién
de capsaicina en ninguna circunstancia. Estos resultados apoyan la hipotesis de
que el HA-HMW reduce la sensibilidad de las terminaciones nociceptoras a los
estimulos nocivos traducidos por los canales ionicos TRPV1. Los resultados
conductuales mostrados en este apartado dieron lugar a los resultados expuestos
en el articulo que se adjunta, figura 5a 'y S5 A-B.
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Figura 4.36. Efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre la inyeccidn intra-plantar de capsaicina
sobre las respuestas nocidefensivas mediadas por el canal TRPV1. A. Promedio del tiempo (s)
durante el cual el ratdn permanece mostrando respuestas nocidefensivas tras la inyeccion intra-
plantar de 10 pl de capsaicina en la pata trasera izquierda (CAP) 1 ug. B. Promedio del nUmero de
respuestas nocidefensivas realizadas luego de la inyeccién de intra-plantar capsaicina (CAP) 1 ug.
Ambas graficas muestran los resultados obtenidos en animales previamente inyectados (48 h
antes) con solucién salina (barras negras) o con HA (barras rojas) en ratones silvestres. El grupo
TRPV1™" (n=4) se muestra con las barras de rayas. El nUmero de animales silvestres utilizados:
control, n=7 y HA, n=8. Prueba t de Student: n.s. p>0.05; ** p<0.01.
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4.10 Efecto del HA sobre el canal TRPAL en sistemas de

expresion heter6logos y en neuronas sensoriales

primarias.

Con el fin de determinar el grado de especificidad del HA sobre los canales
TRPV1, se estudi6 el posible efecto del HA sobre otros canales idGnicos miembros
de la familia de los TRPs, como es el canal TRPA1. Como se ha mencionado
anteriormente, el canal idnico TRPA1 es un canal implicado en nocicepcion y

asociado también al dolor y la inflamacion.

Tipo celular Estimulo (uM) SC HA-HMW 400 pg/ml Efecto
CHO-mTRPAL CA 50 2.02 £0.05 2.36 £0.05 Aumento 17%
(n=55) (n= 61) ***
Neuronas DRG CA 50 0.35+0.04 0.31 +0.02 No efecto
(n=32) (n=38) "*
HEK293- )
HTRPAL.GEP AITC 20 0.72 £0.02 0.63 +0.02 Reduccion 13%
(n=81) (n=102) **
CHO-mTRPAL AITC 20 uM 16+0.1 1.2+0.1 Reduccion 25%
(n=141) (n=177)*
HEK293-
Nif 10 pM 1.1+0.1 1.2+0.1 No efecto
hTRPA1-GFP NS
(n=325) (n=331) ™
Neuronas DRG Nif 10 pM 0.19+£0.01 0.19+£0.01 No efecto
(n=96) (n=81) N
0.20 £ 0.01 0.19+0.01
CHO-mTRPA1l Frio NS No efecto
(n=298) (n=442) ™

Tabla 4.12 Efecto del HA HMW 400 pg/ml sobre el canal iénico TRPA1l expresado en
sistemas heterélogos y en neuronas sensoriales de ratdon. Resultados de diferentes
experimentos realizados sobre el canal i6nico TRPAL, el cual fue activado por diferentes estimulos,
tales como: cinemaldehido (CA), alil-isotiocianato (AITC), nifedipina (NIF) o frio. Prueba t de
Student: n.s p>0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.
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Para estudiar el posible efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre el canal
TRPAL1 se realizaron experimentos de imagen de calcio similares a los efectuados
para TRPV1, en los que se midi6 la amplitud de la respuesta al agonista a través
del incremento en la [Ca*'].. En este estudio se utilizaron diferentes tipos celulares
y diferentes agonistas debido a que se observo de partida mucha variabilidad en
las respuestas.

Se emplearon células HEK293 transfectadas transitoriamente con el
plasmido hTRPA1-GFP, la linea estable de células CHO-mTRPA1l y también
neuronas sensoriales primarias disociadas, obtenidas de ganglios raquideos de
ratbn adulto y neuronas del ganglio nodoso de raton adulto, todas cargadas
previamente con FURA-2AM. Se realizaron experimentos perfundiendo con alguno
de los agonistas ensayados, en solucion control o en solucion de HA-HMW 400
pg/ml; en este ultimo caso las células habian sido pre-tratadas con HA (30-60
minutos a 37°Cy a5 % COy).

Como agonistas se utilizaron cinemaldehido (CA) 50 uM, allil-isotiocianato
(AITC) 20 pM y nifedipina 10 uM. En la tabla 4.12, se muestran los resultados
obtenidos con cada uno de ellos. Como puede observarse, se encontr6 mucha
variabilidad en la repuesta a cinemaldehido (CA) 50 uM vy allil-isotiocianato (AITC)
20 uM. La figura 4.37 recoge ademas los resultados obtenidos utilizando la
nifedipina 10 uM en células HEK293-hTRPA1-GFP y en neuronas en cultivo de
DRG, registradas con la solucién control o en HA-HMW 400 pg/ml. Los resultados
presentados en la tabla 4.12, dan lugar a los resultados mostrados en el articulo
adjunto, tabla 2 de Informacion suplementaria (S-tabla 2).

En la figura 4.37 A y B, se muestra el registro obtenido en cada condicion
de una célula HEK293-hTRPA1-GFP representativa. En C se representa el valor
medio de la amplitud de respuesta al agonista, mostrando que ésta no se
modifica por la exposicion a HA ya que la amplitud de la respuesta a nifedipina es
igual en el grupo control (n=387) y el grupo tratado con HA (n=331) (1.2 £ 0.02 y
1.2 £ 0.02, respectivamente). Tampoco hubo diferencias en el nimero de células
que respondieron al estimulo (no se muestra el dato). En la figura 4.37.D, Ey F se

muestra el resultado obtenido en neuronas de DRG cultivadas. El valor medio de
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amplitud de la respuesta a 10 uM de nifedipina en las neuronas TRPAL positivas,
no mostré diferencias significativas entre el grupo control y el grupo tratado con
HA, como puede verse en la figura 4.37.F. De igual modo, no hubo diferencias en
el nimero de neuronas que respondieron al agonista de TRPAL entre el grupo
control y el tratado con HA. En todos los casos se aplicd AITC para asegurar que
las neuronas expresaban TRPAL. Estos resultados dieron lugar a los resultados
mostrados en el articulo adjunto, figura S A-B.
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Figura 4.37. Efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre la [Ca2+]i de las respuestas del canal TRPA1
activado por nifedipina 10 uM en células HEK293-TRPA1-GFP y en neuronas sensoriales de
ganglio raquideo de raton. A-B Célula HEK293-TRPA1-GFP activada por nifedipina 10 uM en
presencia de solucion control (A) y en HA (B). D-E. Neurona de DRG de ratdon activada con
nifedipina 10 uM en presencia de solucién control (D) o de HA (E). C-F. Promedio de la amplitud de
la respuesta (AF340/F3g0) @ nifedipina 10 uM en solucion control (barras negras) o en solucion de HA
(barras rojas), en células HEK293-hTRPA1-GFP (C) y en neuronas de DRG (F). Prueba t de
Student, n.s. p>0.05.
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También se realizaron registros electrofisiolégicos en células HEK293-
hTRPA1-GFP, utilizando la nifedipina 10 uM como agonista, con solucion control o
con solucién HA-HMW 400 pg/ml. Los registros se realizaron en la modalidad de
patch-clamp en la configuracion de célula entera en fijaciéon de voltaje (-60 mV),
aplicando rampas desde -150mV a +150mV, cada 3 segundos. Como puede verse
en la figura 4.38, no se observaron diferencias significativas en la amplitud de la
corriente (pA/pF) activada por nifedipina 10 uM, analizada a + 80 y — 80 mV, entre
los dos grupos, control y HA-HMW 400 pg/ml, confirmando los resultados

obtenidos en imagen de calcio.

A 300 - B I Control + NIF 10 1M (n=10)
s 160— I HA-HMW + NIF 10 1M (n=9)
% NIF 10 M ] _ns.

100 150
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-100 - -40- n.s.

Figura 4.38. Efecto del HA-HMW 400 ug/ml sobre la amplitud de las corrientes
macroscoépicas inducidas por nifedipina 10 uM en células HEK293-hTRPA1-GFP. A
Promedio de las curvas corriente-voltaje obtenidas en la configuracién de célula entera, de la
corriente total sin el agonista (simbolos azules) y la corriente activada por nifedipina 10 uM, en
presencia de solucion extracelular (simbolos negros) y en presencia de HA-HMW 400 pg/ml
(simbolos rojos). B Promedio de la densidad de corriente medida a + 80 y -80 mV, evocada por
nifedipina 10 uM en presencia de solucién extracelular (barras negras, n=10) o de HA-HMW 400
pg/ml (barras rojas, n=9). Prueba t de Student: n.s. p>0.05.

Como control positivo, se decidi6 realizar experimentos de imagen de calcio
en células en las que se pudiera medir en el mismo experimento el efecto del HA-
HMW sobre TRPAL y sobre TRPV1, para confirmar que el HA-HMW modulaba la
respuesta del canal i6nico TRPV1 y no la del canal TRPAl. Para estos
experimentos se utilizaron neuronas disociadas del ganglio nodoso de ratdn, en

las cuales se expresa una variedad amplia de canales termosensibles, incluyendo
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TRPV1 y TRPAL (Ni et al 2006, Zhang et al 2004). Ademas, en las neuronas del
nodoso la expresion de TRPAL es mayor (30 - 50 %) en comparacion con las de
ganglio raquideo (Fajardo et al 2008).
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Figura 4.39 Efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre los cambios en [Ca2+]i evocadas por
activacion del canal TRPAL por nifedipina 10 uM, capsaicina 100 nM y frio, en neuronas
disociadas de ganglio nodoso de ratén. A-B. Trazos representativos de neuronas de ganglio
nodoso de ratén activadas con frio (10 °C), nifedipina 10 uM, capsaicina 100 nM y KCI 30 mM en
solucién control (A) y en HA-HMW 400 ug/ml (B). Promedio de la amplitud de la respuesta [Ca®"];
evocada por los estimulos de frio (10 °C), nifedipina 10 uM y capsaicina 100 nM en condiciones
control (barras negras) y tras exposicion a HA (barras rojas). C. Promedio de la amplitud de la
respuesta en neuronas que habian respondido al estimulo de frio y de nifedipina. D. Promedio de

la amplitud de la respuesta al estimulo con capsaicina 100 nM. La escala vertical corresponde a
0.4 F340/F3g0. Prueba t de Student; n.s. p>0.05, ***p<0.001.

Al igual que en experimentos anteriores, las neuronas fueron previamente
incubadas en solucién control o en solucion de HA-HMW 400 pg/ml, aplicando
luego la siguiente bateria de estimulos: frio, nifedipina 10 uM y capsaicina 100 nM.
Antes de finalizar el registro se aplico KCI 30 mM para distinguir las células

excitables de las no excitables, como se ha mencionado en puntos anteriores.
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Analizando las neuronas que respondieron al estimulo de temperatura (10 °C) y al
agonista de TRPAL (nifedipina 10 uM), se pudo observar que el incremento en la
[Ca*']; evocado por cada uno de los estimulos aplicados, fue similar en el grupo
control (n=48) y en el grupo tratado con HA-HMW 400 pg/ml (n=36), tal como se
puede observar en la figura 4.39.C.

Esta descrito por otros autores que el canal TRPV1 se expresa en las
mismas neuronas del nodoso que expresan TRPAL. Por tanto, se analizaron las
respuestas a capsaicina 100 nM en esas neuronas del nodoso confirmando que
en ellas el HA inhibia la respuesta de TRPV1. Se obtuvieron diferencias
significativas en la amplitud de la respuesta del grupo tratado con HA (n=172) en
comparaciéon con el grupo control (n=173) (Figura 4.39.D). Los resultados que se
muetsran en este apartado dieron lugar a los resultados mostrados en el articulo
que se adjunta, figura S6 C-D.

En la tabla 4.13 se resumen los datos obtenidos en el estudio con el canal
TRPAL1 en las neuronas sensoriales:

Neuronas de ganglio Nodoso - Amplitud promedio (Fsso/F3ss0)
Frio Nifedipina 10 uM Capsaicina 100 nM
S. Control 0.31+0.03 0.68 + 0.06 0.65 + 0.03
HA-HMW 0.30 £ 0.04 0.55 £ 0.06 0.45 + 0.09
Test t de Student N.S. N.S. ok

Tabla 4.13. Resumen de los valores de amplitud de la respuesta evocada por frio, nifedipina 10 uM
y capsaicina 100 nM en neuronas de ganglio nodoso de ratén, en solucién control (SC) o en
solucién de HA-HMW 400 ug/ml. Prueba t de Student, n.s p>0.05; ***: p<0.001.
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4.11 Efecto del HA sobre el canal TRPM8 activado por frio
y por mentol, en sistemas de expresion heterdlogos vy

neuronas sensoriales primarias.

Continuando con el estudio de la especificidad del efecto del HA sobre el
canal TRPV1, se estudi6 el efecto del HA sobre las respuestas del canal TRPMS8 a
frio y a mentol. El canal ibnico TRPM8 es una canal termosensible perteneciente a
la familia de los TRP, presente en neuronas sensoriales primarias y esencial para
la deteccion de frio moderado (Bautista et al 2007, Colburn et al 2007, Dhaka et al
2008). Se utilizé la linea celular estable HEK293-mTRPMS8-YFP o neuronas
sensoriales cultivadas durante 24 horas, obtenidas del ganglio raquideo de
ratones adultos. Mediante imagen de calcio se determind en estas células el
aumento en la [Ca®*]; en respuesta a un estimulo de frio (rampa de 35 °C a 10 °C),
a mentol 100 puM y por ultimo a frio junto con mentol, mientras se perfundia con
solucion control o en presencia de HA-HMWA.

En la figura 4.40 se muestra el protocolo seguido para las células HEK293-
MTRPMS8-YFP. Al igual que en experimentos anteriores, se realizd una pre-
incubacion en solucién control o en solucién con HA-HMW 400 pg/ml durante 30 —
60 minutos, a 37 °Cy 5 % CO, (Figura 4.40 Ay B).

Como se resume en la figura 4.40.C, no hubo diferencias en la amplitud
promedio de la respuesta (Fsso/F3s0) al estimulo de frio de las células HEK293-
MTRPMS8-YFP entre el grupo tratado con HA-HMW 400 pg/ml (n=446) y el grupo
control (n=423). Tampoco hubo diferencias entre el grupo control y el tratado con
HA en la respuesta evocada por la aplicacion de mentol 100 uM, ni en la repuesta
por la aplicacion conjunta de frio y mentol 100 uM. En la tabla 4.14 se resumen los
datos obtenidos en las células HEK293-mTRPM8-YFP.
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Figura 4.40. Efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre los cambios en la [Ca®']; por activacién por
frio y mentol del canal TRPM8 en células HEK293-mTRPM8-YFP. A Ejemplo del curso temporal
de las variaciones de la [Ca2+]i en respuesta al estimulo de frio, mentol 100 uM y frio + mentol 100
MM en tres células HEK293-TRPM8-YFP pre-tratadas y perfundidas con solucién control. B
Ejemplo del curso temporal de las variaciones de la [Ca®*]; en respuesta al estimulo de frio, mentol
100 uM vy frio + mentol 100 uM en tres células HEK293-TRPM8-YFP pre-tratadas y perfundidas con
HA HMW 400 pg/ml. C Promedio de la amplitud de la respuesta a los estimulos aplicados, en el
grupo control (barras negras) y con HA (barras rojas). En los registros la escala vertical
corresponde a 0.1 F340/F3g0 Y la horizontal a 1 min. Prueba t de Student, n.s. p>0.05.

Células HEK293-mTRPM8-YFP - Amplitud promedio (Fzso/F3s0)
Frio Mentol 100 uM Frio + Mentol 100 uM
S. Control 0.39+0.01 0.23+0.01 0.52+0.01
HA-HMW 0.39+0.01 0.22+£0.01 0.51+£0.01
Test t de Student N.S. N.S. N.S.

Tabla 4.14. Resumen de la amplitud de la respuesta evocada por frio, nifedipina 10 uM vy
capsaicina 100 nM en células HEK293-mTRPMS8-YFP, en solucion control (SC) o en solucién de
HA-HMW 400 pg/ml. Prueba t de Student, n.s. p>0.05.
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Cuando se realiz6 el mismo abordaje experimental, pero esta vez
empleando neuronas sensoriales primarias de ganglio raquideo, para estudiar el
efecto del HA sobre canal i6nico TRPM8 expresado de forma nativa, no se
observé ningun efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre las respuestas a frio, mentol
y frio aplicado con mentol (Figura 4.41). En la tabla 4.15 se resumen los resultados
obtenidos con TRPM8 en las neuronas cultivadas de DRG de raton. Los
resultados que se muestran en este apartado dieron lugar a los resultados que se

muestran en el articulo adjunto, figura S6 E-F.

HA-HMW
entol 100 uM Mentol 100 uM
Mentol 100 uM Mentol 100 uM
35 °C 35 °C
10 oC 10 OC .
I Control
C I HA-HMW 400 pg/mi
1.0 n.s. P
3 0.8
W
é 0.6
9 4
7
4 0.4 4
ol
w -
Q
X 0.24
0.0

Frio Mentol Frio + Mentol

Figura 4.41. Efecto del HA-HMW 400 pg/ml sobre los cambios de [Ca®’]; evocados por
activacion del canal TRPM8 por frio o mentol en neuronas de DRG. A. Ejemplo del curso
temporal de las variaciones de la [Ca®"]; en respuesta al estimulo de frio, mentol 100 pM vy frio +
mentol 100 uM en tres neuronas de DRG en solucién control. B. Ejemplo del curso temporal de
las variaciones de la [Ca®']; en respuesta al estimulo de frio, mentol 100 pM vy frio + mentol 100
MM en tres neuronas de DRG pre-tratadas y perfundidas con solucion de HA-HMW 400 pg/ml. C.
Valor medio de la amplitud de la respuesta a los estimulos aplicados en condicion control (barras
negras) y con HA (barras rojas). La escala vertical de los registros corresponde a 0.4 Fz40/F3g0 Y la
horizontal a 1 min. Prueba t de Student, n.s: p>0.05.
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Neuronas DRG TRPMS8 positivas - Amplitud promedio (Fzso/Fsso)

Frio Mentol 100 uM Frio + Mentol 100 uM
S. control 0.83+ 0.09 (n=21) | 0.63 £ 0.06 (n=20) 0.81 + 0.08 (n=24)
HA-HMW 0.82 + 0.06 (n=22)

0.62 + 0.07 (n=18)

0.73 + 0.08 (n=23)

T de Student

N.S.

N.S.

N.S.

Tabla 4.15. Resumen de la amplitud de la respuesta evocada por frio, mentol 100 uM y frio +

mentol 100 uM en cultivos de neuronas de DRG de ratdn, en solucién control (SC) o en solucion de
HA-HMW 400 pg/ml. Prueba t de Student, n.s., p>0.05.

De estos resultados sobre el efecto del HA sobre el canal ibnico TRPMS,
puede concluirse que, en las condiciones estudiadas, el HA no tiene efecto sobre
la actividad del canal TRPMS.
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5. Discusion

El tratamiento intra-articular con HA de alto peso molecular (HA-HMW) en
pacientes con osteoartritis (OA) reduce el dolor (Altman & Moskowitz 1998, Dixon
et al 1988). Los estudios previos del grupo investigador con el que he desarrollado
mi tesis doctoral, muestran también que el HA inyectado en la articulacion de la
rodilla en gato, rata y cobaya reduce la actividad de las fibras nerviosas que la
inervan, en respuesta a estimulos mecanicos nocivos (Gomis et al 2004, Pozo et
al 1997) y también que el HA es capaz de reducir la actividad de los canales
mecanosensibles en ovocitos (De la Pefia et al 2002). Sin embargo, el mecanismo
por el cual el HA ejerce este efecto analgésico tras su inyeccion intra-articular es
aun desconocido. La hipotesis prevalente hasta la ejecucion del presente estudio
era que el HA de alto peso molecular presente en las articulaciones, reducia la
transmision a las terminaciones nerviosas articulares de las fuerzas mecanicas
desencadenadas por el movimiento y la fuerza gravitatoria, gracias a sus
particulares propiedades viscoelasticas que le permiten actuar como un filtro
elastico o viscoso en funcion de la frecuencia del estimulo. Asi pues, la eficacia del
HA se entendia como basada en su capacidad de reducir la magnitud del estimulo
que llega a las terminaciones nerviosas articulares, sin interferir de modo directo
sobre éstas.

La inyeccion intra-articular de HA de alto peso molecular, conseguiria, al
restaurar las propiedades reoldgicas del liquido sinovial, amortiguar la intensidad
de las fuerzas mecanicas que actuan sobre las distintas estructuras que
componen las articulaciones, ademas de lubricarlas, lo que evitaria el rozamiento
entre las superficies en contacto dentro de la articulacién (Balazs 2004). Como se
ha comentado en la introduccion, en los casos de OA, las moléculas de HA
presentes en el liquido sinovial tienen un menor tamafo, lo que determina una
menor elasto-viscosidad (Bothner & Wik 1987). La inyeccion intra-articular con HA-
HMW permite restaurar las condiciones bioquimicas y reoldgicas del HA propias

de una articulaciéon sana.
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molecular y otro de bajo peso molecular a distintas concentraciones, estudiando
TRPV1 activado con calor (48 °C). Se encontré un mayor efecto inhibitorio cuando
se utilizé el HA de alto peso molecular (HA-HMW) a una concentracion de 400
pg/mly 800 pg/ml. Se utilizé para el estudio HA-HMW 400 pg/ml por ser mas facil
trabajar con esta solucion por su viscosidad. Cuando se registraron las corrientes
macroscopicas con HA-HMW y HA-LMW a 400 pg/ml, estimulando con capsaicina,
se obtuvieron resultados similares, siendo el efecto inhibitorio del HA a 400 pg/ml
mayor con el HA-HMW.

La principal aportacion de este trabajo ha sido el descubrimiento de que el
HA de alto peso molecular reduce de modo directo la actividad el canal idnico
TRPV1, desvelando el mecanismo molecular por el que tal efecto tiene lugar. Ello
permite entender mejor la reduccion del dolor articular por el HA en la osteoartritis,
ya que ademés de su efecto de filtro mecanico, el HA disminuye la excitabilidad de
los canales TRPV1 presentes en las terminaciones nociceptoras articulares,
reduciendo su sensibilizacion por los mediadores de la inflamacion liberados por la
lesion articular.

Ademas, el TRPV1 es un canal i6nico que participa en procesos dolorosos
en otros muchos tejidos y constituye por ello, una diana importante para nuevos
farmacos (Fernandez-Ballester et al 2011). El presente estudio aporta una
novedosa posibilidad de modular la actividad del canal a través de la reduccion de
su probabilidad de apertura por efecto del HA u otras moléculas que lleven a cabo

un efecto similar al de esta substancia.

5.1 Efecto Inhibitorio del HA sobre TRPV1

En este estudio se muestra que el efecto inhibitorio del HA sobre TRPV1
tiene lugar tanto en células en cultivo en las que se sobre-expresé6 TRPV1, como
en su entorno nativo, en las neuronas sensoriales primarias (neuronas en cultivo
de ganglio raquideo y nodoso).

La apertura del canal TRPV1 genera un flujo de entrada de cationes hacia

el interior de la célula a favor del gradiente electroquimico, con una preferencia por
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los iones de Ca** sobre Na* y K*. En consecuencia, uno de los abordajes que se
empled para medir su actividad y la modificacion de ésta por el HA-HMW, fue el
andlisis del cambio en la concentracién de calcio intracelular ([Ca?'])) evocado por
estimulos nocivos especificos del canal, tales como el calor (48 °C), el pH 4.1 0 la
capsaicina. Todos estos estimulos activan el canal TRPV1, por lo que se le
conoce a este canal como polimodal.

La amplitud de las respuestas a estimulos repetidos de calor (48 °C) o
capsaicina, evocadas en condicidon control por TRPV1, disminuyeron con los
estimulos aplicados, fendmeno conocido como desensibilizacion o taquifilaxia
(Caterina et al 1997, Tominaga et al 1998, Vellani et al 2001). Hay que tener en
cuenta que en las neuronas sensoriales, este aumento en la concentracion del
calcio intracelular refleja el flujo general del catién divalente hacia adentro de la
célula a través de la membrana plasmatica, tanto a través del canal TRPV1 como
de los canales de calcio voltaje-dependientes, lo cuales son activados por la
despolarizacion generada por la apertura de TRPV1. El presente trabajo muestra
que el HA es capaz de reducir significativamente la respuesta de calcio evocada
por la apertura del canal TRPV1 por el calor, capsaicina o H*. Los resultados de
los experimentos de imagen de calcio prueban ademas que, en las neuronas
sensoriales, la disminucion de la entrada de calcio inducida por esos estimulos
producida por el HA, se debe a una inhibicion directa de TRPV1 y no de los
canales Ca,. Los datos que conducen a esta conclusion son: i) el HA no reduce el
cambio en la concentracion de calcio intracelular producida por la despolarizacion
mediante aplicacion de 30 mM KCI en solucién control, y ii) en los experimentos de
canal unico se observa una disminucion en la probabilidad de apertura del canal
TRPV1 en presencia de HA (Figura 3, articulo adjunto). En cuanto a la inhibicion
de la respuesta a capsaicina hay que tener en cuenta que si bien las neuronas del
DRG expresan canales TRPV1 tanto en la membrana plasmatica como en la
membrana del reticulo endoplasmico, y que en ambos casos la aplicacion de
capsaicina produce aumentos de calcio en el citoplasma (Gallego-Sandin et al
2009), la concentracion de capsaicina necesaria para activar los canales del

reticulo se encuentra entre 1-50 uM, concentracion mucho mayor a la utilizada en
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este estudio, por ello puede concluirse que el efecto del HA tiene lugar sobre los
canales TRPV1 presentes en la membrana plasmaética.

Finalmente, cuando se analizaron los umbrales de activacién por
temperatura se observo que el HA modifica la respuesta del canal evocada por
calor, pero el umbral de activacion se mantenia igual en el grupo control y en el
grupo con HA en las neuronas de ganglio raquideo de ratones silvestres asi como
de los animales nulos para el canal TRPV1 (ver tabla suplementaria 1, articulo
anexo).

En este trabajo también se muestra que el efecto inhibitorio del HA sobre
TRPV1 se produce independientemente del estado en el que se encuentre el
canal: desensibilizado por estimulacion repetitiva (experimentos en los que se ha
aplicado el estimulo de calor cuatro o nueve veces), o sensibilizado por la
aplicacion del agente pro-inflamatorio bradiquinina.

También se observa que el efecto inhibitorio del HA es independiente de la
naturaleza del estimulo y que la inhibicion del TRPV1 por HA se produce
igualmente aunque sea activado con estimulos que ejercen su accién sobre
diferentes sitios del canal. Asi, se observo que el efecto inhibitorio en la respuesta
al calor, estimulo que esté descrito tiene lugar en aminoacidos localizados en los
lazos extracelulares del canal (S5-P-S6) y en los segmentos transmembrana S5 y
S6 (Szolcsanyi & Sandor 2012), también ocurre sobre la respuesta a capsaicina,
sustancia liposoluble que activa al canal desde el lado intracelular, y finalmente,
también tiene lugar sobre la respuesta evocada por pH 4.1, a pesar de que el sitio
de accion de los protones se encuentra principalmente en el loop extracelular (S5-
P-S6), con un par de sitios también en la parte intracelular del canal (Szolcsanyi &
Sandor 2012). Todo esto permite pensar que el HA estaria actuando desde el lado
extracelular, ya que estos activadores de TRPV1 tienen su sitio de accién principal
en la cara externa del canal. Adicionalmente y teniendo en cuenta el gran tamafo
de la molécula de HA, es mas posible que dicha molécula actiue desde el lado
externo, ya que no puede entrar a la célula para llevar a cabo su accion sobre el

comportamiento del canal.
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5.2 Mecanismo de accion del HA sobre TRPV1

El HA es una molécula compleja y de gran tamafo implicada en diversas
funciones celulares mediadas por los distintos tipos de interacciones que dicho
polisacarido puede tener con proteinas de membrana u otros GAGs de la ECM
(Morgelin et al 1994). Se pueden plantear diversas alternativas para intentar
explicar el mecanismo por el que el HA inhibe la actividad del canal i6nico TRPV1,
determinadas por las caracteristicas propias del HA como la visco-elasticidad del
polisacarido o su naturaleza aniénica, aunque hay que considerar también la
posibilidad de algun tipo de union especifica.

Ahondando en la hipotesis de que la inhibicion pudiese ser consecuencia
de la visco-elasticidad del HA, éste, por sus propiedades reoldgicas, podria estar
limitando la accesibilidad del estimulo activador (calor, capsaicina o pH acido) a
los canales transductores del estimulo, en este caso el canal TRPV1. Este efecto
podria explicar sin duda la reduccién observada en la actividad de los canales
mecanosensibles en presencia de HA de alto peso molecular por atenuacion de la
transmision de las fuerzas mecanicas. Experimentos realizados previamente en el
laboratorio, donde demostraron mediante estudios in vitro en ovocitos que los
canales mecanosensibles activados por estiramiento reducian su respuestas en
presencia de soluciones visco-elasticas de alto peso molecular (De la Pefa et al
2002). lgualmente, Gomis. A y colaboradores demostraron en experimentos con
ratas anestesiadas, que la actividad de las terminales nociceptivas de la
articulacion de la rodilla activadas por el movimiento, disminuye en presencia de
liquido sinovial rico en HA de alto peso molecular (Gomis et al 2004). Estos
estudios son consistentes con la hipétesis planteada, sin embargo, hace dificil
explicar la reduccion de las respuestas evocadas por TRPV1 activado por calor
observadas en este estudio, ya que la conductividad térmica en los aumentos de
temperatura durante los estimulos de calor, es similar en la solucién control (300
mOsm y pH 7.4) y en la solucién de HA-HMWA 400 pg/ml (300 mOsm y pH 7.4).
Asimismo, en los registros presentados en el articulo adjunto (Figura 3) en los que
se estudiaba el efecto del HA en canal unico en células HEK293-TRPV1-EYFP, se

aplicaba capsaicina, la cual se encontraba dentro de la pipeta de manera
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constante, tanto con la solucion control como con la solucion de HA-HMW, vy el
canal TRPV1 se activaba en ambos casos, aunque disminuyera su probabilidad de
apertura. Esto habla en contra de una menor accesibilidad de la capsaicina al
canal TRPVL1.

Dada la naturaleza anionica del HA, se podria pensar que su efecto
inhibitorio sobre TRPV1, resulta de una interaccion electroestatica entre el HA y el
TRPV1. Asi, este polisacarido que esta cargado negativamente, podria modificar
el potencial de la superficie de la membrana plasmatica, cambiando el voltaje de
apertura del canal (Hille 2001) y desplazando la Vi, a valores mas altos, tal como
ocurre con algunos otros canales TRP, como es el caso de los antagonistas
SKF96365 y BCTC para el canal TRPMS8, y el frio para el canal TRPAl
(Karashima et al 2009, Malkia et al 2007). Sin embargo, esta hipotesis quedod
descartada, como se muestra en el articulo adjunto, con el analisis de ajuste de
las curvas corriente—voltaje con la ecuacion lineal de Boltzmann (Nilius et al 2006).
En estos resultados, obtenidos en células HEK293-TRPV1-EYFP, se muestra que
el HA no modifica el voltaje necesario para alcanzar el 50 % de la conductancia
del canal (Vi2), ni tampoco la valencia del sensor de voltaje del canal (Zg),
mientras que si reduce la conductancia maxima del canal al 50 %.

Finalmente, en el presente trabajo se sugiere que el mecanismo que podria
explicar de manera mas adecuada el efecto del HA sobre la reduccion de las
respuestas del canal ionico TRPV1, es mediante la union de manera especifica
entre TRPV1 y HA, que modularia la apertura del canal. Un mecanismo analogo
de modulacién del canal por interaccion directa con el polisacédrido, se ha
observado con algunos vaniloides y toxinas que actian sobre el canal TRPV1. Por
ejemplo, la toxina de tarantula DkTx, se une a TRPVL1 en los residuos del médulo
de permeabilidad en S5-P-S6, anclandose al canal en su estado abierto. Es de
destacar que los componentes proteicos de TRPV1 son conformacionalmente
dinamicos y contribuyen directamente a la apertura del canal (Bohlen et al 2010).

El andlisis de los resultados de electrofisiologia en la configuracion de canal
anico (Figura 3, articulo anexo), permite pensar que la inhibicion del canal TRPV1

por el HA estaria mediada por la estabilizacién del canal en su estado cerrado. En
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la publicacion anexa (Figura 3) se muestra que, en presencia de HA, el canal
permanece mas tiempo en los estados cerrados de mayor duracién, y que son
éstos estados cerrados de mayor duracion los que contribuyen en mayor
proporcion al estado cerrado general del canal en presencia de HA-HMW 400
pg/ml, confirmando la hipotesis de la estabilizacion del estado cerrado del canal. El
efecto estabilizador del estado cerrado del canal ha sido sefialado anteriormente
para explicar los efectos de otras sustancias como los “tetra-amonios”:
tetraetilamonio , tetrapropilamonio, tetrabutilamonio y tetrapentilamonio, que se ha
visto que bloquean el canal TRPV1 por el lado intracelular, estabilizando al canal
en su estado abierto, pero en este caso de forma voltaje-dependiente (Jara-
Oseguera et al 2008). Un mecanismo de bloqueo similar ha sido propuesto para
explicar la actividad inhibitoria de un anticuerpo policlonal sobre TRPV1, el cual se
une al loop antes del poro, estabilizando los estados cerrados del canal,
bloqueando la activacion del canal por diferentes estimulos, como pH acido, calor
y capsaicina (Klionsky et al 2006). Se ha demostrado que hasta once anticuerpos
se unen cerca del poro en diferentes canales ionicos, modificando su actividad
(TRPV1, TRPC1, TRPC5, TRPM3, Kv1.2, Kv3.1, Eagl, Navl.5, Cav2.1, Cav2.2)
(Naylor 2009). El incremento en el nUmero de eventos cerrados de larga duracién
provocados por HA-HMW, propone un mecanismo posible y apropiado para
explicar la reduccion de la probabilidad de apertura del canal y con ello, la

reduccion de las respuestas de TRPV1 ante los estimulos que lo activan.

5.3 Interaccion del HA y TRPV1

Mediante aproximaciones bioquimicas se intentdé inmunoprecipitar el HA
junto con TRPVL1. Para ello en el laboratorio del Dr. Ferrer-Montiel se utilizaron
células HEK293 transfectadas con TRPV1-EYFP que fueron tratadas con la
solucion de HA-HMW para luego biotinilar el HA. Sin embargo, en estos
experimentos no se consiguid una buena inmunoprecipitacién, ya que si bien
alguno de ellos sugerian que HA y TRPV1 inmuprecipitaban juntos, no se logro
una respuesta consistente. La explicacion de ello seria que la unién HA-TRPV1 es

una union electrostatica débil, por lo que los lavados experimentales eliminarian
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con facilidad esta interaccion. No obstante, esto no parece encajar con la
observaciéon (apartado de resultados, seccion 4.2.1, Figura 4.24) de que el efecto
inhibitorio del HA sobre TRPV1 se mantuvo pesar de lavar prolongadamente con
solucion control. Hay que destacar que en los experimentos se utilizd HA de alto
peso molecular, moléculas muy largas que permiten la interaccion entre cada
molécula de HA con otras adyacentes, o con distintos canales TRPV1 expresados
en diferentes partes de la membrana, y por tanto establecer una red entrelazada
que permitiria estabilizar ain mas el canal en su estado cerrado. Sin embargo, en
nuestros experimentos bioquimicos, las limitaciones experimentales no nos
permitieron utilizar moléculas largas, lo que obligéb a emplear una molécula de HA
pequefia (tetrascarido de HA).

Adicionalmente y utilizando HA unido a fluoresceina, se intentd visualizar la
unidn del HA al canal TRPV1, pero no se logré ver diferencias entre las células
controles y las que sobre-expresaban TRPV1 (datos no mostrados). Esto
probablemente se debid a que la membrana celular tiene moléculas de HA con las
que interaccionan las del HA agregado experimentalmente, ya que es usual que
las moléculas de HA establezcan entre si enlaces por puente de hidrogeno.

Como se describe en el articulo que se adjunta, los andlisis de
acoplamiento in silico realizados en el laboratorio del Dr. Ferrer-Montiel,
evidenciaron que existe una alta probabilidad de interaccion electrostatica entre el
HA y una secuencia corta, cargada positivamente y localizada en el el loop
extracelular S5-P-S6 de TRPV1. Esta secuencia corta estd formada por los
siguientes aminoacidos: HK+RG (Figura 6, articulo anexo). La secuencia
EDGKNNSLPMESTPHKCRGSACKP se solapa con la region que contiene el
epitopo de unidn de los anticuerpos policlonales como se comentd anteriormente,
y que son capaces de modificar la actividad del canal TRPV1 (Klionsky et al 2006).
Esto apoya la posibilidad de un mecanismo comun para el bloqueo de TRPV1
producido por el HA y por anticuerpos policlonales, e identifica ademas una region
esencial para la modulacion del canal idnico. Vale la pena sefalar que la

secuencia HK+RG se conserva en diferentes especies tales como rata, raton,
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caballo y lo que es mas interesante, en la especie humana (Figura 6a, articulo
anexo).

Este mismo andlisis, fue realizado también para el canal TRPA1l por el
laboratorio del Dr. Ferrer-Montiel, donde no se identific6 una region especifica con
probabilidad de interaccién con el HA, y tampoco se encontré una secuencia de
aminoacidos similar a la anteriormente descrita para TRPV1 (Figura 6a, articulo
adjunto). Estas observaciones son consistente con los datos experimentales
obtenidos en nuestro trabajo, demostrando que el HA no tiene efecto alguno sobre
TRPAL.

Un modelo estructural propuesto por Cao y colaboradores para los estados
abiertos y cerrados de TRPV1 (Cao et al 2013), sugiere que la parte mas externa
del poro (S5-P-S6) es conformacionalmente dinamica y contribuye de forma
directa a la apertura del canal. Cuando TRPV1 es activado, la hélice del poro se
desplaza y ocurre un reajuste en el loop del poro mas externo que permite la
apertura del canal. Con este modelo, y a la vista de los resultados mostrados en el
presente trabajo, se sugiere para el efecto modulador del HA sobre TRPV1, un
mecanismo similar al descrito por Cao y cols. De acuerdo con éste, el polimero
podria inmovilizar el loop mas externo del poro, impidiendo su cambio
conformacional y evitando de esta manera el movimiento asociado que necesita la
hélice del poro para abrir la puerta externa, bloqueando asi el canal en el estado
cerrado. Tal bloqueo evitaria el flujo de iones hacia el interior de la célula, dando
asi lugar a una disminucién de las respuestas evocadas por activacion de TRPVL1.

Teniendo en cuenta también la magnitud de la molécula de HA es posible
también que ésta interactie simultdneamente con distintas regiones de los
dominios extracelulares (S5-P-S6) de las subunidades adyacentes, e incluso de
otros canales TRPV1 que se encuentren cerca, conectando entre si a los canales.
Esta agrupacion de canales, formaria una compleja red o agregados
macromoleculares en la superficie de la membrana, que promoverian la inhibicion
del canal TRPV1 (Lainez et al 2010).

Finalmente, los datos electrofisiologicos obtenidos en las células HEK293
transfectadas con el canal TRPV1 mutado (TRPV1- K615A/R617A), en el que los
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aminoacidos K y R de la secuencia HK+RG del loop extracelular S5-P-S6, fueron
sustituidos por A, aminoéacido sin carga, confirman que esta region es importante
para la interaccién entre HA y TRPV1, debido a que el HA no tuvo efecto sobre las
células que expresaban el canal TRPV1 mutado, supuestamente al no poder
interaccionar con TRPV1. Asi pues, los resultados funcionales junto con el analisis
in silico presentados en este trabajo, aportan evidencia de una interaccion entre

HA y TRPV1 capaz de modular la actividad del canal.

5.4 Comparacion del efecto producido por el HA-LMW vy el
HA-HMW sobre TRPV1

Los resultados obtenidos en la linea celular SH-SY5Y-TRPV1 sugieren un
efecto de inhibitorio del HA sobre las respuestas del canal ibnico TRPV1 activado
por calor, tanto con el polisacarido de bajo peso molecular (LMW-HA) como con el
de alto peso molecular (HMW-HA). En las concentraciones estudiadas se
comenzo a ver un efecto significativo a partir de los 20 minutos de exposicién en
HA, siendo este efecto mas robusto en todas las concentraciones utilizadas, luego
de los 30 minutos de exposicion. Analizando los dos HA utilizados de acuerdo a su
peso molecular, se observé un efecto inhibitorio que fue mayor cuando se utilizo el
HA-HMW, y con éste HA, las respuestas a calor evocadas por TRPV1 fueron
menores cuando se empleo la concentracion de 400 pg/ml.

El efecto del HA-HMW muestra una correlacion entre la concentracion de
HA y su efecto inhibitorio sobre las respuestas de Ca®* evocadas por TRPV1
activado por calor (ICsp: 135 = 3 ug/ml, articulo anexo). Por otro lado, el estudio del
HA en neuronas de DRG, sugiere un efecto mas robusto con el HA-HMW en
comparaciéon con el LMW, asi como un mayor efecto con la concentracion de 400
pg/ml, que a las otras dos concentraciones estudiadas, confirmando los resultados
obtenidos en la linea celular SH-SY5Y-TRPVL1. A diferencia del HA-HMW, algunos
estudios han sugerido un efecto contrario para moléculas de HA de pequefio
tamafio (Babasola et al 2014), ya que su presencia promueve la activacion de
citoquinas pro-inflamatorias, efecto contrario al observado por el HA-HMW, el cual

reduce las respuestas nocidefensivas evocadas por TRPV1.
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Los experimentos de comportamiento mostraron también un efecto
inhibitorio significativo por parte del HA-HMW en la reduccion de las respuestas
nocidefensivas evocadas por el canal TRPV1 por la activacion del canal mediante
calor (test de la placa caliente) asi como por capsaicina, en los animales
silvestres; mientras que en los animales nulos para TRPV1 no hubo efecto del HA
sobre la respuesta dolorosa al estimulo de calor. En este caso no se realizaron
experimentos con HA-LMW.

Con estos resultados, se demuestra que TRPV1 es un “target” para la
molécula de HA, aportando evidencia de que en presencia de HA-HMW el canal
ionico TRPV1 reduce su capacidad de respuesta ante el estimulo nocivo y
disminuye su probabilidad de apertura, reduciendo de esta manera la excitabilidad
de las terminales nerviosas nociceptivas periféricas. Todo esto sugiere que el HA
es capaz de modular la actividad del canal i6bnico TRPV1. Por el contrario, la
actividad de los canales TRPA1 y TRPMS8 no se vio afectada por la presencia del
HA. Por tanto, esta inhibicién indica que este constituyente tan importante de la
ECM, el hialuronato sodico (HA), juega un papel estabilizador sobre los canales

TRPV1, modulando su excitabilidad en las neuronas que expresan dicho canal.

5.5 Significado funcional del efecto del HA sobre TRPV1

Los canales TRPV1 estdn implicados en una variedad de funciones
fisioloégicas y se encuentran ampliamente distribuidos por el sistema nervioso
central y periférico, asi como en tejidos no nerviosos (Birder et al 2002,
Cavanaugh et al 2011, Inoue et al 2002). En el sistema nervioso periférico, el
canal TRPV1 es principalmente un detector molecular de estimulos térmicos y
quimicos, a los que convierte en sefales eléctricas despolarizantes en las
terminaciones de las neuronas sensoriales en las que se expresa, generando una
descarga de impulsos nerviosos propagados que acaban produciendo
sensaciones de dolor. El dolor que aparece en patologias como la osteoartritis
(OA), es la principal causa de discapacidad fisica en los pacientes que padecen

esta enfermedad (Zhang et al 2010). Existen estudios que demuestran una
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relacion directa entre la expresion de TRPV1 y el dolor en las articulaciones en la
osteoartritis cronica en humanos (Valdes et al 2011).

Como ya se ha mencionado, desde hace afios se vienen empleando las
inyecciones intra-articulares de HA para reducir el dolor de la OA en humanos
(Bellamy et al 2006, Modawal et al 2005, Moreland 2003b, Pozo et al 1997). El
articulo que se adjunta muestra que el HA-HMW inyectado intra-articularmente,
reduce gradualmente la descarga de impulsos nerviosos en los nervios que
inervan la articulacion de la rodilla en respuesta a estimulos dolorosos (Figura 5d,
articulo anexo). De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo,
se sugiere que el HA del liquido sinovial juega un papel importante en la
modulacién de la actividad de las fibras nociceptivas de la articulacion, ademas de
actuar como un amortiguador mecanico. De ese modo, el HA-HMW del liquido
sinovial intacto, ademas de reducir la magnitud de los estimulos mecanicos,
modularia la actividad del canal TRPV1 y disminuiria la excitabilidad de los
nociceptores, y cuando es inyectado intra-articularmente en circunstancias
patolégicas en las que el HA se ha degradado, restauraria las propiedades del
liquido sinovial sano. Si se tiene en cuenta que el efecto inhibitorio se observaba
también sobre los canales TRPV1 sensibilizados por un agente pro-inflamatorio,
como la bradiquinina, no es arriesgado concluir que la accion del HA sobre TRPV1
contribuye a los efectos anti-nociceptivos de las inyecciones intra-articulares de
HA y abre nuevas posibilidades terapéuticas del HA en otros tejidos.

Se ha sugerido que el tratamiento con sustancias antagonistas de TRPAL
atenla en ratas la hiperalgesia que aparece en la osteoartritis (OA) inducida por
monoyodoacetato. Esto sugiere que este canal idnico contribuye a la génesis del
dolor presente en dicha patologia (McGaraughty et al 2010, Okun et al 2012). Por
otra parte, nuestros resultados con HA y TRPAL, han puesto en evidencia la
incapacidad del HA para reducir la actividad de TRPAL, posiblemente por carecer
de una zona de interaccion para la union de HA al canal ibnico como la encontrada
para TRPV1. Asi pues, el efecto analgésico directo del HA sobre las terminaciones

nociceptoras articulares quedaria restringido al canal TRPV1, que constituiria una
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diana terapeutica para la accion del HA, que disminuiria la actividad nociceptora

periférica a través de una reduccion de su probabilidad de apertura.
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6. Conclusiones

El HA de alto peso molecular (HA-HMW), un componente mayoritario de la
matriz extracelular y del liquido sinovial de las articulaciones sanas,
disminuye las respuestas celulares mediadas por activacion del canal
idnico TRPV1 por calor, capsaicina o pH acido, tanto en sistemas
heter6logos de expresibn como en neuronas sensoriales primarias en
cultivo, que expresan el canal de forma nativa, asi como también reduce la
sensibilizacion de TRPV1 por bradiquinina. EI HA de alto peso molecular
(HA-HMW) produjo un efecto mas robusto que el HA de bajo peso
molecular (HA-LMW).

En experimentos conductuales en raton, el HA de alto peso molecular
reduce las respuestas nocidefensivas evocadas por calor o capsaicina en

ratones silvestres, lo que no ocurre en ratones carentes del canal TRPV1.

El HA reduce la probabilidad de apertura del canal i6bnico TRPV1 a través
de la estabilizaciéon del estado cerrado del canal, reduciendo asi la

excitabilidad de las fibras nerviosas nociceptoras que expresan este canal.

El estudio in silico de las posibles interacciones entre las moléculas de
TRPV1 y de HA pone en evidencia una alta probabilidad de interaccion
electrostatica entre la molécula de HA y la secuencia rica en aminoacidos
con carga positiva, “H+xRG”, localizada en el loop extracelular S5-P-S6

del canal.

Los registros de corrientes en células que expresaban el canal mutado
TRPV1-K615A/R617A, demuestran la ausencia de una modulacion por HA
de la actividad del canal en éstas células, sugiriendo que la interaccion
electrostética entre TRPV1 y HA ha sido eliminada.
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6. El HA-HMW no afectd la actividad de otros canales de la familia TRP,
como TRPAl1y TRPMS.

7. La modulacion directa de la excitabilidad del canal TRPV1 por el HA
podria explicar mecanisticamente una parte del efecto analgésico que se
obtiene con la inyeccion intra-articular de HA de alto peso molecular en

pacientes de osteoartritis (visco-suplementacion).

8. EIl HA-HMW fue capaz de reducir la frecuencia de disparo de los
potenciales de accion en respuesta a capsaicina en neuronas sensoriales
provenientes del ganglio raquideo en cultivo y en las fibras del nervio
safeno que inervan la articulacion de la rodilla en ratas anestesiadas

(articulo anexo).
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Hyaluronan modulates TRPV1 channel opening,
reducing peripheral nociceptor activity and pain

Rebeca Caires!, Enoch Luis!, Francisco J. Taberner?, Gregorio Fernandez-Ballester?, Antonio Ferrer-Montiel?,
Endre A. Balazs3, Ana Gomis', Carlos Belmonte' & Elvira de la Pefia’

Hyaluronan (HA) is present in the extracellular matrix of all body tissues, including synovial
fluid in joints, in which it behaves as a filter that buffers transmission of mechanical forces to
nociceptor nerve endings thereby reducing pain. Using recombinant systems, mouse-cultured
dorsal root ganglia (DRG) neurons and in vivo experiments, we found that HA also modulates
polymodal transient receptor potential vanilloid subtype 1 (TRPV1) channels. HA diminishes
heat, pH and capsaicin (CAP) responses, thus reducing the opening probability of the channel
by stabilizing its closed state. Accordingly, in DRG neurons, HA decreases TRPV1-mediated
impulse firing and channel sensitization by bradykinin. Moreover, subcutaneous HA injection
in mice reduces heat and capsaicin nocifensive responses, whereas the intra-articular
injection of HA in rats decreases capsaicin joint nociceptor fibres discharge. Collectively,
these results indicate that extracellular HA reduces the excitability of the ubiquitous
TRPV1 channel, thereby lowering impulse activity in the peripheral nociceptor endings
underlying pain.
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yaluronan (HA) is an anionic linear polymer that is

ubiquitously expressed in the extracellular matrix (ECM)

of mammalian tissues, where it forms loose and elastic
matrices’2. HA is a space filling molecule that makes the ECM an
appropriate environment for cell movement and proliferation and
confers elastoviscous biomechanical properties to the tissues>*.
In addition, HA interacts with specific proteins, such as TSG-6,
inter-a-trypsin inhibitor, pentraxin and trombospondin 1, and
with membrane receptors, such as CD44, RHAMM, HAHARE
and Toll-like receptor 4/2, thereby modulating the development,
morphogenesis, cell migration, apoptosis, cell survival, and
inflammation and tumorigenesis™®. In addition, HA modulates
stretch-activated channels’, and Ca(v)1.2 channels in neurons®.

In joints, HA is continuously secreted by the lining cells of the
synovial membranes and provides a protective rheological buffer
that reduces the force transmitted by joint movements to joint
tissues, including nociceptive nerve endings®~'!. In chronically
injured and/or inflamed arthritic joints, elastoviscosity of the
synovial fluid becomes abnormally low because of the dilution
and degradation of HA'>!3, The presence of small size HA
molecules in the synovial fluid not only alters its rheological
properties but also facilitates the production of pro-inflammatory
cytokines'4, thereby contributing to sensitize nociceptive
terminals and enhancing spontaneous and movement-evoked
joint pain'®, Notably, intra-articular injection of HA alleviates
pain in osteoarthritic patients'®~18, attenuates lameness in natural
and experimentally induced osteoarthritis in horses!®, and
decreases the augmented movement-induced nerve impulse
activity in sensitized joint nociceptor fibres!®!!, However, the
molecular mechanisms underlying HA anti-nociceptive activity
remain poorly understood.

Here, we explored the hypothesis that the analgesic effects of
HA in joints are partially mediated through the modulation of
TRPV1 channel activity in nociceptive terminals. TRPV1 is a
non-selective cationic channel preferentially expressed by
primary nociceptive neurons that has been implicated in arthritic
pain?0-2%, Accordingly, the pharmacological modulation of
TRPV1 has been shown to produce anti-nociception in arthritis
animal models*»?°>. We observed that HA inhibits TRPV1
channel activity and reduces action potential firing in
nociceptive neurons and that it shows a previously unknown
molecular mechanism that explains the attenuation by HA of
peripheral nociceptor activity and pain.

Results

HA reduces calcium responses to heat and capsaicin. We
analysed the effects of HA on TRPV1-EYFP channels expressed
in HEK293 cells and in dissociated DRG primary sensory
neurons. We measured changes in intracellular calcium
concentration [Ca?t]; evoked by brief noxious heat stimuli
(48 °C) applied during perfusion with a control solution (CS) or
HA (Fig. lab). Repeated heat pulses (P1-P4) under a CS
perfusion induced an amplitude decay of the [Ca®™T]; response
(desensitization, 30% at P3 and 50% at P4, n=55) that was
significantly larger in the presence of HA (60% at P3 and 70% at
P4, n="74) (Fig. la-c) and consistent with the inhibitory activity
of HA. Inhibition persisted after a 50-min washout of the cells
with the CS (Supplementary Fig. 1).

Using a similar protocol, we further investigated whether HA
also inhibited [Ca? T ]; nociceptive DRG neuron responses to heat
in culture (Fig. 1d—f). Desensitization during P3 and P4 in DRG
neurons responding to noxious heat during perfusion with the CS
was 25% (Fig. 1d,f; n=92), whereas under exposure to HA, the
amplitude of the response to P3 and P4 was 44% lower on average
than P1 (Fig. lef, n=34). This result indicates that HA
significantly inhibited heat-evoked [Ca2 ], rises in nociceptor

2

neurons in culture. In HEK-TRPV1-EYFP (+) cells and DRG
neurons, we observed that HA also inhibited CAP-evoked
[Ca2*]; elevations (Fig. 1g-1). In the CS, 92% (n=121) of the
TRPV1-EYFP (+) cells responded to 100nM capsaicin (CAP).
By contrast, this percentage decreased to 63% (n=175) with
exposure to HA; furthermore, the amplitude of the [Ca2t]; rise
in HA was 31% lower than in the CS (Fig. 1i). Similar results were
obtained using a low pH as the TRPV1 stimulus (Supplementary
Fig. 2). Similarly, the CAP-evoked [Ca®T]; increase in DRG
neurons was significantly affected by HA (Fig. 1j,k). In the CS
conditions, 68% of DRG neurons (n = 276) responded to 100 nM
CAP, decreasing to 37% (n=360) in the presence of HA. In
addition, the amplitude of the response to CAP in HA-treated
DRG neurons was 44% lower than in those exposed to CS
(Fig. 11). We also used DRG neurons from TRPVI null mice as
controls. These neurons were unresponsive to capsaicin but
remained heat activated. Supplementary Table 1 shows that HA
reduced the heat response amplitude in wild-type (WT) sensory
neurons by 63% but only by 26% in TRPVI—/~ DRGs. The
effect of HA on the heat response was, on average, 2.4 times larger
in WT sensory neurons than in TRPVI~’" neurons. The
residual response to heat observed in DRG-TRPVI ~/~ sensory
neurons was attributable to the activation of other thermo-
sensitive channels. All DRG heat-sensitive neurons from WT
animals responded to CAP, as expected, whereas no neurons in
TRPV1~/~ mice were activated by the vanilloid, although they
responded to 30 mM KCl, thus confirming the absence of TRPV1
channels in TRPV1 ~/~ mice DRG neurons. A thermal threshold
to heat was not modified by HA in TRPV1-EYFP-HEK293 cells
or in DRG neurons of WT and TRPVI~/~ individuals, although
it decreased the amplitude of the calcium response to 48 °C. HA
also reduced the rate of the heat-induced calcium rise in TRPV1-
EYFP-HEK293 cells and DRG neurons of WT mice but not
TRPV1 null mice. This result is consistent with the tenet that
sensitivity of the TRP channels to temperature appears whenever
the activation energies associated with the opening and closing
transitions are sufficiently different and not governed by a single
characteristic thermal threshold?®.

Finally, we determined the half maximal inhibitory concentra-
tion (ICso) of HA using SHSY5Y-TRPV1 cells that express stable
levels of TRPV1 channels and measured [Ca%7]; increases
evoked by 48°C pulses, under the CS and increasing HA
concentrations (50, 200, 400 and 800 pgml~ 1) The dose-
response relationship showed a correlation between HA con-
centration and its inhibitory effect on the Ca?* response with an
ICsg of 135+ 3 pgml ™~ 1

HA inhibits capsaicin-evoked TRPV1 ionic currents. We
performed whole-cell voltage-clamp recordings in HEK-TRPV1-
EYFP(+) cells to define the influence of HA on membrane
currents induced by the activation of TRPV1 channels. CAP was
applied to activate TRPV1 in the absence and presence of HA
(Fig. 2a). We calculated the value of the ECsy for the CAP
response in cells perfused with the CS or pretreated with
400 pgml ~ ! HA (5.2 MDa) for 30 min before CAP (0.1, 0.25, 0.5,
1 and 10uM) was instilled. The ECs, was similar in both
conditions (0.33 + 0.05 uM in CS and 0.36 + 0.01 uM in HA) with
a Hill coefficient nyy>1 in both cases, thus supporting the tenet
that HA does not act as a competitive capsaicin antagonist.
TRPV1 current density was reduced by 70% in the presence of
HA at +80mV (Fig. 2b) and by 64% at —60mV (Fig. 2¢,d).
Although HA has a negative charge, N-glycosylation of TRPV1
did not affect polymer inhibitory activity (Supplementary Fig. 3).
Analysis of the activation slope (Fig. 2c) showed a value of
92+ 9pAms~! in the CS that HA reduced to 15+ 3pAms 1,
which indicated that HA slowed the channel current activation.
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Figure 1 | Inhibition by HA of intracellular calcium responses to heat (48

°C) and 100 nM CAP in HEK-TRPV1-EYFP (+) cells and DRG primary

sensory neurons. (a) Intracellular calcium rises evoked in a HEK-TRPV1-EYFP (+ ) cell by temperature elevations of the bathing solution to 48 °C repeated
at 10 min intervals. Cytosolic Ca?™ increases are represented as the ratio of the emission fluorescence intensities at 340 and 380 nm. Notice the
development of desensitization. (b) The same experiment as in a but with a HA perfusion, at the end of the first heating stimulus. (¢) The normalized ratio
of average amplitude change between responses evoked by successive heat pulses (indicated in the abscissae axis) in the control solution (CS, black bars)
and during perfusion with HA (red bars). Striped red bar represents the average amplitude of the response in the control saline solution for cells treated
with HA immediately afterwards. Notice that the inhibition was maximal at 30 min after the onset of the HA perfusion. (d-f) The same protocol as in a-¢
but performed in cultured adult DRG primary sensory neurons. The inhibitory effect was maximal after 20 min of HA perfusion (third versus first stimuli).
(g h) Intracellular calcium change in a HEK-TRPV1-EYFP (+ ) cell in response to 100 nM CAP and to 100 uM carbachol (Cch), a compound that activates
endogenous muscarinic receptors in HEK293 cells, applied in CS (g) and after exposure to HA initiated 30-60 min earlier (h). (i) The average amplitude
of the response to CAP (filled bars) and Cch (striped bars) under perfusion with CS (black, n=68) and in the presence of HA (red, n=100).

(j-k) Intracellular calcium responses of DRG adult cultured sensory neurons to 100 nM CAP and to 30 mM KCI during perfusion with the control solution
(j) and with HA (k). (I) The average amplitude of the intracellular calcium responses of DRG neurons to CAP (filled bars) or 30 mM KClI (striped bars) in
control solution (black) and in the presence of HA (red). Note that the [Ca? ™ ]; increase evoked by membrane depolarization of CAP-sensitive neurons

with 30 mM KCI was not altered by HA. The data are represented as the mean * s.e.m. Student's t-test: ***P<0.007;, **P<0.05; NSp~0.5.

We then analysed the voltage dependency of TRPV1 gating in
CS and the presence of HA by fitting the I-V relationships
(Fig. 2a) to a Boltzmann-linear function 7. HA did not alter the
voltage required to activate 50% of the maximal conductance
(V1/2) or the gating valence of channel activation (zg). By contrast,
HA reduced the maximal channel conductance (g) by ~50%.
Altogether, these data implied that HA inhibited TRPV1 by
affecting the channel’s current flow and activation kinetics.

HA reduces the opening probability of TRPV1 channels.
To further obtain a mechanistic insight on the HA inhibitory
effects on TRPV1, we recorded TRPV1 single-channel activity
in HEK-TRPV1-EYFP(+) cells. TRPV1 channel activity in
response to CAP was observed in all control patches (n=7); by
contrast, this response was absent in 3 of the 11 patches of cells
recorded in the presence of HA. The current amplitude histogram
in the CS showed two obviously separated current peaks
representing the open and closed states (Fig. 3a, black inset).

| 6:8095 | DOI: 10.1038/ncomms9095 | www.nature.com/naturecommunications

HA reduced the area of the open state (Fig. 3b, red inset), which
resulted in a 60% decrease of the open probability (Fig. 3e). By
contrast, single-channel I-V relationships (Fig. 3c,d) indicated
that HA did not affect the single-channel conductance.
Single-channel kinetics was further evaluated comparing dwell
time histograms for the open and closed channel times in the CS
(n=5) and HA (n = 4; Fig. 3f-i). Inhibition of channel activity by
HA became apparent from the increase in the number of long
duration events in the closed time histograms (Fig. 3g,i). Fitting
dwell time histograms to multiexgonential density functions (3 to
open events and 4 to closed) 8 indicated a significant and
prominent effect of HA on the time constant of the longest closed
state and its percent contribution to the total time that increased
twofold in the presence of HA without any effect on open states.
The values from dwell time fitted to multiexponential functions
were CS (n=7):inms 75, =0.8+0.2, T;, =7 *2,T,3=41%8; in
% Ay =39+3, Aj,=4313, Ap;=18+3; in ms 1o, =03 0.1,
T3 =25%06, 13=28%10, 14=3431119; in % A, =55%6,

3
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Figure 2 | Inhibition by HA of CAP-evoked currents in HEK-TRPV1 cells. (a) Average I-V relationships before (blue symbols, CS) and after the application
of 100 nM CAP (black symbols, CS+ CAP; n=19) and after the application of HA + 100 nM CAP (red symbols; n=18) in HEK-TRPV1-EGFP(+ ) cells
preincubated with HA for 30-60 min. Inset, G-V curves obtained from the [-V relationships. The values of different parameters were measured from the I-V
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—60mV in the WT and TRPV1 K615A/R617A mutated channel, in CS (black, n=38) and in the presence of HA (red, n=16). The data are represented as

the mean £ s.e.m., Student's t-test: **P<0.01; *P<0.05; N°P>0.5.

Anp-_20%3, A5_14%2, A,=8%1. HA (n=6); in ms
T61=0.6%03, 15,=4%1, 1,53=36%12, in %; A, =36%7,
Ay =41%3, A;=23+4; in ms 74 =0.8%02%, 1,=7+1*,
T3=76120%, 1,4=1023+188% in % A,=3512%,
A _28+2% As_2 3+£2%, A, _14%2% No differences could
be observed in the incidence of open states between the
conditions (Student’s t-test: **P<0.01; *P<0.05; NSP>0.5).

Collectively, these data suggest that HA inhibited TRPV1
activity by stabilizing the channel in the closed state, thus
reducing the open probability and lengthening the macroscopic
activation rate.

HA reduces capsaicin-evoked impulse firing in DRG neurons.
The observation that HA inhibits TRPV1 channels prompted us
to investigate whether HA also influenced CAP-evoked action
potential firing, which we recorded using the cell-attached mode
in DRG neurons previously identified as TRPV1 positive by their
[Ca® ], response to heat (48 °C). All TRPV1-expressing neurons
(n=8) perfused with CS fired action potentials when treated with
1uM CAP (Fig. 4a). The firing frequency of this CAP impulse
discharge was reduced in DRG neurons exposed to HA (Fig. 4b).
Four out of 10 heat-sensitive neurons did not fire action poten-
tials in response to CAP despite their intact excitability, shown by
the preserved responsiveness to 60 mM KCl (Fig. 4c,d). Therefore,
these data demonstrated that the inhibition of TRPV1 activity by
HA attenuated receptor-induced impulse firing in nociceptive
neurons.

HA prevents TRPV1 sensitization by bradykinin. The
sensitization of TRPV1 channels is a critical step in chronic
pain®®. Repetitive, short applications of 100nM CAP to
DRG neurons reached a stable amplitude of the [Ca®t]; at
approximately the 5th or 6th stimuli (Supplementary Fig. 4a.e).
The application of 2 uM bradykinin 2 min before the 6th CAP
pulse resulted in a significant increment of [Ca? T ];, showing
TRPV1 potentiation by bradykinin?»**  (Supplementary
Fig. 4b,e,g). Notably, neuron exposure to HA inhibited such
TRPV1 potentiation (Supplementary Fig. 4c), thus reflecting
a decrease in bradykinin-induced channel sensitization
(Supplementary Fig. 4d,f,g). These results confirm a direct
action of HA on TRPVI1 channels of sensitized peripheral
sensory terminals.

HA reduced behavioural nocifensive responses to noxious heat.
To determine the effect of HA on nociceptive nerve terminals
in vivo, we tested the latency of the pain response of mice to the
hot plate test (52 °C) after subcutaneous injection in the paw of
different solutions. In animals injected with saline solution,
latency was significantly lower than in animals receiving HA
(Fig. 5a). The increment in latency time promoted by HA was not
observed in TRPVI null mice (Fig. 5a). Similar results were
obtained with subcutaneous CAP injection in the hind paw
(Supplementary Fig. 5). Hyaluronidase (Hyasa), an enzyme that
digests HA of the ECM around pain nerve terminals, caused a
significant reduction in latency. Notably, the injection of HA into
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Figure 5 | Effect of HA on behavioural nocifensive responses to noxious heat in mice and on nerve impulse activity of sensory nerve fibres innervating
the rat knee joint. (a) The latency of the first nocifensive response (licking, biting, lifting, guarding, shaking or jumping) obtained in wild-type or TRPV1~/ ~
null mice in control conditions (baseline) or after receiving a 10 pl injection of HA or Hyasa in the left paw or after receiving an injection of Hyasa followed
by another injection of HA in WT (n=25,12,11,7) and TRPV1—/~ (n=2518). (b) Recording of the multiunit nerve impulse activity in a filament of the
saphenous nerve, evoked by an inward rotation of the knee joint in the non-noxious (IR) and the noxious range (NIR) (10 s each). The dotted lines indicate
an expanded recording during the marked time interval in which units of different amplitudes have been selected with an amplitude filter. (¢) Nerve impulse
activity evoked by the intra-arterial injection of 100 pl of 10 uM CAP (arrows) performed at 30 min intervals, in the same multiunit filament shown in b. In
each panel, the instantaneous frequency is represented in the top and original nerve impulse recording, below. Separate units were identified by their
amplitude and shape, CAP-evoked discharge started a few seconds after the onset of injection and lasted, on average, 22+ 2s (n=7). The upper panel
corresponds to the control CAP injection and includes an expanded view of the impulse firing during the time indicated between the dotted lines. Notice
that this unit evoked by CAP has a similar spike morphology as one of the units recruited by joint rotation in b. Middle and lower panels depict the nerve
impulse discharge evoked by intra-arterial injection of 10 uM CAP 1and 2.5 h, respectively, after intra-articular injection of 100 pl of 1% HA. (d) The average
values of the total number of CAP-evoked impulses over the period of time shown expressed as a percentage of the mean number of impulses evoked by
the first (control) intra-arterial injection of CAP (100%). The arrow indicates the time at which either saline (black symbols, n=7) or HA (red symbols,
n=238) were injected intra-articularly into knee joints. The data are represented as the mean £ s.e.m., Student's t-test: ***P<0.001; **P<0.07; *P<0.05;
NSp>0.5.

animals previously treated with Hyasa restored latency values to
normal levels (Fig. 5a). Altogether, these results supported the
hypothesis that HA reduces the sensitivity of nociceptor endings
to noxious stimuli transduced by TRPV1 channels.

HA inhibits CAP-evoked activity in joint nociceptor fibres.
Nociceptor nerve fibres innervating the knee joint synovial
membrane, express TRPV1 channels®!. To explore the possibility
that the modulation of nerve impulse activity by HA of the
synovial fluid involves TRPV1 channels, we recorded nerve
impulse activity in saphenous nerve filaments of anaesthetized
rats, selecting polymodal units that responded to noxious
rotations of the joint and also to a close intra-arterial, bolus

injection of CAP (Fig. 5b,c). In a thin nerve filament, CAP
typically recruited 1-6 separate units, responding to CAP with an
irregular nerve impulse discharge that started a few seconds after
the onset of injection (Fig. 5¢). In control experiments, in which
intra-articular sterile saline solution was injected immediately
after the first intra-arterial CAP injection, the number of impulses
evoked by successive CAP injections decayed by a maximum of
<20% of the impulse discharge produced by the first CAP
injection, taken as 100% (control response, black symbols,
Fig. 5d). By contrast, when HA was injected intra-articularly,
the discharge evoked by serial CAP injections decayed gradually
and was >60% (Fig. 5¢,d). Collectively, these results confirmed
that intra-articular HA significantly decreased TRPV1-mediated
responsiveness of joint nociceptor fibres.
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HA does not modify TRPA1 or TRPMS8 channel activity. To
explore the selectivity of HA inhibition on TRPV1 channels, we
investigated its effects on TRPA1 and TRPMS, two thermo-
sensory, polymodal TRP channels also expressed by primary
sensory neurons>233, For TRPA1 channels, we measured [Ca2 1 ];
in recombinant systems and mouse-cultured DRG and nodose
neurons perfused with CS or HA using nifedipine or cold
(35-10°C) to activate TRPA1 (ref. 34). HA did not affect TRPA1
activity (Supplementary Fig. 6 and Supplementary Table 2).
In nodose sensory neurons, HA reduced by 30% CAP-evoked
[Ca?T]; elevations (Supplementary Fig. 6d) presumably mediated
by TRPV1 without affecting responses to noxious cold (10 °C) or
nifedipine (Supplementary Fig. 6¢). Similarly, HA did not affect
TRPMS responses evoked with cold (20 °C), menthol, or cold
combined with menthol application (Supplementary Fig. 6e,f).
Thus, these data demonstrate that HA does not modulate TRPA1
or TRPM8 channels.

A putative HA-interacting site in TRPV1 channels. To bio-
chemically isolate the complex between HA and TRPV1, we used
biotin-conjugated HA and anti-TRPV1 to pull-down the
(biotin)HA-TRPV1 complex. Notably, although with the obvious
evidence of a functional interaction between both molecules,
we could not isolate the complex, plausibly because it dissociates
while washing non-specific binding. Alternatively, we used
molecular modelling as a strategy to learn about the interaction
between HA and TRPVI1. HA binds to several extracellular
membrane proteins through various hyaluronan-binding
domains®® and short linear sequences containing basic amino
acids termed BX,B motifs?®. To model the interaction of TRPV1
with hyaluronate, a global docking process between the
extracellular loops of TRPV1, and a HA tetrasaccharide
molecule was performed. A tetrasaccharide sufficed to show
HA-receptor interactions, as evidenced by the crystal structure of
the c0m7plex between HA and the CD44 hyaluronan-binding
protein®’,

The preferred location for putative HA binding in TRPV1 is a
patch of positively charged amino acids (sequence 614-HKCRG-
618 in rat, consensus [H(K/R)XRG]), located in the extracellular
S5-pore helix loop and thus exposed to the solvent (Fig. 6a).
Residues involved in the interaction, His614, Lys615 and Arg617,
make prominent H-bond contacts with HA (Fig. 6b). In addition,
interaction with Lys615 and Arg617 from the contiguous subunit,
complete the contact map of HA (Fig. 6b). This putative binding
site is consistent with HA receptor selectivity because TRPAI
does not have a positively charged signature in the extracellular
domain (Fig. 6a) and thus shows a lower surface electrostatic
potential in the external loops and poorer interaction with HA
(Supplementary Fig. 7). Furthermore, mutation of K615 and R617
to Alanine (TRPV1 K615A/R617A) produced a mutant channel
whose current density was not significantly reduced by HA
(Fig. 2b,d). Moreover, the activation slope of this mutant was not
affected by HA (42+22pAms~!, n=8 and 24+ 9pAms—},
n =10, respectively). Therefore, although we could not isolate the
HA-TRPV1 complex, our mutagenesis strategy indicated the
presence of an HA-binding site in the extracellular channel
domain, which was consistent with the major effect of HA
modulating the channel open probability and the activation
kinetics.

Discussion

The salient contribution of this study is the demonstration that
TRPV1 channels are molecular targets of HA. We provide
evidence that in the presence of HA, TRPV1 opens less
frequently, thereby decreasing the excitability of peripheral

nociceptive neurons and reducing their responsiveness to noxious
stimuli. Notably, HA selectively modulated TRPV1 channel
function, whereas the activity of related TRP channels, also
associated with sensory transduction of noxious and thermal
stimuli such as TRPA1 and TRPMS, was not consistently affected
by HA.

The inhibitory effect of HA on TRPV1 channels was shown
using [CaZ ], increases evoked by physical (heating to 48 °C) and
chemical (CAP, low pH) stimulation of TRPV1. However, it
should be noted that intracellular Ca?* increased in sensory
neurons reflect the overall inflow of calcium through membrane
channels, namely TRPV1, directly opened by the stimuli but
also Ca, channels activated by TRPVI-induced membrane
depolarization. We concluded that the HA inhibition of heat,
low pH and CAP-evoked Ca?* influx in sensory neurons appears
to be mediated by an action on TRPV1 channels, rather than Ca,
channels: (i) HA did not block the Ca?* influx induced by
membrane depolarization with 60 mM KCI; (ii) reduction of
[Ca®T]; increase by HA was also observed when TRPV1 channels
were expressed in HEK293 cells; (iii) electrophysiological
measurements of TRPV1 channel activity showed that HA
reduced the current flow by decreasing the open probability of
channel gating; and (iv) the mutagenesis of the putative
HA-binding site abrogated HA-mediated TRPV1 antagonism.
We further showed that the HA inhibitory activity is independent
of the stimulating conditions because HA blocked TRPV1
channels both when they are partially inactivated by repeated
noxious stimulation or after being sensitized by bradykinin.

The most likely mechanism underlying HA inhibitory effects is
that HA binds to the TRPV1 channel protein and modulates its
gating. Our results indicate that HA inhibition of TRPV1 is
mediated by a stabilization of the channel closed state. A similar
blockade mechanism has been proposed for the inhibitory activity
of a polyclonal antibody that binds to the pre-pore loop of
TRPV1 (ref. 38). Eleven antibodies, targeting the pore domain of
different channels have been identified®’; our in silico docking
analysis showed a high probability for an electrostatic-type
interaction between HA and a short positively charged sequence
‘H+xRG’ located in the external pore domain. This sequence
overlaps with the receptor region that holds the binding epitope
in TRPV1 of polyclonal functional antibodies®. This concurrence
supports a common mechanism for HA and polyclonal antibody
blockade of TRPVI1 channels and identifies a pivotal site for
TRPV1 channel modulation. Altogether, our functional results,
along with the in silico analysis, suggest a direct HA-TRPV1
interaction that downregulates channel activity.

The question arises on how HA could modulate TRPV1 gating.
A reasonable molecular explanation according to the most recent
structural model of TRPV1 (ref. 40) is that the polymer, by
immobilizing the outer pore loop, obstructs this conformational
change preventing the associated movement of the pore helix
necessary to open the external gate, thereby locking the channel
in the closed state. It is also plausible that HA additionally bridges
distinct regions on the extracellular domains (S5-P-S6 loop)
of the adjacent subunits and even between near TRPV1 channels,
clustering the channels and building a complex net or a
macromolecular  aggregate on the membrane surface.
Noteworthy, clustering of TRPV1 receptors in the cell surface
inhibits channel activity*!.

TRPV1 is widely distributed in peripheral and central
nervous system neurons and in non-neural tissues*>** and has
been implicated in a variety of functions, including thermo-
and osmoregulation, memory processes or smooth muscle
contraction®®4>, Still, the best established role for TRPV1 is to
be a molecular detector of thermal and chemical stimuli that
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Figure 6 | Atomic interactions of hyaluronan tetrasaccharide docked to TRPV1 model. (a) Details of the TRPV1 multiple sequence alignment of four

species, showing the conservation of the positive patch predicted to interact with HA. Additionally, detail of the multiple sequence alignment between

TRPV1 and TRPAT1 in different species. A large deletion in TRPA1 S5-pore helix loop losing positively charges could be observed. (b) TRPV1 channel model
inserted in a lipid bilayer. The proteins are drawn as a ribbon and coloured differently for each subunit. The cytosolic C and N termini have been removed for
simplicity. The black square delimits the extracellular loops of TRPV1 and the docked HA. Hyaluronan tetrasaccharide is drawn as sticks and coloured in
pastel pink. The numbers indicate the sugar rings, starting from the non-reducing end. The loop side chains involved in the interaction are shown as sticks
and coloured accordingly to the colour of its subunit. The dotted lines in red denote hydrogen bonds between atoms closer than 3.2 A,

activate the sensory neurons to produce acute or persistent pain
and inflammation?’.

Pain in osteoarthritis, the leading cause of physical disability in
industrialized nations*® is the main symptom in the disease and
appears to be associated with TRPV1 expression in humans*” and
animal models of chronic osteoarthritis?>*3->0, Intra-articular
injection of HA decreases joint nociceptor activity in animals and
reduces osteoarthritis pain in humans®!'®1%, The current
explanation for HA effects on joint nociception is that in intact
joints synovial fluid HA acts as an elastoviscous filter for
mechanical forces and selectively reduced the transmission during
movement of potentially injurious forces to joint structures and
nociceptor nerve terminals®'. When healthy high molecular weight
HA (HMW-HA) is broken into its smaller size HA, this
elastoviscous filtering capacity decreases. Accordingly, HMW-HA
solutions reduce the opening probability of stretch-activated
channels in oocytes in vitro’ and cause a pronounced reduction
of movement-induced nociceptor activity when injected intra-
articularly in experimentally injured and inflamed knee joints of
rats and guinea pigs'®!'!. Our results show that synovial fluid HA
seems to play additional roles in the modulation of joint nociceptor
fibres activity in addition to mechanical filtering. Our results show
that healthy HA antagonizes TRPV1 activity and significantly
decreases nociceptor excitability also in channels sensitized by the
pro-algesic agent bradykinin, thus adding an additional mechanistic
explanation to the anti-nociceptive effects of intra-articular HA
injections and the possibility of new therapeutic uses of HA. Finally,
TRPV1 expression also occurs in other joint cell types, as
chondrocytes, osteoclasts, osteoblasts and synovial fibroblasts*2,
Hence, synovial HA, through its inhibitory action on TRPVI
channels in these cells, may also modulate other important
biological processes (de&eneration, healing) triggered by joint
injury and inflammation~.

There is emerging evidence that ECM molecules surrounding
neurons, which include HA as a major biochemical component,
regulate synaptic plasticity in the adult brain®>>>4, TRPV1 has been

recently identified in neurons and glial cells of various areas of the
central nervous system and is associated with a wide
array of functions and behaviours®>>®, For instance, TRPV1
channels in hippocampal neurons contribute to modulate
neuronal excitability and their stimulation with CAP enhances 4-
AP-induced epileptiform activity in vitro and triggers bursting,
seizure-like activity in vivo>”. Furthermore, it has been proposed
that TRPV1 plays a regulatory role on cortical excitability as well>S.
Hence, it is tempting to speculate that HA of the perineuronal ECM
modulates TRPV1 channel activity of hippocampal cells thereby
contributing to the control of brain excitability.

Methods

Animals. The studies were performed in neonatal and adult C57BL/6]JOlaHsd
male mice and in adult (1-3 months) TRPVI ~/~ mice (Jackson Laboratory) and
Wistar male adult (3-4 months) rats. All experimental procedures were performed
according to the Spanish Royal Decree 1201/2005 and the European Community
Council directive 2010/63/EU. The Ethics Committee from Universidad Miguel
Hernandez, Alicante, Spain, approved this study.

Culture of cells and neurons. The experiments were performed on primary
cultures of TRPV1-, TRPM8-, and TRPA1-expressing DRG or Nodose neurons.
Previously described culture methods were used for DRG neurons from P1 to P4
and adult mice (1 month)>® and nodose ganglion neurons from adult mice

(1 month)>*, The HEK293 cell line (Sigma-Aldrich) transfected with TRPV1 +
EYFP fusion proteinso, N604T-TRPV1-EYFP, K615A/R617A-TRPV1 or hTRPA1
cloned in pAGGS-IRES-GFP (Karel Talavera, Department of Cellular and Molecular
Medicine, KU Leuven, Belgium) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) or the
CHO-TRPAL stable cell line (Ardem Patapoutian, The Scripps Research Institute,
USA) or HEK293-mTRPMS8-YFP cell line (Felix Viana, Instituto de Neurociencias,
Alicante, Spain) were used. In some experiments, we used the human neuroblastoma
cell line SHSY5Y stably expressing TRPV1 kindly provided by J. Lilja and A. Forsby
(Department of Neurochemistry, Stockholm University, Sweden).

TRPV1 mutagenesis: mutations were introduced in the rat TRPV1 construct
(from D. Julius) using the Site Directed Mutagenesis (Quick Change II, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
Mutants were confirmed by DNA sequencing.

Fluorimetric Ca?* measurements. The intracellular Ca?* measurements were
performed in single cells loaded with FURA-2AM (Life Technologies, Carlsbad,
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CA, USA) for 45min at 37 °C in a 5% CO, incubator. The recordings were per-
formed in a low-volume chamber with a complete solution exchange. Bath control
solution contained (in mM) 140 NaCl, 3 KCl, 2.4 CaCl,, 1.3 MgCl,, 10 HEPES and
10 Glucose adjusted to pH 7.4 with Na(OH). Fluorescence measurements were
conducted with a Nikon (Nikon Eclipse TE2000-U) inverted microscope. FURA-2
was excited at 340 and 380 nm with a high-speed monochromator (TILL
Photonics, Germany), and the emitted fluorescence was long-pass filtered at

510 nm. The images were acquired using an Andor camera (Oxford Instruments,
UK). Acquisition and analysis were performed with TILL vision software (TILL
Photonics GmbH, Germany). Cytosolic Ca?* increases are presented as the ratio
of the emission intensities of 340 and 380 nm (F4/350: fluorescence arbitrary
units). The DRG and nodose ganglion neurons were measured at 37 °C. The cell
lines were measured at 20-22 °C, unless otherwise indicated.

Temperature stimulation. The coverslip pieces with cultured cells were placed in
a micro-chamber and continuously perfused (0.5 mlmin ~ 1y with solutions
warmed at 35 % 1 °C for neurons and 21 £ 1°C for cell lines. Temperature
stimulation was adjusted with a water-heated peltier device placed at the inlet of the
chamber and controlled by a feedback device (Warner instruments, Hamden,
USA). Heat sensitivity was investigated with fast increase of temperature to 48 °C
(ramp of temperature 5s per °C).

Electrophysiology in cultured cells. For whole-cell recordings, the bath solution
contained (in mM): 140 NaCl, 3 KCI, 2.4 CaCl,, 1.3 MgCl,, 10 HEPES and 10
glucose adjusted to pH 7.4 with Na(OH) and a pipette solution containing (in mM)
CsCl, 5 EGTA and 10 HEPES, adjusted to pH 7.2 with Cs(OH). DRG action
currents were recorded using a pipette solution with a concentration of (in mM)
140 KCI, 10 NaCl, 4 Mg-ATP, 0.4 Na-GTP, 10 Hepes pH 7.2 adjusted with KOH,
external solution contained (in mM) 140 NaCl, 3 KCl, 2.4 CaCl,, 1.3 MgCl,, 10
glucose and 10 HEPES, adjusted to pH 7.4 with Na(OH). For single-channel
cell-attached configuration, recordings were performed with a bath solution
containing (in mM): 140 K-gluconate, 2.5 KCI, 1 MgCl,, 5 HEPES, 1.5 EGTA,
adjusted to pH 7.4 with K(OH), the pipette solution contained (in mM)
Na-gluconate 140, NaCl 10, MgCI2 1, 5 HEPES, 1.5 EGTA adjusted pH 7.2 with Na
(OH). Measurements in neurons were performed at 37 °C. Measurements in the
cell lines were performed at 20-22 °C, unless otherwise indicated.

Membrane currents in whole cell and action currents in cell-attached
configurations were recorded using 5-8 MQ borosilicate glass capillary patch
pipettes. Current signals were recorded with a Multiclamp 700B amplifier and
voltage clamp commands were applied using pPCLAMP software and a Digidata
1322A digitizer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Single-channel, cell-attached recordings were obtained using 10-15 MQ
borosilicate glass capillary patch pipettes in cell-attached configuration maintaining
the signalling pathways. The cells were fixed at 0mV with high-K ™ extracellular
solution. Capsaicin was applied via the patch pipette at 0.25 UM concentration to
prevent activation of channels elsewhere in the cell, which may have increased the
noise of recording®®. Current signals were recorded using Axopatch 2B (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) patch-clamp amplifier and voltage clamp
commands were applied using pPCLAMP10 software and a Digidata 1400A digitizer
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Data were collected with the filter set at
2kHz and sampling frequency 50 kHz.

Electrophysiological data analysis. Electrophysiological analysis were performed
using: pPCLAMP10 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), WinASCD software
(G. Droogmans, Katholieke Universiteit Leuven, Belgium), and Origin 7.5,
OriginLab Corp., Northampton MA, USA). In whole-cell configuration, to estimate
whether there was a shift in the voltage dependence of activation of TRPV1 in HEK
293 cells, the current-voltage (I-V) relationships obtained from repetitive (0.2 Hz)
voltage ramps from — 120 to + 150 mV with a duration of 350 ms applied every 3 s
were fitted with a function that combines a linear conductance multiplied by a
Boltzmann activation term?’:

;- &x(V-E)
1+ e(Vl/z - V)/Slope

where g is the whole-cell conductance, Ey is the reversal potential of the current, V7,
is the potential for half-maximal activation and Slope is the slope factor, which
related to the effective gating valence z, of channel gating by z, = 25.60 mV per slope.

Single-channel data analysis was performed on patches that contain 1-2
channels. The recordings were analysed with the pCLAMP10.2 Clampfit
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). The mean open probability (oP) was
measured as from the average noP, where 7 is the number of channels in the patch.

To determinate the distribution of channel open and closed times, dwell time
histograms were created, where the square root of number of events N was plotted
against the dwell time binned on a logarithmic time scale (10 bins per decade).

Dwell time distributions of the open and closed times were fitted to
multiexponential density function of the form:

Y= Zn:Ai87§
i=1

where, 1; is the time constant of the i-th equilibrium and A4; is its amplitude.

All data were expressed as the means (% s.e.m.). Statistical tests included a
one-way analysis of variance, the Z-test for comparing proportions and Student’s
t- test, as indicated. Differences were regarded as statistically significant with
NSp> 0,05, *P<0.05, **P<0.01 and **P<0.001.

Behavioural nociception assays. Adult (3 months) male mice were housed with a
12-h light/dark cycle at 21 °C with food and water ad libitum. The mice were
habituated to the test environment for 24 h in Plexiglas chambers before the
nociception assays and the testing chambers for at least 1 h before testing. The same
investigator performed the scoring in all of the behavioural tests, which were blind
with respect to the different solutions injected.

We performed intra-plantar injections (into the hind pad of both paws) of

hyaluronidase (Sigma-Aldrich) dissolved in physiological control saline (Hyasa
(6U)) or 10 pl of HA solution of high molecular weight HA (average
MW = 5.2 MDa) at 400 g ml ~ ! using a 30-G needle. A separate group of animals
received a vehicle injection alone. To measure sensitivity to noxious heat, the hot
plate test was performed. The temperature of the hot plate was maintained at
52 %0.5°C by a feedback-controlled Peltier device (LE7406Hot Plate, Harvard
Apparatus). The latency time to the onset of one of the following nocifensive
behaviours was measured: licking, biting, lifting, guarding or shaking of the hind
paws, or jumping. Once a score was determined, the heating was switched off.
A cut-off time of 30 s was established to avoid tissue injury. The hot plate test was
performed every 4, 12, 24 and 72h and 7-14 days after injection. Capsaicin (1 pg
per 10 pl) was injected intradermally into the hind pad, and the duration and score
of nocifensive behavior was recorded. In a separate group of mice, these previously
(48 h) received an injection of 10 pl HA (average molecular weight = 5.2 MDa).

Electrophysiological recordings in rat knee joint fibres. The experiments
were performed in 16 Wistar adult (3-4 months) male rats (mean body weight:
366+ 10g) as previously described®!. Briefly, the animals were initially
anaesthetized with ketamine (75 mgkg ~!) and xylazine (10mgkg 1) (i.p.)
followed by an injection of 40mgkg ~! (i.p.) of sodium pentobarbital for deep
anaesthesia. Supplementary doses of anaesthetic were injected through a venous
catheter when required. The trachea, the left femoral vein and femoral artery were
cannulated. Body temperature and CO, were maintained at physiological levels.
Heart frequency and blood pressure values were continuously monitored to
evaluate the anaesthesia level. An additional catheter was inserted into the right
saphenous artery for close intra-arterial injection of substances into the joint area.
The right femur was fixed by a special grip, and a pool was formed by skin flaps
and filled with warm paraffin oil. The saphenous nerve from the right leg was
dissected, and fine filaments were sub-dissected from the peripheral end and placed
over a silver wire electrode for extracellular recording.

Molecular modelling. A TRPV1 model derived from electron microscopy®! was
used as the starting point to model the absent external loops (604-626) located
between the TM S5 and pore helix. TRPA1 was modelled by homology using the
spatial coordinates of TRPV1 homology model. The homology models were
performed in the Swiss-Model Protein Modelling Server®? at ExPASy Molecular
Biology site (http://kr.expasy.org/). The assembly of the channels and construction
of the missing external loops were performed using DeepView v4.1 (ref. 63), and
Yasara® (http://www.yasara.org). The side chains were optimized in two steps:
first, residues with van der Waals clashes were selected and fitted with ‘Quick and
Dirty’ algorithms (DeepView); second, the model was energy minimized. This
process involved an initial short steepest descent minimization to remove bumps
and a simulated annealing minimization®. The model was evaluated using
PROCHECK to show residues in the allowed regions of the Ramachandran plots®.
In addition, the model was tested in terms of energy with FoldX®” at the CRG site
(http://foldx.crg.es). The force field of FoldX evaluated the properties of the
structure, such as its atomic contact map, the accessibility of the atoms and
residues, the backbone dihedral angles, and the hydrogen bond and electrostatic
networks of the protein.

TRPV1- and TRPAI-carbohydrate complexes were built using the homology
models and the hyaluronan molecule (CID 24847767) obtained from the PubChem
Compounds database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/). A global
docking procedure was accomplished with AutoDock 4 (Morris, 2008)
implemented in Yasara, where a total of 500 flexible docking runs were established
and clustered around the putative binding sites. Using the implemented AMBER
99 force field, the programme then performed a simulated annealing minimization
of the complexes that moved the structure to a nearby stable energy minimum®®.
Binding energy was obtained by calculating the energy at an infinite distance
between the ligand and channel tetramer and subtracting the energy of the entire
complex. The more positive the binding energy, the more favourable the
interaction was in the context of the force field. The best binding energy complex in
each cluster was stored, analysed and used to select the best orientation of the
interacting partners. Figures were drawn with Pymol v1.6 (DeLano Scientific,
Palo Alto, CA, USA; http://www.pymol.org).

Reagents. Sodium hyaluronate solution 400 pgml ~ !, high molecular weight
(& 5.2 MDa; Matrix Biology Institute, Edgewater, NJ, USA), Hyaluronidase,
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capsaicin, bradykinin, cinnamaldehyde, nifedipine, mustard oil and carbachol were
purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), and menthol from Sharlau
(Spain).

Data are reported as the mean * standard error of the mean (s.e.m). Statistical
significance ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 was assessed by Student’s t-test.
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1. Washing does not reverse the inhibitory effect HA on
intracellular calcium responses to heat in HEK-TRPV1-EYFP (+) cells. The average
amplitude change of responses to successive heat pulses (48 °C) applied at 10 min intervals in
cells (n=49) perfused with CS (black bars) and with a HA solution (red, bars). The maximal
inhibitory effect was reached 30 min after the onset of perfusion with HA (4" pulse) and
persisted after re-perfusion with CS. The data are represented as the mean * s.e.m.,
Student’s t-test ***P<0.001, " P>0.05.
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Supplementary Figure 2. Intracellular calcium change in a HEK-TRPV1-EYFP (+) cells in
response to pH=4.1 .A in cells perfused with CS and B, after exposure to HA initiated 30-60
min earlier. C. The average amplitude of the response to pH=4.1 (filed bars) and 100 uM
Carbachol (Cch, striped bars, n=100) under perfusion with CS (black, n=74) and HA (red,
n=10). The data are represented as the mean + s.e.m., (Student’s t-test **P<0.01, > P>0.05



Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 3. Inhibitory effect of HA on HEK-N604T-TRPV1-EYFP (+) and
TRPV1-EYFP HEK cells. The normalized peak amplitude of density current at -60 mV in
response to 1 uM CAP in CS (black column) and in the presence of HA (red column). No
differences in the response to CAP under HA were observed between both types of cells. The

data are represented as the mean = s.e.m. (Student’s t-test: ** P<0.01, *P<0.05).
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Supplementary Figure 4. Inhibition by HA of TRPVL1 sensitization by BK. A-D. Examples
of the [Ca™]; rises evoked by capsaicin in neonatal (P1-P4) DRG neurons. A. Recording
performed under perfusion with CS (n=101). B. A similar experiment but with the application of
2 uM BK (n=170). C. The response to the same protocol as in A but under perfusion with HA.
D. The response during exposure to HA and an application of 2 yM BK 2 min before the 6"
stimuli to illustrate the absence of sensitization of the CAP response by BK. E, F. The
frequency distribution of the ratio between the amplitude of the [Ca®"]; responses to the 6" and
5™ stimuli under control conditions (n=80) and when BK has been applied indicating a shift to
the right of the ratio under BK (n=175), the effect under perfusion with CS (E) and the absence
of this BK effect with exposure to HA (F). G. The mean value of the ratio of the responses to
the 6™ and 5" stimuli under HA (n=66) and under HA + BK (n=77). The data are represented
as the mean + s.e.m., Student’s t-test: *** P< 0.001, > P >0.05.
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Supplementary Figure 5. Effect of HA on behavioral nocifensive responses to an
intradermal CAP injection in the paw. The duration (A) and number of nocifensive behavior
movements (licking, biting, lifting, guarding or shaking of the hind paw) (B), evoked by an
intradermal CAP injection (10 pl of 1 pg/ml) that was preceded two days earlier by a 10-pl
injection of either the vehicle or HA.  Wild type (n=7) and TRPV1 " (n=8). The data are
represented as the mean + s.e.m., Student’s t-test: ** P< 0.01, > P >0.05.
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Supplementary Figure 6. The effects of HA on TRPAL1 and TRPM8 channels. A-B. The
average amplitude of the [Ca®"]; response to 10 puM nifedipine in CS (black bars) and during
perfusion with HA (red, bars) in HEK293-hTRPA1-GFP(+) cells and DRG cultured neurons, C-
D. The average amplitude of the [Ca®™]; response to cold (10 °C) and 1 pM nifedipine in the
same neurons (C) and 100 nM CAP (D) in cultured nodose ganglion neurons E-F. The average
amplitude of [Ca”]; response in HEK293-mTRPM8-YFP cells and DRG cultured sensory
neurons to cold, 100 uM menthol, and cold + 100 uM menthol, in CS (black bars) and during
perfusion with HA (red, bars). Black bars: in external CS, Red bars: in HA solution. The data
are represented as the mean + s.e.m., Student’s t-test: *** P< 0.0001' “*"P >0.05.



Supplementary Figure 7

Supplementary Figure 7. Electrostatic potential of TRPV1 and TRPAL models. Top view
of the TRPV1 (A) and TRPA1 (B) models in electrostatic potential APBS representation® by
using the plugin by M.G. Lerner and H.A. Carlson (2006) University of Michigan, Ann Arbor
implemented in PyMol 1.6 (http://www.pymol.org). Positively charged regions are shown in
blue and negatively charged domains in red. Arrows point to S5-pore helix loops.
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Supplementary Tablel

HEK-TRPV1-EYFP (+) | DRG sensory neurons | DRG sensory neurons
WT TRPV1™"
CS HA CS HA CS HA
n=65 n=42 n=49 n=45 n=135 n=98
Threshold 42+0 42+0 39.3+0.2 38.1+0.3 38.8+0.2 40.610.4
°C
Time to
peak of 38+6 24+3 * 44+1 2743 * 28+4 2445
[Ca’"];
response
(ms)
Amplitude
of the 0.37+£0.02 | 0.26+0.02 0.35+0.01 0.13+0.02 | 0.39+0.01 | 0.31+0.01
response *%k*% *%k% *%
F340/F380
%
inhibition 30* 63* 26*
% of cells 93 91 41 28* 58 47*
that
respond

Supplementary Table 1. Effect of HA on HEK-TRPV1-EYFP (+) cells and DRG sensory
neurons from TRPV1" mice. [Ca*]; changes were measured in HEK-TRPV1-EYFP (+) cells
and cultured DRG primary sensory neurons from WT and TRPV1” mice. We measured
changes in [Ca*"]; evoked by a brief heat stimulus (48 °C) applied during perfusion with CS and
in cells previously exposed to HA. A single heat stimulus was applied to prevent TRPV1
desensitization. No response to CAP was observed in cultured DRG sensory neurons of the
TRPV1" mice. (Student’s t-test: *** P< 0.001,**P<0.01,*P<0.05).



Supplementary Table 2

CSs
Average ratio
F340/380

HA
Average ratio
F340/380

Change evoked
by HA

CHO-mTRPAlcells
Stimulus= CA 50uM

2.02 £+ 0.05n=55

2.36 + 0.05 n= 61***

Increment of
17%

DRG primary sensory
neurons
Stimulus= CA 50uM

0.35 +0.04 n= 32

0.31 £+0.02 n=38"N*

No effect

HEK hTRPA1-GFP cells
Stimulus= MO 20uM

0.72 +0.02 n= 81

0.63 +0.02 n= 102**

Reduction of
13%

CHO-mTRPAL cells
Stimulus= MO 20uM

16+0.1n=141

1.2+ 0.1n=177"5"

Reduction of
25%

HEK hTRPA1-GFP cells
Stimulus= Nifedipine
10puM

1.1+ 0.1 n=325

1.2+ 0.1 n=331"*°

No effect

DRG primary sensory
neurons
Stimulus= Nifedipine
10pM

0.19 +0.01 n= 96

0.19 £0.01 n=81

No effect

Supplementary Table 2. Effect of HA on TRPAL. [Ca”]; changes were measured in the
CHO-mTRPAL cell line in cultured DRG primary sensory neurons and HEK293 cells
transfected with hTRPA1-GFP stimulated with cynnamaldehide (CA) or mustard oil (MO).
Akin to other groups', we observed that the stimulation of TRPA1 with electrophilic
compounds CA and MO vyields highly variable results. More consistent activity was recorded
when nifedipine or cold (35 to 10 °C) were used as stimuli to activate TRPAL. The variability
of the results is indicated in the last column. The data with nifedipine as a stimulus, in which

no effect of HA was consistently observed are also included. (Student’s t-test: *** P<

0.001,**P<0.01, ™% P >0.05).




Supplementary References

1. Baker, N.A., Sept, D., Joseph, S., Holst, M.J. & McCammon, J.A. Electrostatics of
nanosystems: application to microtubules and the ribosome. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 98, 10037-10041

(2001).

2. Nilius, B., Appendino, G. & Owsianik, G. The transient receptor potential channel
TRPAL: from gene to pathophysiology. Pflugers Archiv : European journal of physiology
464, 425-458 (2012).



Financiacion

Este trabajo fue financiado por fondos del Matrix Biology Institute (USA), Becas del
Ministerio Espafiol de Economia y Competitividad BFU2008-04425, SAF2014-545.18-
C3-2-R, BFU2012-39092-C02-01 y SAF2013-45608-R, CONSOLIDER-INGENIO 2010,
y CSD2008-00005; PROMETEO/2014/011 de la Generalitat Valenciana; y beca
Santiago Grisolia de la Generalitat Valenciana. Instituto de Neurociencias, Centro de

Excelencia Severo Ochoa.



	Abreviaturas
	Resumen
	1. Introducción
	1.1 La matriz extracelular
	1.2 El ácido hialurónico
	1.2.1 Estructura del hialuronato sódico
	1.2.2 Distribución del  hialuronato sódico
	1.2.3 Síntesis y degradación del  hialuronato sódico
	1.2.4 Propiedades reológicas del hialuronato sódico
	1.2.5 Funciones fisiológicas del hialuronato sódico
	1.2.6 Interacciones químicas del Hialuronato

	1.3 Familia de canales iónicos TRP
	Tabla 1.1 Canales TRP de la mosca de fruta (Drosophila melanogaster), del gusano (Caenorhabditis elegans), ascidia (Ciona intestinalis), del pez globo (Seifuku, Fugu rubripes), pez cebra (Danio rerio), del ratón y el humano. Los números corresponden a...
	1.3.1 Origen de los canales iónicos TRP
	1.3.2 Nomenclatura y distribución filogenética de los TRP
	1.3.3 Estructura general de los TRP
	1.3.4 Permeabilidad iónica y mecanismo de apertura.
	1.3.5 Expresión y función de los canales TRP
	1.3.6 Canales TRP y la termosensación

	1.4 Canal iónico TRPV1
	1.4.1. Topología y estructura de TRPV1
	1.4.2. Distribución tisular de TRPV1
	1.4.3 Permeabilidad iónica
	1.4.4 Agonistas y antagonistas de TRPV1
	1.4.5 Modulación de TRPV1
	1.4.6 Activación de TRPV1 por temperatura
	1.4.7 Activación de TRPV1 por capsaicina
	1.4.8 Patologías asociadas a TRPV1

	1.5 Canal iónico TRPA1
	1.6 Canal iónico TRPM8
	1.7 Nocicepción y canales TRP
	1.7.1 Sensibilización de los nociceptores

	1.8 La osteoartritis (OA)
	1.9 Osteoartritis, dolor y HA

	2. Objetivos
	2.1. Objetivo General
	2.2. Objetivos Específicos

	3. Materiales y métodos
	3.1 Cultivos celulares
	3.1.1 Línea celular  SH-SY5Y TRPV1
	3.1.2 Línea celular  SH-SY5Y
	3.1.3 Línea celular CHO-TRPA1
	3.1.4 Células HEK293-mTRPM8-YFP
	3.1.5 Línea celular  HEK293

	3.2 Transfección transitoria de células HEK293
	3.2.1 Protocolo de transfección:
	3.2.2 Plásmidos utilizados
	Plásmido TRPV1-EYFP
	Plásmido N604T-TRPV1-EYFP
	Plásmido TRPV1-K615A/R617A
	Plásmido hTRPA1-GFP

	Fue donado por el laboratorio del  Dr. Karel Talavera de la Universidad Católica de Leuven, Bélgica. Las células HEK293 fueron transfectadas transitoriamente con el plásmido que codifica para el canal iónico TRPA1 humano que tiene fusionado en el extr...

	3.3 Cultivo primario de neuronas sensoriales
	3.3.1 Cultivo de neuronas de ganglio de la raíz dorsal (DRG)
	3.3.2 Cultivo de neuronas sensoriales primarias de ganglio nodoso

	3.4 Soluciones extracelulares e intracelulares
	3.5 Resumen de los compuestos químicos empleados
	3.6 Sistemas de Registro
	3.6.1 Medida de cambios en la concentración de calcio intracelular
	3.6.1.1 Aplicación de los estímulos de temperatura
	3.6.1.2 Aplicación de estímulos químicos
	3.6.1.3 Análisis de los datos

	3.6.2 Registros electrofisiológicos
	3.6.2.1 Aplicación de estímulos químicos
	3.6.2.2 Análisis de los datos


	3.7 Respuesta nocifensiva
	3.7.1 Test de la placa caliente o “Hot plate”
	3.7.2 Test de capsaicina
	3.7.3 Análisis de los datos

	3.8 Análisis Estadístico de los datos

	4. Resultados
	4.1 Efecto del HA sobre TRPV1 activado por calor.
	4.1.1 Efecto del HA sobre el canal TRPV1 expresado en la línea celular estable SH-SY5Y-TRPV1
	4.1.1.1 Desensibilización del canal TRPV1
	4.1.1.2 Efecto del HA de bajo peso molecular (HA-LMW) sobre TRPV1
	4.1.1.3 Efecto del HA de alto peso molecular (HA-HMW) sobre TRPV1
	4.1.1.4 Análisis comparativo del efecto de la concentración y peso molecular del HA sobre TRPV1 en las células SH-SY5Y-TRPV1

	4.1.2 Efecto del HA sobre el canal TRPV1 expresado en neuronas sensoriales de ganglio raquídeo
	4.1.2.1 Efecto del HA-LMW sobre el canal TRPV1 expresado en neuronas de ganglio raquídeo
	4.1.2.2 Efecto del HA-HMW sobre el canal TRPV1 expresados en neuronas de ganglio raquídeo
	4.1.2.3 Análisis comparativo del efecto del HA sobre el canal TRPV1 expresado en neuronas de ganglio raquídeo


	4.2 Efecto del HA sobre el canal TRPV1 expresado en células HEK293
	4.2.1 Duración del efecto del HA sobre la respuesta a calor de TRPV1 en células HEK293

	4.3 Efecto del HA sobre los cambios en la concentración de calcio intracelular ([Ca2+]i)  producidos en respuesta a la activación de TRPV1 por capsaicina.
	4.3.1  Efecto del HA-HMW sobre la respuesta a capsaicina del canal TRPV1-EYFP expresado en células HEK293
	.
	4.3.2 Efecto del HA-HMW sobre la respuesta a capsaicina del canal TRPV1 expresado en neuronas sensoriales en cultivo.

	4.4 Efecto del HA sobre los cambios en la concentración de calcio intracelular ([Ca2+]i) producidos en respuesta a la activación de TRPV1 por pH ácido.
	4.5 Efecto del HA sobre la amplitud de las corrientes macroscópicas inducidas por capsaicina mediadas por el canal TRPV1 expresado en células HEK293.
	4.5.1 Efecto del HA-HMW 400 µg/ml sobre las corrientes macroscópicas del TRPV1 evocadas por capsaicina
	4.5.2 Efecto del HA-LMW 400 µg/ml sobre las corrientes macroscópicas del TRPV1 evocadas por capsaicina

	4.6 La inhibición producida por el HA sobre TRPV1 no se ve afectada por la N-glicosilación del canal.
	4.7 Interacción del HA con el canal TRPV1.

	Figura 4.31. Efecto del HA-HMW 400 µg/ml sobre la amplitud de las corrientes macroscópicas inducidas por capsaicina 100 nM en células HEK293-TRPV1-K615/R617A. A. Promedio de las curvas corriente-voltaje obtenidas en la configuración de célula entera, ...
	4.8 Efecto del HA sobre la sensibilización del TRPV1 por la bradiquinina en neuronas sensoriales primarias cultivadas.
	4.9 Efecto de la inyección de HA sobre la latencia de la respuesta nocifensiva a calor y a capsaicina en ratones despiertos.
	4.10 Efecto del HA sobre el canal TRPA1 en sistemas de expresión heterólogos y en neuronas sensoriales primarias.
	4.11 Efecto del HA sobre el canal TRPM8 activado por frio y por mentol, en sistemas de expresión heterólogos y neuronas sensoriales primarias.

	5. Discusión
	5.1 Efecto Inhibitorio del HA sobre TRPV1
	5.2 Mecanismo de acción del HA sobre TRPV1
	5.3 Interacción del HA y TRPV1
	5.4 Comparación del efecto producido por el HA-LMW y el HA-HMW sobre TRPV1
	5.5 Significado funcional del efecto del HA sobre TRPV1

	6. Conclusiones
	7. Bibliografía
	8.  Anexo
	Paper.pdf
	title_link
	Results
	HA reduces calcium responses to heat and capsaicin
	HA inhibits capsaicin-evoked TRPV1 ionic currents
	HA reduces the opening probability of TRPV1 channels

	Figure™1Inhibition by HA of intracellular calcium responses to heat (48thinspdegC) and 100thinspnM CAP in HEK-TRPV1-EYFP (+) cells and DRG primary sensory neurons.(a) Intracellular calcium rises evoked in a HEK-TRPV1-EYFP (+) cell by temperature elevation
	HA reduces capsaicin-evoked impulse firing in DRG neurons
	HA prevents TRPV1 sensitization by bradykinin
	HA reduced behavioural nocifensive responses to noxious heat

	Figure™2Inhibition by HA of CAP-evoked currents in HEK-TRPV1 cells.(a) Average I-V relationships before (blue symbols, CS) and after the application of 100thinspnM CAP (black symbols, CS+ CAP; n=19) and after the application of HA + 100thinspnM CAP (red s
	Figure™3Modulation of TRPV1 single-channel activity by HA.Recording in cell-attached patches of HEK-TRPV1-EFYP (+) cells of the single-channel activity evoked by 0.25thinspmgrM CAP in the recording pipette. (a) A sample recording of TRPV1 single-channel a
	Figure™4Reduction of the impulse response of DRG neurons to CAP during HA exposure.Electrophysiological recordings of adult cultured DRG neurons performed in the cell-attached configuration during the application of 1thinspmgrM CAP, HP=-60thinspmV. (a) A 
	HA inhibits CAP-evoked activity in joint nociceptor fibres

	Figure™5Effect of HA on behavioural nocifensive responses to noxious heat in mice and on nerve impulse activity of sensory nerve fibres innervating the rat knee joint.(a) The latency of the first nocifensive response (licking, biting, lifting, guarding, s
	HA does not modify TRPA1 or TRPM8 channel activity
	A putative HA-interacting site in TRPV1 channels

	Discussion
	Methods
	Animals
	Culture of cells and neurons
	Fluorimetric Ca2+ measurements

	Figure™6Atomic interactions of hyaluronan tetrasaccharide docked to TRPV1 model.(a) Details of the TRPV1 multiple sequence alignment of four species, showing the conservation of the positive patch predicted to interact with HA. Additionally, detail of the
	Temperature stimulation
	Electrophysiology in cultured cells
	Electrophysiological data analysis
	Behavioural nociception assays
	Electrophysiological recordings in rat knee joint fibres
	Molecular modelling
	Reagents

	FraserJ. R.LaurentT. C.LaurentU. B.Hyaluronan: its nature, distribution, functions and turnoverJ. Intern. Med.24227331997DickerK. T.Hyaluronan: a simple polysaccharide with diverse biological functionsActa Biomater.10155815702014BalazsE. A.The viscoelasti
	We thank E. Quintero, A. Miralles, V.J. Rodriguez and C. Pérez for technical assistance and S. Ingham for illustrations. We also acknowledge the help of Salvador Sala in initiating EP in the technique of single-channel recordings and providing the set-up
	ACKNOWLEDGEMENTS
	Author contributions
	Additional information


	Página en blanco
	Certificados Directores de Tesis.pdf
	img008
	img009

	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Certificados Directores de Tesis.pdf
	img008
	img009

	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco



