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RESUMEN

El canal idnico TRPM8 (“Transient Receptor Potential Melastatin 8”) es el principal sensor del
frio ambiental y se activa por descensos moderados de temperatura y compuestos refrescantes,
como el mentol. En el sistema somatosensorial, el canal se expresa en un pequefio conjunto de
neuronas sensoriales de pequefio tamafio donde determina un papel crucial en la deteccidon del
frio inocuo, aunque también se le ha relacionado con la deteccidn del frio nocivo y la nocicep-
cion. El uso de distintas lineas reporteras de ratones ha permitido caracterizar esta poblacién
neuronal, la cual no expresa los marcadores tipicos de los nociceptores tales como CGRP o IB4.
Ademas, se ha demostrado que, funcionalmente se distinguen dos tipos de neuronas sensibles
al frio, un grupo que se activa por descensos suaves de la temperatura (neuronas de bajo um-
bral) y un segundo grupo que responde a temperaturas mas bajas (neuronas de alto umbral).
Estos estudios muestran, ademas, que las dos poblaciones presentan un patrdn diferente en la
expresion de marcadores nociceptivos, sugiriendo un papel fisioldgico diferente en la transduc-
cién del frio inocuo y nocivo. Mas recientemente, los estudios del transcriptoma también han
encontrado diferencias moleculares entre las neuronas que expresan TRPMS8, no obstante, no
se ha podido relacionar con las dos clases identificadas funcionalmente. Por otro lado, se des-
conoce el papel de las neuronas TRPM8+ y los mecanismos genéticos alterados en el contexto

del dolor patolégico.

El objetivo general de este trabajo ha sido la caracterizacién molecular de las neuronas TRPM8+
y su papel en la neuropatia periférica inducida por el agente quimioterapéutico oxaliplatino en
un modelo murino, asi como la identificacién de posibles genes y mecanismos que desarrollen
la sensibilidad al frio. Basamos nuestro estudio en el uso de técnicas de biologia molecular y
celular en un modelo reportero murino (la linea TRPM8BACEYFP), que permite identificar las

neuronas TRPM8+ a través de una proteina fluorescente reportera.

El primer objetivo de esta tesis doctoral ha sido estudiar el papel que juegan los canales TRPMS8
y TRPA1 en los mecanismos de sensibilidad al frio en neuronas sensoriales. Para ello, realizamos
experimentos de imagen de calcio in vitro en neuronas sensoriales disociadas procedentes de
los ganglios de la raiz dorsal (DRG), aplicando rampas de frio y agonistas quimicos de los princi-
pales miembros de los TRPs. Los resultados de los experimentos muestran que la mayoria de las
respuestas al frio estdn mediadas por TRPMS, aunque existe un pequefio porcentaje de respues-

tas dependientes de TRPAL. Asimismo, se comprobd que nuestro modelo transgénico identifica
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a dos poblaciones TRPM8+ con una expresion variable para este gen. Estas dos poblaciones pre-
sentan caracteristicas morfoldgicas y funcionales distintas, incluyendo el umbral de activacion

por temperatura para el estimulo del frio.

El segundo objetivo de esta tesis fue obtener el perfil transcriptémico, mediante de la secuen-
ciaciéon masiva de ARN (RNA-Seq), de neuronas TRPM8+ y IB4+ aisladas mediante citometria
activada por fluorescencia (FACS). Una vez secuenciado el ARN, se compararon ambos perfiles
moleculares e identificamos un conjunto de genes diferencialmente expresados en ambas po-
blaciones. Se demostré ademas que el perfil molecular de la poblacion TRPM8+ identifica a un
subgrupo de nociceptores denominados peptidérgicos. Tras comparar nuestro trabajo con otros
estudios de transcriptdmica realizados en células individuales y la posterior validacidon de un
conjunto de genes seleccionados usando la técnica de hibridacién in situ (RNAscope), descubri-
mos que los marcadores peptidérgicos identifican a un grupo de neuronas TRPM8+ de baja ex-
presion para este gen. Estas neuronas corresponden al grupo de neuronas sensibles al frio de
alto umbral identificado por fluorescencia en la linea TRPM8BACEYFP, por lo que este modelo

constituye una buena herramienta para el estudio de estos nociceptores sensibles al frio.

Por ultimo, el objetivo final de tesis fue estudiar los cambios funcionales y moleculares en la
sensibilidad al frio de las neuronas TRPM8+ y TRPA1+ en un modelo de dolor neuropatico indu-
cido por oxaliplatino. Este compuesto quimioterapéutico causa una neuropatia periférica carac-
terizada, entre otros sintomas, por su hipersensibilidad al frio. El desarrollo del modelo neuro-
patico se evalud a través de pruebas de conducta. Usando las mismas técnicas mencionadas
para la condicidn fisioldgica, demostramos que el oxaliplatino aumenta el nimero de neuronas
sensibles en las poblaciones TRPM8+ y TRPA1+, alterando, ademas, su perfil genético. Las con-
clusiones del trabajo sugieren que la hipersensibilidad al frio inducida por la neuropatia puede
estar causada por una sensibilizaciéon de un grupo de neuronas silentes TRPM8+ de baja expre-
sién.

En conclusion, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que las neuronas TRPM8+
presentan una heterogeneidad molecular y revela los mecanismos moleculares alterados en la
neuropatia inducida por oxaliplatino, lo cual sugiere un papel en la nocicepcién y deteccion del

frio nocivo.
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ABSTRACT

The Transient Receptor Potential Melastatin 8 (TRPMS8) ion channel is a well-established key
molecular sensor of cool and cold environmental temperatures. TRPM8 is activated by moderate
drops in temperature and by cooling compounds such as menthol. In the somatosensory system,
its expression is principally restricted in a small subset of sensory neurons involved in innocuous
cold transduction, although it is also related to harmful cold and nociception. According to re-
porter lines, the majority of TRPMS8 neurons do not co-express nociceptive markers such as CGRP
or IB4, and molecular and functional experiments suggest at least two distinct functional classes,
a low-threshold population, and a high-threshold subpopulation. Likewise, these two popula-
tions present a different pattern in the expression of nociceptive markers and may be involved
in different physiological roles for innocuous and noxious cold transduction. More recently, tran-
scriptomics studies have also identified molecular differences among TRPM8-expressing neu-
rons, however, they fail to correlate their molecular signature to their physiological roles. Addi-

tionally, the information about their molecular changes after a neuropathic injury is still limited.

To explore this, we studied the role of TRPMS8 expressing neuron in neuropathic conditions, per-
forming a multidisciplinary approach of molecular and cell biology techniques. The use of murine
the transgenic model TRPMS8BACEYFP allowed us to identify the TRPMS8+ expressing neurons by

the fluorescent reporter protein EYFP.

The first objective of this thesis was to study the role of TRPM8 and TRPA1 channels in the mech-
anisms of cold sensitivity. For this purpose, we used the in vitro calcium imaging technique in
primary sensory neurons dissociated from dorsal root ganglia (DRG). Cold ramps and different
combinations of TRPs channels, including TRPM8 and TRPA1, were applied in the experiments.
We observed that cold responses are mainly mediated by TRPMS, although a small percentage
depends on TRPA1. We also identified two TRPM8+ populations with variable expression for this
gene using our transgenic reported model. We further showed that these TRPM8+ neurons pre-
sent different morphological and functional characteristics, including the activation threshold

by temperature for the cold stimulus.

The second objective of this thesis was to obtain the transcriptomic profile of these populations
using the high-throughput RNA sequencing technique of FACS-sorted TRPM8+ and IB4+ neurons.
We identified a set of differentially expressed and regulated genes in both populations. Our

findings support the transcriptome of TRPM8-expressing neurons identifies a subgroup of pep-
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tidergic nociceptors. Then, we performed a bioinformatic analysis of our sequencing data, com-
paring it with molecular profiles of somatosensory neurons obtained by recent single-cell RNA-
Seq studies. After validating selective molecular markers using RNAscope in situ hybridization,
we demonstrate that the peptidergic markers identify the group of low-expressing TRPMS8 neu-
rons. Additionally, our experiments performed in TRPMS8BAEYFP transgenic mice led us to es-
tablish that the reporter line identifies these nociceptive cold-sensitive neurons, suggesting that

that is a good tool for its study.

Finally, we study the functional and molecular changes in cold sensitivity of TRPM8+ and TRPA1+
neurons in a model of neuropathic pain. The chemotherapeutic compound causes peripheral
neuropathy, characterized by cold hypersensitivity. To establish an experimental model of oxal-
iplatin-induced peripheral neuropathy, mice received three systemic intraperitoneal injections.
We evaluated cold hypersensitivity through behavioral tests. Using the same techniques men-
tioned for physiological conditions, we demonstrated that oxaliplatin causes an increase in the
number of sensory neurons in TRPM8+ and TRPA1+ populations, together with altering their
transcriptomic profiles. Furthermore, the results conclude the sensitization of an emerging

TRPMS8+subpopulation may cause neuropathy-induced cold hypersensitivity.

In summary, our findings support the molecular diversity of TRPM8-expressing neurons and re-
veal specific alterations produced by oxaliplatin that suggest their involvement in neuropathic

noxious cold detection.
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Introduccion

1.1. Elsistema somatosensorial: una vision general

La capacidad de percibir nuestro entorno, lo que se conoce como percepcién, es un instrumento
vital para la supervivencia. La percepcién se realiza a través del procesamiento de estimulos
sensoriales que se monitorizan de forma constante. Los organismos, desde los mds primitivos
hasta los vertebrados, han desarrollado sistemas sensoriales de distinta complejidad que les
permiten interactuar con el ambiente. Charles Sherrington, en su libro publicado en 1906,
diferencia la informacion sensorial en 3 tipos: la propioceptiva o la informacién de la posicién
de nuestro cuerpo, la exteroceptiva, cuando la informacidn proviene de receptores periféricos
que detectan estimulos externos, y la interoceptiva, procedente de los drganos internos

(Freeman and Sherrington, 1907).

Conocemos por sistema somatosensorial al conjunto de estructuras encargadas de detectar los
estimulos fisicoquimicos que alcanzan la piel y otros tejidos periféricos. Es un sistema que
engloba la percepcién consciente del tacto, presién, temperatura, la posicion de las
extremidades y su movimiento, y se considera parte del sistema nervioso periférico (SNP). Esta
compuesto por nervios sensoriales que se extienden fuera de la médula espinal y del tronco del
encéfalo. Los nervios, a su vez, se componen de los axones de las neuronas sensoriales primarias
gue morfoldgicamente poseen una estructura singular, pseudounipolar. Es decir, sus axones se
bifurcan en dos ramas, una rama periférica y otra central. La rama periférica o terminal aferente
se extiende hasta la superficie de la piel y otros tejidos tales como musculos, tendones, huesos,
glandulas, articulaciones u érganos internos, mientras que la central o eferente se proyecta

hacia el sistema nervioso central.

La transduccién sensorial es el proceso celular por el cual las neuronas sensoriales convierten
los estimulos externos en sefiales eléctricas. El proceso de transduccion se inicia con la
activacion de las terminaciones nerviosas periféricas en respuesta al estimulo y su
despolarizacién. Una vez alcanzado un umbral de voltaje, se produce la descarga de potenciales
de accidn que se propagan a lo largo del axén (revisado por Belmonte, 2012). Esta sefial eléctrica
se transmite por la raiz dorsal hasta la médula espinal donde hace sinapsis con neuronas
sensoriales de segundo orden. En el caso del nervio trigémino, la sefial puede transmitirse hacia
los primeros segmentos de la médula espinal, en el nucleo inferior o nucleo espinal (Spv), o
directamente en estructuras superiores del tallo cerebral: El mas alto es el nicleo mesencefalico
en la calota, y a nivel pontino el nucleo principal (PrV), localizado en la protuberancia. La seial
continla hasta la corteza cerebral para su posterior codificacion e interpretacién y cuyo

resultado final es la generacién de una percepcion. Ademas, en respuesta a los distintos
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estimulos, el sistema nervioso central también puede generar una respuesta efectora, ya sea
una contraccion muscular involuntaria cémo mecanismo de huida o proteccidn, o la liberacion
de sustancias (p.e. sudor) mediante activacion de las glandulas secretoras (Kaas, 2012). (Figura

1A).

Los somas de las neuronas sensoriales primarias se encuentran agrupados en los ganglios
sensoriales. Dependiendo del area corporal inervada, podemos distinguir entre los ganglios
craneales del trigémino o de Gasser (TG), localizados en la porcién petrosa del hueso temporal
y que se encargan de la sensibilidad facial, los ganglios yugulares y nodosos (JG y NG
respectivamente), localizados en la zona cervical formando parte del nervio vago, siendo los
encargados, principalmente, de la inervacidn visceral (Freeman and Sherrington, 1907) y, por
ultimo, encontramos los ganglios raquideos (DRG). Estos forman una cadena a ambos lados de
la columna vertebral, alcanzando la médula espinal a través de la raiz dorsal y se dividen,
dependiendo de la zona del cuerpo que inervan, en ganglios cervicales, toracicos, lumbares y
sacros. El niUmero total de ganglios raquideos varia entre especies; en ratones hay 8 ganglios
cervicales (C1-C8), 13 toracicos (T1-T13), 6 lumbares (L1-L6) y 4 sacros (S1-S4) mientras que en
humanos hay 8 cervicales, 12 tordcicos, 5 lumbares y 5 sacros (figura 1B). Los ganglios raquideos
contienen neuronas que inervan los drganos de la zona abdominal y pélvica, ademas de
musculos y la piel de los miembros inferiores y superiores (Robinson and Gebhart, 2008;
Ordovas-Montanes et al., 2015). Los DRG son mas numerosos que los ganglios trigéminos,
nodosos o yugulares y contienen una mayor proporcién del total de neuronas sensoriales,
siendo esta una de las razones por la que son ampliamente utilizados como sistema modelo en

los estudios sobre la transduccidn somatosensorial (Krames, 2014).
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Figura 1. Transduccién y transmision de los estimulos somatosensoriales. A) Representacion esquema-
tica de la sensacion somatica ante un estimulo externo. Se muestra la deteccidn por parte de los recepto-
res localizados en los terminales periféricos, la transduccidn del estimulo en una respuesta eléctrica y su
propagacion en forma de potencial de accién hacia el soma de las neuronas sensoriales primarias en los
ganglios raquideos (DRG). Sus nervios espinales estan formados por las raices aferentes (sensitivas o pe-
riféricas) y se encargan de inervar la piel, mdsculos, visceras o glandulas. Los somas de las neuronas sen-
soriales se localizan en los ganglios raquideos (ver inserto), donde aparecen distintos subtipos en funcion
de la expresion de moléculas transductoras, la morfologia, las propiedades biofisicas y la expresion mole-
cular. Las proyecciones eferentes llegan centralmente hasta el asta dorsal de la médula espinal, donde
establecen la primera sinapsis con las neuronas sensoriales de segundo orden, continuando la transmisién
hasta la corteza sensorial primaria. Modificado de Bourinet et al., 2014. B) Distribucién anatémica de los
ganglios raquideos a lo largo de la columna vertebral en humanos. Segun su localizacién rostro-caudal, los
DRGs se clasifican en cervicales, toracicos, lumbares y sacros, que van a inervar distintas partes del cuerpo.
Adaptado de Servier Medical Art.

1.2. Especializacion funcional de las neuronas somatosensoriales

Las sensaciones generadas por un estimulo externo pueden ser de naturaleza muy diversa, en
funcién de las caracteristicas e intensidad de dicho estimulo. La mayoria de los seres vivos
podemos reaccionar a cambios de temperatura, presidén, osmolaridad y la presencia de distintos
compuestos quimicos. Es mas, como hemos comentado anteriormente, la informacion
detectada puede provenir del entorno exterior pero también del interior del cuerpo, como es el

caso de la informacion sobre la posicion relativa de las extremidades a través del sentido de la
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propiocepcion. Los propioceptores se encuentran en musculos, articulaciones, ligamentos y piel,
y basicamente informan sobre el estiramiento y contraccién muscular para el correcto control

del equilibrio y la coordinacion (Gandevia, 2008).

Las neuronas somatosensoriales son capaces de detectar los distintos estimulos a través de
proteinas altamente especializadas Ilamadas sensores moleculares, particularmente canales
idnicos sensoriales. Al activarse, estos canales idnicos desencadenan una despolarizacién local
al permitir el paso de iones a través de la membrana, lo que se conoce como potencial
generador. El flujo de iones en la terminacidn nerviosa es proporcional a la intensidad del
estimulo y cuando se alcanza el umbral, se produce el potencial de accién. Existen distintas
formas de clasificar estos receptores moleculares tales como la naturaleza del estimulo que
detecten (p.e. temperatura, voltaje), la especie permeable del ion (p.e. Na*, K*), o su estructura.
Las neuronas somatosensoriales muestran distintos grados de especializacién en su respuesta a
los estimulos; existen neuronas que responden exclusivamente a fuerzas mecanicas, los
llamados mecanorreceptores, termorreceptores si responden a cambios de temperatura o
quimiorreceptores si son sensibles a compuestos quimicos. Por el contrario, otras neuronas
sensoriales primarias pueden responder a mas de un tipo de estimulo, bien porque expresan
diferentes tipos de receptores moleculares, bien porque dichos receptores se puedan activar
por distintos estimulos. La capacidad de responder a estimulos de distinta clase es conocida

como polimodalidad (Bessou and Perl, 1969).

La polimodalidad ha sido ampliamente caracterizada en el soma de las neuronas sensoriales en
estudios funcionales in vitro, debido a la dificultad para acceder a las terminaciones en algunos
casos, y realizar la aplicacidon de estimulos de diferente naturaleza. En estas condiciones, mas
del 50 % de las neuronas sensoriales analizadas son polimodales, siendo la mayoria neuronas
mecano-sensibles que también responden al calor o a compuestos irritantes (Sneddon, 2002).
En menor nimero encontramos neuronas sensibles al frio que responden también a estimulos
mecanicos y/o al calor (Cain, Khasabov and Simone, 2001). Sin embargo, en un estudio reciente
del grupo de investigacidon del Dr. John Wood, en el que se realizaron registros in vivo de
neuronas sensoriales utilizando ratones transgénicos fluorescentes para indicadores de calcio
libre (GCaMP), se demostrd que menos del 25 % de las neuronas responden a fuerzas mecanicas
y a estimulos térmicos (55 2C) (Emery et al., 2016). El trabajo defiende que las neuronas
sensoriales son mucho mds especializadas y la polimodalidad es una condicién experimental
artificial, fruto de la sensibilizacién que sufren las neuronas axotomizadas al estudiarlas en

cultivos celulares. No obstante, en otros trabajos posteriores en los que usaron la misma
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metodologia, se observaron un gran nimero de neuronas polimodales, alcanzando incluso el

50-60 % en algunos casos (Chisholm et al., 2018; Wang et al., 2018).

1.2.1. Clasificacién de las neuronas sensoriales primarias segun su velocidad de con-

duccion

Los axones de las neuronas somatosensoriales estan recubiertos por un tipo especial de célula
glial conocido como célula de Schwann y, segun el didametro del axdn, se pueden dividir en dos
tipos. Aquellos axones con mayor calibre estan rodeados por células de Schwann que producen
mielina, un material lipoproteico en su membrana plasmatica. Estas células de Schwann se
enrollan alrededor de los axones (axones mielinicos) y permiten la transmision del estimulo
nervioso con mayor rapidez, ya que actla como un aislante para evitar la disipacion de la sefial
eléctrica. Cuanto mayor grosor tenga la vaina de mielina que recubre el axén, mayor serd la
velocidad de conduccidn del potencial de accidn (Purves et al., 2018). En el caso de los axones
de menor didmetro, las células de Schwann los rodean formando pequefios manojos (Remak
“bundle” en inglés), sin formar vainas de mielina, por lo que se conocen como axones
amielinicos. En el sistema nervioso periférico, la mayoria de los axones de las neuronas
sensoriales se caracterizan por carecer de mielina y por su baja velocidad de conduccidn (Kidd,

Ohno and Trapp, 2013).

En el sistema somatosensorial encontramos cuatro tipos de axones, clasificados por Erlanger y
Gasser en funcidn de su velocidad de conduccién, parametro directamente relacionado con su
didmetro; Aa, AB, Ad y C, siendo las fibras alfa las mas rapidas y C las mas lentas (Erlanger and
Gasser, 1924, 1937). Posteriormente, se demostrd que la velocidad de conduccion es también
proporcional al tamafio de sus somas (Yoshida and Matsuda, 1979; Harper and Lawson, 1985;
Cameron, Leah and Snow, 1986), de modo que las fibras Aa se corresponden con las neuronas
de gran tamafio, con un area aproximada de 800 um?y presentan un mayor calibre de sus axones
periféricos. Su principal funcidon es la propiocepcidn y sus terminaciones sensoriales se
encuentran en los husos neuromusculares y los érganos tendinosos de Golgi (Lam and Pearson,
2002), cuya funcidén es retroalimentar al sistema nervioso informacion sensorial sobre la
longitud y tension de las fibras musculares y tendones. Junto con las fibras Aa, las fibras AB
transmiten las sensaciones no dolorosas como el tacto o la vibracién mecanica, mientras que las
neuronas sensoriales de pequefio y mediano tamafio definen una poblacién sin mielina o

escasamente mielinizada que corresponde a las fibras C y A respectivamente.
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Tabla 1. Clasificacion de las neuronas sensoriales segtin su didmetro axonal. A mayor diametro del axdn,
mayor velocidad de conduccion. El didametro del axdn se correlaciona con el grosor de la vaina de mielina
que lo rodea. Modificado de Purves et al., 2018.

1.2.2. Nociceptores o neuronas de alto umbral

Las neuronas sensoriales también pueden clasificarse en funcion de la intensidad, es decir, el
umbral de activacién del estimulo al que responden. En 1903, Sherrington describe la existencia
de una neurona sensorial primaria que se activa por estimulos que causan dolor tisular, acu-
fando el término nociceptor para definirla en 1906 (Sherrington, 1903; Freeman and
Sherrington, 1907). Los nociceptores (noci- se deriva del latin “nocere” que significa herir, da-
far), responden a estimulos capaces de dafiar el tejido y que dan lugar a una sensacién desagra-
dable o dolorosa. La sensacion dolorosa puede evocarse por receptores mecanicos, térmicos o
guimicos cuando se activan a altas intensidades. Mas tarde, se confirma que estas neuronas son,
en general, de pequefio didametro y estan compuestas de fibras nerviosas tipo Cy Ad (Merskey
and Bogduk, 1994). En condiciones fisioldgicas, tienen un umbral muy alto de activacion, que
puede ser alterado tras procesos de inflamacidn o lesidon que los sensibilizan, permitiendo en-
tonces su activacidon a umbrales mas bajos. Segun su localizacidn, se describen tres tipos de no-
ciceptores; cutaneos, viscerales y aquellos que se encuentran en los musculos y las articulacio-

nes. Los nociceptores cutaneos han sido los mas estudiados debido a su mayor accesibilidad.

Cuando hablamos del tipo de sensacion dolorosa, es comun distinguir dos tipos bien diferencia-
dos. En primer lugar, hay un tipo de dolor agudo, muy localizado, que produce una sensacion
punzante y de menor latencia. Estas sefiales se transmiten a través de fibras A5, ligeramente
mielinizadas. Por otro lado, se describe otro tipo de dolor sordo, mas dificil de localizar y que
produce una sensacion de quemazon siendo mucho mas tardio su aparicidn tras el estimulo.
Estas sefiales se transmiten por un grupo de nociceptores tipo C, amielinicos, cuyas terminacio-
nes se encuentran a mayor profundidad en la piel (entre 20 a 500 nm), y que se caracterizan por
ser polimodales ya que responden a compuestos irritantes y/o temperaturas nocivas ademas de

estimulos mecanicos. Los receptores polimodales tipo C tienen un umbral para la estimulacion
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mecanica ligeramente inferior al umbral de los nociceptores puros y pueden sensibilizarse ante
un estimulo repetitivo o en presencia de mediadores inflamatorios (Belmonte and Giraldez,
1981). Existe ademas un ultimo grupo de nociceptores, conocido como nociceptores silentes,
qgue no responden a estimulos en condiciones normales. Estos nociceptores sdlo se activan tras
la aplicacién persistente de un estimulo o en condiciones patolégicas como en procesos de in-

flamacién (Schaible and Schmidt, 1985; revisado por Schmidt, 2006).

Como ya hemos mencionado, las neuronas sensoriales primarias procedentes de los DRGs trans-
miten la informacién desde la periferia hasta el asta dorsal de la médula espinal, donde hacen
sinapsis con neuronas sensoriales de segundo orden, las cuales estdn organizadas anatémica-
mente en distintas capas. De este modo, las proyecciones de los nociceptores tipo C terminan
mayoritariamente en la lamina interior Il o en la [amina | (la mas superficial). Los nociceptores
con fibras mielinicas, tipo Ad, pueden acabar tanto en la lamina | junto con las fibras C o en capas

mas profundas cémo la ldmina V (Woodbury, Ritter and Koerber, 2000).

1.2.3. Mecanorreceptores y termorreceptores

La mecanocepcion es la capacidad sensorial que permite detectar cambios en la presion o la
distorsion tras ejercer una fuerza. La percepcidon mecanica también puede clasificarse segun la
intensidad del estimulo detectado, que depende de la activacién de mecanorreceptores de alto
umbral (HTMRs o nociceptores mecanicos), o de bajo umbral (LTMRs) (ver figura 2A) (revisado

por Roudaut et al., 2012).

Los LTMRs responden a estimulos mecanicos de baja intensidad como por ejemplo el tacto
suave, los cosquilleos o pequeiias vibraciones. Una caracteristica de los LTMRs es que sus
terminaciones cutaneas suelen estar asociadas a dérganos o estructuras especializadas o
corpusculos que permiten detectar minimas variaciones de presion. Tradicionalmente se
pensaba que estas estructuras especializadas eran necesarias para generar el potencial
generador ante los estimulos mecdnicos. Sin embargo, el descubrimiento de canales idnicos que
se activan por fuerzas mecdnicas demuestra que la mecanotransduccion ocurre a través de
canales idnicos y cada morfotipo de las estructuras asociadas a los LTMRs permite refinar
distintas submodalidades del tacto (revisado por Abraira and Ginty, 2013). En la piel glabra o sin
pelo, podemos encontrar diferentes modalidades asociadas a estas estructuras como los
corpusculos de Pacini, las terminaciones de Ruffini, los corpusculos de Meissner y los discos de
Merkel. Todos ellos estan asociados a fibras AB, de gran didmetro. En la piel vellosa en cambio,
podemos encontrar, rodeando los foliculos pilosos, formas lanceoladas circunferenciales.

Ocasionalmente se asocian también los discos de Merkel, conocidos como cupulas tactiles o
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“touch domes” y mas raramente los corpusculos de Pacini (Woodbury and Koerber, 2007). Sus
terminaciones nerviosas son fibras tipo AB o A, conocidas cominmente como “D-hair” o
“Guard-hair” respectivamente (revisado por Cobo et al., 2020). Segun la frecuencia de disparoy
su capacidad de adaptarse o mantener la respuesta al estimulo mecdnico podemos clasificarlas
en receptores de adaptacion lenta (SA, “slowly adapting”), intermedia (lA, “intermediate
adapting”) y rdpida (RA, “rapidly adapting”), que a su vez puede subdividirse en tipo | y tipo II.
Asi, podemos distinguir entre receptores de adaptacion rapida tipo | y tipo Il (RAl y RAll) que se
asocian a los corpusculos de Meisner y Pacini. Los primeros detectan objetos en movimiento o
roces sobre la piel y los segundos responden a pequenas vibraciones. El grupo de adaptacion
lenta tipo | se asocia a células de Merkel, especializados en detectar el tacto suave, mientras que
los SAIll estdn formados por estructuras de Rufini y detectan mayoritariamente fuerzas de
tension en la piel. Los propioceptores que inervan los husos neuromusculares comparten
muchas de las propiedades fisioldgicas con los SAII-LTMRs. Finalmente, el grupo intermedio lo
constituye principalmente un conjunto de fibras tipo C conocidas como C-LTMRs, encargadas de
detectar la deteccién del tacto delicado (figura 2A). Este grupo es muy peculiar porque sus fibras
estan compuestas por axones no mielinicos, siendo las Unicas neuronas tipo C que transmiten
informacidn no dolorosa. Otra caracteristica Unica es que sélo se encuentran en la piel vellosa

formando estructuras lanceoladas libres alrededor del foliculo (Olson et al., 2016).

Por otro lado, los HTMR, son receptores mecano-sensibles con fibras Ad o C, que se activan por
estimulos nocivos. Aquellos que son fibras tipo C también pueden responder a otros estimulos,
como el calor nocivo y productos quimicos exdgenos (revisado por Belmonte and Cervero,
2012), y muchos de ellos estan implicados en la generacién del prurito, una sensacion
desagradable que provoca un reflejo de rascado en respuesta a la presencia de sustancias
irritantes (Paus et al., 2006). Inicialmente, las terminaciones de los HTMRs eran consideradas
libres al no tener asociadas estructuras especializadas (Roudaut et al., 2012). No obstante, dos
estudios recientes del grupo de investigacién del Dr. Patrik Ernfors cuestionan este hecho, ya
que han descubierto que los aferentes nociceptivos tienen una gran vinculaciéon con las
terminaciones de células de Schwann no mielinicas. Las terminaciones de ambos tipos celulares
se asocian formando un érgano especializado glio-neuronal con forma de “malla” en la zona
subepidérmica de la piel y detectan los estimulos dolorosos mecanicos y térmicos. La pérdida
de las células de Schwann provoca la retraccién de los nervios, mientras que la ablacion de los
terminales nerviosos también genera alteraciones morfolégicas en las células de Schwann. En
ambos casos, el resultado funcional es la generacion de una hipersensibilidad mecanica (Abdo

et al., 2019; Rinwa et al., 2021).
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Tal como hemos comentado, los HTRMs estan formados por fibras de velocidad de conduccién
lenta, que transmiten la informacién nociva de los estimulos mecdnicos. Sin embargo, un estudio
reciente de Arcourt y colaboradores, ha identificado un grupo de neuronas AB-LTMRs positivas
para el gen Maf y responsables de coordinar el reflejo de retirada ante un estimulo mecanico
nociceptivo. Este hecho es muy singular ya que todos los demas LTMRs participan en la mecano-

sensacion no nociva (Arcourt et al., 2017).

Con respecto a la termocepcidn, se conoce como la capacidad de percibir y codificar las tempe-
raturas ambientales e internas. Se han descrito distintos termorreceptores, capaces de detectar
temperaturas en un amplio rango que va de los de 0 2C hasta los 55 2C. A diferencia de los
mecanosensores, los termorreceptores no requieren estructuras especializadas en sus termina-
ciones, que finalizan en la piel, mucosas, vasos sanguineos y foliculos pilosos y la mayoria lo

constituyen fibras Cy algunas fibras AS (figura 2B) (Schepers and Ringkamp, 2010).
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Figura 2 Clasificacion funcional de los mecanorreceptores y los termorreceptores y su rango de activa-
cion fisioldgico. A) Los mecanorreceptores pueden clasificarse en HTMRs que detectan estimulos meca-
nicos de alto umbral o nocivos y LTMRs, encargados de la sensacién del tacto. Estos Gltimos pueden ser
del tipo a, B, 6 y C segun el diametro de las fibras que los inervan. En sus terminales, cada receptor se
asocia a un tipo de estructura especializada. Los HTMR en cambio tienen terminaciones libres. Modificado
de Gatto et al., 2019. B) Los termorreceptores pueden clasificarse segun el rango de temperaturas que
detectan. Modificado de Belmonte and Viana, 2008.
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1.3. Sensores de temperatura: la familia de canales idnicos de potencial

transitorio (TRP)

En las dltimas décadas se ha avanzado en el conocimiento de los distintos mecanismos de la
transduccion sensorial. En gran medida estos avances se asocian a la caracterizacion de la familia
de canales idnicos TRP (Clapham, 2003). Su nombre proviene de estudios utilizando como mo-
delo experimental la mosca del vinagre Drosophila melanogaster, donde se describid por pri-
mera vez la funcidn de estos canales. En registros del electroretinograma, ciertos mutantes ex-
hibian un potencial eléctrico transitorio ante la exposicidn a pulsos luminicos y de ahi su nombre
(del inglés “Transient receptor potential channels”) (Cosens and Manning, 1969; Montell and
Rubin, 1989). Esta familia estd compuesta, mayormente, por canales idnicos no selectivos. Los
canales iénicos TRP se agrupan en distintas subfamilias TRPC (canonical), TRPA (ankyrin), TRPV
(vallinoid), TRPM (melastatin), TRPML (mucolipin) y TRPP (polycistin), en funcién de la homologia
de su secuencia, tal como se muestra en la figura 3. Estructuralmente, los canales TRP estan
formados por cuatro subunidades proteicas formando poros permeables a cationes, general-
mente a Ca?*, a excepcién de los miembros TRPM4 y TRPMS (Gees et al., 2012; Boonen et al.,
2018). Aunque la mayoria forman homotetrameros, se ha observado la capacidad para formar
heterémeros entre miembros distintos de la misma subfamilia (Cheng, Sun and Zheng, 2010).
Cada subunidad presenta seis segmentos transmembrana (S1-56), una regidn permeable a los
cationes entre los segmentos S5 y S6 que conforman un poro hidrofébico, y los dominios amino
y carboxilo terminal que se encuentran en el medio intracelular (revisado por Hellmich and
Gaudet, 2014). Ademas, pueden poseer un dominio de repeticiones de anquirinas en el extremo
amino terminal, con longitud variable entre los distintos miembros de la familia TRP (Lishko et
al., 2007), y el denominado dominio TRP, una secuencia altamente conservada en el extremo C
terminal (Clapham, Runnels and Striibing, 2001; Venkatachalam and Montell, 2007; Cao,
Cordero-Morales, et al., 2013; Liao et al., 2013). En mamiferos, la expresién de algunos canales
TRP predomina principalmente en las neuronas sensoriales del sistema nervioso periférico, aun-
qgue también se ha detectado su expresion en el sistema nervioso central donde se cree que
realizan funciones relacionadas con la termorregulacion y en otros tipos celulares con origen no
neuronal (Gavva, 2008; Shibasaki, Tominaga and Ishizaki, 2015; Kamm and Siemens, 2017; Ordas

etal., 2021).

Funcionalmente, muchos canales TRP presentan un caracter polimodal, debido generalmente a
su capacidad quimiorreceptora o mecanorreceptora, pero la mayoria son conocidos por su te-

mosensibilidad.
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Figura 3. Arbol filogenético de la familia de canales i6nicos TRP en mamiferos. Se muestran representa-
das cada una de las subfamilias en funcion de su homologia de su secuencia. Las longitudes de las ramas
representan la distancia evolutiva en unidades PAM (Point Accepted Mutation, es decir, la probabilidad
de sustituir un aminodcido por otro cada 100 residuos). Abreviaturas: DAG, diacilglicerol. Modificado de
Clapham, 2003.

Aunque la temperatura influye en la actividad de todas las neuronas y canales iénicos, ya sea
indirectamente por desnaturalizacién o inactivacién por bajas temperaturas, se consideran ter-
mosensores aquellos canales idbnicos que muestran una especial termosensibilidad determinada
a través del valor Q10, que indica la tasa de variacién de un proceso biolégico o de una reaccion
guimica cuando la temperatura se incrementa en 10 grados centigrados (Ovchinnikov, 1981).
Existen diversos tipos de proteinas termosensibles, pero los mas estudiados pertenecen a la fa-
milia de canales TRP. Ademads, de acuerdo a Voets, para que un canal iénico pueda ser conside-
rado un termosensor, deberia cumplir tres criterios: tener una dependencia térmica con un valor
de Q10 mayor o igual a 5, expresarse funcionalmente en distintos tipos celulares que estén ex-
puestos a cambios bruscos de temperatura como terminaciones nerviosas, mucosas o quera-
tinocitos y tener evidencias de su relevancia bioldgica, es decir, cuando su alteracién desenca-
dene alguna respuesta fisiolégica (Voets, 2012). En este caso, s6lo encontramos siete miembros
de la familia TRP que cumplen los tres requisitos, también conocidos como termo-TRPs: TRPV1,
TRPM2, TRPM3, TRPMS5, TRPC5, TRPMS8 y TRPA1, generalmente con valores de 20 para el valor
Q10, e incluso alcanzando 200 para TRPA1 en algunas isoformas del mosquito Anopheles gam-

biae (Kang et al., 2012). No obstante, otros miembros dentro de esta familia presentan una gran
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dependencia térmica como TRPV2, TRPV3 o TRPV4, aunque su relevancia biolégica como ter-
mosensor no ha sido completamente demostrada (revisado por Dhaka, Viswanath and
Patapoutian, 2006; Vay, Gu and McNaughton, 2012). Cabe seialar que no todos los canales TRP

poseen propiedades termosensibles. Por ejemplo, la familia TRPP, no posee ningln miembro.

La sensibilidad térmica de los termo-TRPs abarca el rango de temperaturas de 5 a 55 2C. En
roedores, los canales TRPV1, TRPV2, TRPM3 se activan por calor, en el rango de temperaturas
consideradas nocivas (mayores de 42 2C en el caso de TRPV1, superiores a 52 2C para TRPV2 y
mayores de 40 2C para TRPM3) (Caterina et al., 1997; Leffler et al., 2007; Vriens et al., 2011). La
activacion de TRPM2, TRPV3 y TRPV4 ocurre en un rango de temperaturas calidas, de entre 25
y 42 °C (Peier, Reeve, et al., 2002; Watanabe et al., 2002; Togashi et al., 2006). Por otro lado,
entre los TRPs sensibles al enfriamiento se encuentran TRPC5 y TRPMS, activados a temperatu-
ras entre 37-25 9C para TRPC5 y menores de 272C en el caso de TRPM8 (McKemy, Neuhausser
and Julius, 2002; Peier, Mogrich, et al., 2002; Zimmermann et al., 2011). TRPA1, a su vez detecta
temperaturas frias que evocan sensaciones dolorosas a valores menores de 17 oC (Story et al.,
2003; Sawada et al., 2007; Karashima et al., 2009). Los rangos térmicos aqui expuestos hacen
referencia a la especie murina y a condiciones experimentales concretas, cdmo es la expresion

en sistemas heterdlogos.

La sensibilidad térmica puede variar entre ortélogos, como en el caso de TRPA1, en el que las
isoformas presentes en reptiles, aves, orugas, mosquitos y en la mosca de la fruta han demos-
trado tener sensibilidad al calor y no al frio (Saito et al., 2012, 2014; Wei et al., 2015). En prima-
tes, por otro lado, TRPA1 parece ser insensible a la temperatura (Chen et al., 2013), aunque
posteriormente se ha demostrado una termosensibilidad intrinseca del canal al frio y calor
(Moparthi et al., 2016). TRPMS8, en comparacion, es sensible al frio en todas las especies identi-
ficadas (Myers, Sigal and Julius, 2009; Matos-Cruz et al., 2017; Pertusa et al., 2018; Yang et al.,
2020) y es considerado como el principal detector de la sensacion de frio inocuo (Bautista et al.,

2007; Colburn et al., 2007; Dhaka et al., 2007, figura 4).
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Figura 4. Rango térmico de actividad de los canales TRP termosensibles en la especie murina. Se muestra
el rango de sensibilidad térmica para cada uno de los miembros de los termo-TRPs. TRPA1 (< 17 °C),
TRPMS8 (10-26 °C), TRPM2 (23-28 °C), TRPC5 (26—38 °C), TRPV4 (27-34 °C), TRPV3 (3340 °C), TRPM3 (>
40 °C), TRPV1 (> 42 °C), TRPV2 (> 52 °C). Modificado de Hoffstaetter, Bagriantsev and Gracheva, 2018.

Tal como se ha comentado anteriormente, muchos canales TRP son polimodales, siendo sensi-
bles a sustancias aromaticas o irritantes, generalmente alimentarias como por ejemplo el chile
o guindilla para el canal TRPV1 (Caterina et al., 1997), la mostaza en el caso de TRPA1 (Jordt et
al., 2004) o la menta para TRPM8 (McKemy, Neuhausser and Julius, 2002; Peier, Moqrich, et al.,
2002). Algunos de sus miembros también pueden activarse por otros agentes fisicos, como fuer-
zas mecanicas, pudiendo tener también un papel en la mecanotransduccién. Por ejemplo,
TRPV4, TRPV2 y TRPM3 se activan por edema celular (Grimm et al., 2003; Muraki et al., 2003;
Vriens et al., 2004) y los miembros TRPC3 y TRPC6 son esenciales para la mecanotransduccién
en las células ciliadas y la eliminacién de ambos produce déficits en la sensacién auditiva (Quick
et al., 2012). A continuacion, se repasan las caracteristicas de algunos de los principales canales

TRP implicados en la termocepcién y la nocicepcion.

1.3.1. El canal TRPV1

El canal TRPV1 es uno de los seis miembros de la familia vaniloide (TRPV) y posiblemente, el TRP
mejor caracterizado. Fue el primer canal TRP clonado en mamiferos y el primero de la familia
que se demostrd polimodal por su activacidn por pH acido (pH 6), temperaturas superiores a 42
oC, hiperosmolaridad y por diferentes sustancias quimicas, muchas de ellas con un papel infla-
matorio, incluida la capsaicina (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998), y muy utilizado
como marcador molecular para nociceptores polimodales. TRPV1 se expresa en nociceptores de
pequefio y mediano tamafio en los ganglios raquideos, del trigémino y nodoso. También se ex-
presa funcionalmente en neuronas postsinapticas de la médula espinal, en neuronas glutama-
térgicas y GABAergicas (Zhou et al., 2009; Kim et al., 2012), en y varias regiones del cerebro (Téth
et al., 2005; Cristino et al., 2006; Chavez, Chiu and Castillo, 2010). Ademas, el canal estd presente
en células no neuronales como queratinocitos, astrocitos o tejido vascular, aunque los niveles
son mucho mas bajos y sus funciones no estan completamente definidas (Doly et al., 2004; Téth
et al., 2005; Sand, Grant and Nandi, 2015). Recientemente, el Dr. David Julius fue galardonado
con el premio Nobel de Medicina por el descubrimiento e investigacién sobre el canal TRPV1. El
galardén fue compartido con el Dr. Ardem Patapoutian y sus hallazgos relacionados con el des-
cubrimiento y funcién del canal mecanosensible PIEZO2, también expresado en neuronas sen-

soriales.
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En humanos, la proteina TRPV1 se codifica por 839 aminoacidos y al igual que otros miembros
de la familia de los canales TRPs, el canal funcional estd formado por cuatro subunidades idén-
ticas, cada una de ellas compuesta por seis segmentos transmembrana (S1-S6) y los extremos,
aminoy carboxilo situados en el espacio intracelular. Entre los dominios S5y S6 se sitta un tramo
anfipatico que conforma el poro del canal, permitiendo el flujo de iones Na*y Ca%* con mayor
permeabilidad para este ultimo. Los primeros estudios sobre la estructura atémica tridimensio-
nal del canal se realizaron por medio de cristalografia de rayos X, identificAndose en el extremo
amino una region de repeticiones con 6 anquirinas (figura 7A). Las anquirinas juegan un papel
presuntamente clave en la modulacién de ligandos como sitios de anclaje y/o para la interaccion
de proteinas (Lishko et al., 2007). En el caso de TRPV1, el ATP sensibiliza al canal intracelular-
mente y su sitio de unién se encuentra en esta region, por lo que se ha sefialado el papel de las
anquirinas en la modulacién enddgena de TRPV1 (Kwak et al., 2000). El sitio de unién de la cal-
modaulina, un sensor de calcio que lo desensibiliza en respuesta a un aumento de la concentra-
cidn de Ca?, se localiza también en esta region del extremo N-terminal (Rosenbaum et al., 2004;
Lishko et al., 2007). No obstante, se ha descrito un sitio de unién adicional en el extremo carbo-
xilo y que igualmente interviene en la regulacién del canal (Numazaki et al., 2003; Lau, Procko

and Gaudet, 2012).

Los estudios posteriores de crio-microscopia electrdnica (Crio-EM), fueron claves para determi-
nar la estructura tridimensional a gran resolucién (Liao et al., 2013). Estos autores mostraron
que las subunidades estructurales se disponen simétricamente alrededor del poro central con
una topologia similar a los canales catidnicos dependientes de voltaje, y con un dominio voltaje-
sensor que consiste en un grupo de cuatro hélices alfa transmembrana (51-S4). Ademas, de-
mostraron que la “caja” o dominio TRP se encuentra situado de forma que puede interaccionar
con el lazo S4-S5; dicha interaccién tiene un papel critico en la modulacidn alostérica del canal

(Cao, Liao, et al., 2013; Liao et al., 2013).

Como ya se ha mencionado, el canal TRPV1 se activa por un gran nimero de ligandos y com-
puestos quimicos. Su agonista mas conocido y utilizado es la capsaicina, componente activo de
los pimientos picantes, muestra una gran selectividad y lo activa a concentraciones del orden
nanomolar (ECso~9.1nM). La resiniferatoxina (RTX), un compuesto irritante que se encuentra en
algunas plantas del género Euphorbia, es todavia mas potente con una ECso ~0.15 nM (Correll et
al., 2004). TRPV1 también se activa por protones, ademas de por varios acidos grasos y canna-
binoides entre otros (revisado por Jara-Oseguera, Simon and Rosenbaum, 2010). Su activacion

también esta modulada por una variedad de sustancias enddégenas como factores de creci-

35



Introduccion

miento y mediadores inflamatorios, tales como el ATP, ya mencionado previamente, la prosta-
glandina E; (PGE;) y la histamina (Shin et al., 2002; Moriyama et al., 2005; Shim et al., 2007). En
la figura 5A se representan, ademas, de forma esquematizada algunos de los agonistas y modu-
ladores principales que activan el canal. Estos mediadores se liberan en caso de lesiones tisula-
res, aumentando la probabilidad de activacion del canal y explicando asi la sensacién de quema-

zon que se genera tras un dafo inflamatorio (Devesa et al., 2011).
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Figura 5. Estructura del canal TRPV1 y su activacion por ligandos y agentes fisicos. A) Representacién
esquematica de una subunidad del canal y conjunto de agentes fisicos y ligandos, tanto naturales como
enddogenos, que lo activan o modulan. Se indican las regiones estructurales de las repeticiones con
anquirinas, el dominio TRP y el sitio de unidn a la calmodulina (CaM). Adaptado de Méndez-Reséndiz et
al., 2020. B) Reconstruccidn tridimensional del canal TRPV1 por la técnica de crio-EM. Modificado de Liao
et al., 2013.
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1.3.2. El canal TRPMS

Cuando tratamos los mecanismos moleculares de transduccion del frio, uno debe necesaria-
mente referirse al canal TRPMS. Esta proteina se identificd inicialmente en tejido canceroso de
la préstata (Tsavaler et al., 2001). Poco después, en el afio 2002, dos trabajos independientes
identificaron su presencia en una subpoblaciéon de neuronas sensoriales primarias de pequefio
tamanfio, demostrandose su activacién por frio a temperaturas inferiores a 27 2C y compuestos
refrescantes como el mentol (McKemy, Neuhausser and Julius, 2002; Peier, Moqrich, et al.,

2002).

Al igual que TRPV1, el canal TRPMS es un canal catiénico no selectivo con preferencia por el Ca?*,
posee seis segmentos transmembrana, dos extremos terminales amino y carboxilo y un dominio
TRP en el extremo carboxilo. TRPMS8 se activa por voltaje, aunque su voltaje-dependencia es
débil, comparada con los canales de potasio dependiente de voltaje (K,) o de sodio (Na,). Tiene
una topologia similar a los canales de potasio K, (Dragoni, Guida and Mclintyre, 2006; Phelps and
Gaudet, 2007; Voets et al., 2007; Stewart et al., 2010; Janssens and Voets, 2011). Un rasgo ca-
racteristico, que comparte con otros miembros de la familia de canales TRPM, es la falta de
dominios de anquirina en su terminal amino. Ademas, posee una regién formada por 693 ami-
noacidos en el dominio amino-terminal que comparte secuencias homdlogas con otros miem-
bros de la familia TRPM (Regiones de Homologia de la Melastatina, MHRs, figura 6A) (Fleig and
Penner, 2004). Las regiones MHRs estan compuestas por repeticiones de una secuencia conser-
vada, aunque sin una funcionalidad descrita. Los primeros 40-86 residuos parecen ser importan-
tes para el ensamblaje y el trafico del canal a la membrana plasmatica (Phelps and Gaudet,
2007). En el extremo amino terminal también se ha identificado una secuencia de 30 aminoaci-
dos situada concretamente en la region MHR4, que contribuye a la apertura del canal por los
estimulos de frio y mentol (Pertusa et al., 2018). Las diferencias en la secuencia entre los orto-
logos de TRPMS sugieren que puede contribuir en cambios importantes en la funcién del canal
(Matos-Cruz et al., 2017; Pertusa et al., 2018). Al igual que TRPV1, cada subunidad presenta un
sitio de unidn para la calmodulina que lo sensibiliza en funcidn de los niveles de calcio intrace-

lular (Sarria et al., 2011).

La arquitectura atdmica del canal no se resolvié hasta 2018, cuando se publicaron las primeras
estructuras por Crio-EM para la especie aviar Ficedula albicollis, ampliada en estudios posterio-
res (figura 6B) (Yin et al., 2018, 2019; Diver, Cheng and Julius, 2019). En estos trabajos se des-
cribe que los extremos terminales forman un anillo citosélico que interactia con los segmentos
transmembrana S1-54, formando una cavidad submembranal que es donde se situa el dominio

sensor de voltaje, VSLD (Voltaje-Sensor Like Domain).
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En el trabajo publicado en 2019 por Ying Yin y colaboradores se describe la estructura tridimen-
sional del canal cuando esta unido a diferentes agonistas quimicos tales como laicilina o el com-
puesto WS-12 (véase mas adelante para mas detalles sobre los agonistas quimicos identificados
para TRPMS). Hasta entonces, la blisqueda de sitios de unién para los diferentes ligandos se
habia abordado a través de la mutagénesis dirigida de diferentes residuos del canal; los princi-
pales sitios de unién para agonistas y antagonistas quimicos se identificaron en los segmentos
transmembrana, mientras que en la regién C-terminal se encuentran elementos estructurales
importantes para la apertura del canal dependiente de la temperatura (Rohacs et al., 2005;
Brauchi et al., 2007). Destaca el residuo Y745 en el segmento S1 y el residuo R842 en S4, impor-
tantes para la unién al mentol, e Y1005 y L1009, localizados en el dominio TRP y relacionados
también con la union al mentol y ademas importantes para la apertura del canal (Bandell et al.,
2006; Voets et al., 2007). También se han identificado mutaciones en el segmento $2-S3 (N799
D802 y G805), que tienen importancia como sitio de unién de la icilina (Chuang, Neuhausser and
Julius, 2004). No obstante, gracias a la Crio-EM se determiné que el sitio de unién para la mayo-
ria de los agonistas con accién refrescante se localiza en el elemento transmembrana S1, pero
dentro de la cavidad VSLD (Yin et al., 2019). Eso explicaria por qué el frio y los agonistas quimicos
pueden desplazar el rango de activacién por voltaje hacia valores mds hiperpolarizados, cam-

biando por tanto las propiedades de apertura del canal (Voets et al., 2007).

La estructura Crio-EM también determind el sitio de unidn para el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato,
PI(4,5)P,, PIP,, un sustrato lipidico de la membrana celular y que actia cémo modulador
(Zakharian, Cao and Rohacs, 2010). El sitio de unidn es tnico dentro de la familia TRP y forma un
nexo entre el dominio pre-S1, la unién entre los segmentos S4 y S5, el dominio TRP y la region
de homologia MHR4. De acuerdo a los datos de Crio-EM, la unién de PIP, genera la reordenacion
de la cavidad submembranal, lo que permite a su vez un cambio alostérico para facilitar la unién

de ligandos y la apertura del canal (Yin et al., 2019).
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Figura 6. Estructura del canal TRPMS8 y su activacion por ligandos y agentes fisicos. A) Representacion
esquematica de una subunidad del canal y conjunto de agentes fisicos y ligandos, tanto naturales como
endogenos, que lo activan o modulan. Se indica las regiones estructurales del dominio de homologia con
la familia TRPM, MHR, el dominio TRP y el sitio de unidn a la calmodulina (CaM). Adaptado de Méndez-
Reséndiz et al., 2020. B) Reconstruccién tridimensional del canal TRPM8 por la técnica de crio-EM.
Modificado de Yin et al., 2018.

En los ultimos afios ha progresado notablemente el descubrimiento de nuevos agonistas de
TRPMS (revisado por Gonzalez-Muiiiz et al., 2019). Los primeros identificados, y mas utilizados
hasta la fecha, son el mentol y la icilina, con valores estimados de ECso de ~66.7 UM y ~360 nM,
respectivamente (McKemy, Neuhausser and Julius, 2002). Posteriormente, se han identificado
agonistas artificiales derivados del mentol con mayor potencia, como es el caso de WS12, con

una ECsp de ~193 nM (Bodding, Wissenbach and Flockerzi, 2007), ver figura 7.
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Figura 7. Estructura quimica de 3 de los principales agonistas del canal TRPMS8. De Gonzilez-Mufiiz et
al., 2019.

Otros agonistas naturales conocidos del canal TRPMS8 incluyen aceite de eucalipto, borneol, hi-
droxicitronelal, rotundifolona, otro componente de la especie genérica Menthal. L, helional, ge-
raniol, linalool, alcanfor (revisado por Gonzalez-Muiiiz et al., 2019). Muchos de estos agonistas
no son especificos de TRPMS8 y a altas concentraciones pueden activar otros miembros de la

familia TRP.

TRPMS8 también se puede activar por algunas sustancias enddégenas como la testosterona
(Asuthkar et al., 2015) o el factor neurotréfico artemina (Lippoldt et al., 2013). Asimismo, se ha
demostrado que la expresidon de Pirt (“Phosphoinositide Interacting Regulator of Transient Re-
ceptor Potential Channels”), una proteina de membrana expresada en la mayoria de las neuro-
nas nociceptivas (Decosterd and Woolf, 2000; Kim et al., 2008), aumenta las respuestas del canal
TRPMS8 a sus agonistas mentol y frio, aunque los detalles de su funcién moduladora no se cono-

cen (Tang et al., 2013).

Ademas, la proteina quinasa C (PKC) y la fosfolipasa C (PLC), mediadores que intervienen en la
sefializacion celular de muchos procesos como la inflamacién, modulan negativamente al canal.
El mecanismo de accion de PKC se piensa que es debido a la activacion de una fosfatasa especi-
fica, PP1, que a su vez media la desfosforilacién de TRPMS8 inactivandolo funcionalmente
(Premkumar et al., 2005). En cambio, la PLC, reduce la cantidad disponible de PIP, (Rohacs et al.,
2005; Daniels, Takashima and McKemy, 2009). Asimismo, los mediadores inflamatorios bradi-
quinina, prostaglandina PGE,, acido araquiddnico e histamina producen la desensibilizacion del
canal y reducen las respuestas al frio y al mentol (figura 6A) (Premkumar et al., 2005; Linte et
al., 2007). Es interesante mencionar que los agentes moduladores citados generan el efecto
contrario en el canal TRPV1. Por tanto, la sensibilizacién del canal TRPV1 inducida por inflama-

cidn se agrava paraddjicamente por la regulacién negativa de TRPMS, ya que se necesita aplicar
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un estimulo de frio mas intenso para contrarrestar la sensacién de ardor por una afeccidn infla-

matoria.

En linea con estos datos, el canal TRPM8 se ha vinculado con un posible papel analgésico en
estados de inflamacion, dolor crénico o lesién nerviosa (Proudfoot et al., 2006; Dhaka et al.,
2007; B. Liu et al., 2013; Knowlton et al., 2013). Asimismo, es bien conocida la utilizacion del
mentol, aplicado de forma tépica, para tratar la inflamacidn tras una lesidon. Aunque los meca-
nismos asociados a este proceso analgésico no se conocen, se piensa que es debido a una inhi-
bicion a nivel central tras la sensibilizacidn de los receptores periféricos (Proudfoot et al., 2006).
En esta misma linea, un trabajo previo en nuestro laboratorio describié la activacién de TRPMS8
por el inmunosupresor Tacrolimus (Arcas et al., 2019), usado en el tratamiento del eczema, par-
ticularmente dermatitis atdpica. La activacién de TRPM8 por inmunosupresores e inmunomo-
duladores evidencia ain mas sus propiedades antinociceptivas y antinflamatorias que podrian

ademas explicar el efecto de analgesia inducida por el mentol.

Ademas de su expresion en el sistema nerviosos periférico, se ha demostrado la presencia de
TRPMS8 en areas muy delimitadas del SNC, donde podria tener una funcién termo y osmorregu-
ladora (Camila Almeida et al., 2012; Reimundez et al., 2018; Ordas et al., 2021). En linea con
estos hallazgos, ademas de su activacidn quimica y por temperatura, el canal TRPMS8 puede de-
tectar cambios de osmolaridad e hidratacién en la superficie del ojo (Quallo et al., 2015) . En
terminaciones nerviosas de la cdrnea, se ha demostrado que TRPMS regula el correcto lagrimeo
regulado a su vez por el enfriamiento producido tras la evaporaciéon de la lagrima (Parra et al.,
2010). Se ha sugerido que una disfuncién del canal podria asociarse al desarrollo del sindrome

del ojo seco (revisado por Belmonte et al., 2017).

1.3.3. El canal TRPA1

TRPAL es el Unico miembro de la subfamilia TRPA. Aunque se identificé originalmente en cultivos
de células tumorales mesenquimales y fibroblastos (Jaquemar, Schenker and Trueb, 1999),
hasta el afio 2003 no se establecié su papel cdmo canal idnico sensorial (Story et al., 2003). El
canal TRPA1 se distribuye ampliamente en neuronas tipo Ad y C de los ganglios DRG, TG, NG,
donde co-localiza frecuentemente con TRPV1 y practicamente nada con TRPMS8. También se ha
descrito su expresion en regiones del cerebro como la corteza somatosensorial y cerebelo
(Doihara et al., 2009; Kheradpezhouh et al., 2017). Fuera del sistema nervioso, ademds de en
fibroblastos, también se ha identificado en linfocitos T, macrofagos, glia, células endoteliales y
epiteliales, y en células del musculo liso (Nassenstein et al., 2008; Bautista, Pellegrino and

Tsunozaki, 2013; Bertin et al., 2017; Kheradpezhouh et al., 2017; Khalil et al., 2018).
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Al igual que en todos los canales TRPs, cada subunidad esta formada por un dominio transmem-
brana, compuesto por seis hélices, los extremos amino y carboxilo y el poro/bucle localizado
entre los elementos transmembrana S5 y S6 (Paulsen et al., 2015). Un aspecto caracteristico de
este canal es la presencia de un elevado nimero de repeticiones de anquirinas en el terminal
amino y que, de hecho, le da su nombre original (ANKTM1) (ver figura 8A-B). Se conocen 14
repeticiones en ratén y 16 en humano, contrastando con las Unicamente seis que posee TRPV1
(Gaudet, 2008). La eliminacién de las anquirinas altera el trafico hacia la membrana plasmatica

pero no altera su funcionalidad (Moparthi et al., 2014; Paulsen et al., 2015).

Existe una amplia bibliografia sobre la reactividad quimica del canal TRPA1, en la que se incluyen
un gran numero de hierbas y especias naturales (para mas informacion se puede consultar la
revisién de Talavera et al., 2019). En lineas generales, podemos resumir los tipos de agonistas
para TRPA1 en electrofilicos, y no electrofilicos. El primer grupo, incluye compuestos que deben
su reactividad a la unién covalente con los residuos de cisteina y lisina situados en el extremo
amino terminal (Hinman et al., 2006; Pozsgai, Batai and Pintér, 2019). En este grupo encontra-
mos a los isotiocianatos, de los cuales el mas conocido es el alil-isotiocianato (AITC) componente
de la mostaza y del rdbano y wasabi, la alicina y el dialil-disulfido presentes en el ajo o el cina-
maldehido en la canela, el jengibre, entre otros (Bandell et al., 2004; Jordt et al., 2004; Bautista
et al., 2005; Kim et al., 2016). Los agonistas no electrofilicos se unen al canal de forma no cova-
lente y algunos ejemplos los encontramos en el carvacrol, aceite esencial del orégano o laicilina
y sus derivados (figura 8A) (Macpherson et al., 2007). TRPA1 también puede activarse por el
agonista de TRPMS, mentol; su activacidn parece ser bimodal, estimulando el canal en el rango

micromolar pero con un efecto inhibitorio a altas concentraciones (Karashima et al., 2007).

TRPA1 puede ademas activarse por muchas de las sustancias que se liberan tras una lesién
tisular (revisado por Viana, 2016). Por ejemplo, las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
(ROS y RNS) producidas en condiciones de estrés oxidativo o un metabolismo aerdbico intenso,
también pueden activar TRPALl. Se ha demostrado experimentalmente que el perdxido de
hidrégeno (H,S) y el éxido nitrico (NO), dos gases que actian como neuromoduladores en el
sistema nervioso y que juegan un papel importante en la sensibilizacidon dolorosa causada por la
inflamacidn, activan a TRPA1 directamente (Miyamoto et al., 2009; Eberhardt et al., 2014).
Asimismo, la endotoxina LPS (lipopolisacarido), que forma parte de la pared de las bacterias
Gram negativas y es el componente responsable principal de la activacion del sistema inmune
ante estos patdgenos, activa directamente al canal TRPA1 (Meseguer et al., 2014). Otros
agonistas conocidos de TRPA1 son productos que se generan en situaciones de estrés oxidativo,

como por ejemplo el 4-hydroxyalquenal, 4-HNE, originado tras la peroxidacién de lipidos en las
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células, o fosfolipidos oxidados, OxaPAC. Ambos compuestos inducen dolor agudo con la
liberacion de péptidos pronociceptivos y el desarrollo de inflamacién neurogénica (Trevisani et
al., 2007; Liu et al., 2016). Ademas de todos los productos naturales mencionados, TRPA1 se
activa por una gran variedad de compuestos reactivos sintéticos, desde el gas mostaza hasta la

acroleina (revisado por Viana, 2016).

TRPA1 interviene, de forma directa o indirecta, en muchas de las vias de sefializacién relaciona-
das con nocicepcién. Por ejemplo, los mediadores proinflamatorios liberados por células no neu-
ronales como la bradiquinina, la prostaglandina PGD2 A2/J2 y el calcio intracelular activan direc-
tamente el canal (Doerner et al., 2007; Cruz-Orengo et al., 2008). De igual modo, el ATP, la his-
tamina, el factor de necrosis tumoral-a (TNFa), la interleucina-1B (IL-1B) y 6 (IL-6), también ac-
tivan indirectamente el canal TRPA1 a través de su accidon sobre receptores acoplados a las pro-
teinas G (GCPRs): activan la fosfolipasa C (PLC), dando lugar a la formacion del 1,4,5-trifosfato
(IP3) y el diacilglicerol (DAG). IP3 promueve a su vez la liberacién de Ca?* del reticulo endoplas-
matico, que activa a TRPA1 (Bandell et al., 2004; Bautista et al., 2006; Taylor-Clark et al., 2008;
El Karim et al., 2015).

En dltimo término, la activacién de TRPA1 genera la estimulacion de distintas vias de sefializa-
cion en los nociceptores retroalimentando su sensibilizacion. Por ejemplo, la activacién de
TRPA1 da lugar a la liberacidn del péptido relacionado con el gen de la calcitonina CGRP y vaso-
dilatadores que a través de las vias de sefializacion proteina quinasa y fosfolipasa (PKA/PLC) fa-
cilitan la transmision nociceptiva y la liberacidon de las sustancias previamente mencionadas,
contribuyendo a mantener un estado hiperreactivo del canal (Schmidt et al., 2009; Eberhardt et
al., 2014). Asimismo, el entorno acido y basico y la hipoxia e hiperoxia también sensibilizan al
canal (figura 8A) (Brierley et al., 2011; Takahashi et al., 2011). Con esta carta de presentacion,
no sorprende que muchos textos sugieran que el canal TRPA1 seria mas bien un noci-sensor,
activo en condiciones patoldgicas y ante cualquier indicio de desequilibrio celular, pero inactivo
en condiciones normales (revisado por Viana, 2016). Tal como hemos mencionado previamente,
ademas de la temperatura que explicaremos con detalle en los apartados sucesivos, TRPA1
puede activarse por otros estimulos fisicos como la presion mecanica; varios grupos han eviden-
ciado corrientes del canal TRPA1 activadas mecdnicamente en neuronas de DRG, y su ausencia
provoca déficits en la mecanosensacion (Kwan et al., 2009; Vilceanu and Stucky, 2010). Ademas,
la inhibicién del canal también reduce las respuestas mecdnicas usando un modelo de registro

en la piel conocido como “skin nerve” (Kerstein et al., 2009).
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Figura 8. Estructura del canal TRPA1 y su activacion por ligandos y agentes fisicos. A) Representacién
esquematica de una subunidad del canal y conjunto de agentes fisicos y ligandos, tanto naturales como
enddgenos, que lo activan o modulan. Se indica las regiones estructurales de las repeticiones de anquirina
y el dominio TRP. Adaptado de Méndez-Reséndiz et al., 2020. B) Reconstruccién tridimensional del canal
TRPA1 por la técnica de crio-EM. Modificado de Paulsen et al., 2015.

1.4. Deteccion del frio: mecanismos implicados

La capacidad para percibir cambios en la temperatura externa y los mecanismos implicados en
la regulacion de la temperatura corporal dependen de la expresién de canales termosensores
en las terminaciones de las neuronas sensoriales. Tal como hemos visto anteriormente, se con-

sidera a la familia de canales TRP como los principales responsables de la deteccidén térmica
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cutanea, tanto del frio como del calor, generando la seiial eléctrica que se transmitird al sistema
nervioso central. No obstante, también podemos encontrar otras familias de canales idnicos que
entran dentro de la definicién de termosensores y ademds, se han descrito otros tipos de canales
idnicos que también pueden modular el potencial de accién (PA) en respuesta a los cambios de
temperatura; la temperatura en si, puede generar alteraciones fisioldgicas en la generacion y
frecuencia del PA, debido principalmente a la inactivacidon que genera el frio en muchos de los
canales iénicos (Hoffstaetter, Bagriantsev and Gracheva, 2018) (figura 9). Entre ellos, se incluyen
los canales de sodio dependientes de voltaje o Nay, un grupo de canales idnicos clave para la
excitabilidad neuronal, ya que su apertura permite la despolarizacién rdpida del potencial de
membrana (Dib-Hajj, Geha and Waxman, 2017). Otro grupo importante que interviene en la
modulacién de la sefial eléctrica esta formado por los canales de potasio, que a su vez se subdi-
viden en diferentes familias con un papel en la excitabilidad neuronal muy diverso, ya que,
acorde con sus diferentes propiedades biofisicas, contribuyen a regular las diferentes fases del
PA. En lineas generales, el potencial de reposo se mantiene principalmente gracias a la actividad
de los canales de potasio K2P, mientras que en la fase de repolarizacién del PA participan ma-
yoritariamente los canales dependientes de voltaje (K,) y los canales de potasio activados por
calcio de gran conductancia, (BKca). El periodo de poshiperpolarizaciéon que sigue al potencial
de accién estd mediado, principalmente, por canales de potasio activados por calcio de baja
conductancia (SKca) y por canales catidnicos activados por la hiperpolarizacion (HCN). Estos ca-
nales permiten el flujo tanto de Na* como de K*, aunque presentan una mayor permeabilidad
para este Ultimo ion (Tsantoulas and McMahon, 2014). A continuacién, comentamos los princi-
pales canales cuyo desequilibrio en la expresion o funcionalidad afectan al correcto funciona-

miento de la transduccion del estimulo de frio.
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Figura 9. Principales componentes moleculares del potencial de accion en neuronas sensoriales. Se
muestra la forma tipica del AP en una neurona sensorial a temperatura ambiente (trazo negro). Las regio-
nes coloreadas indican la participacion de los canales idnicos indicados en la actividad de las distintas
fases del PA. Si la despolarizacion alcanza un voltaje determinado, conocido como umbral de disparo,
tiene lugar la generacion del potencial de accién. El canal Nay1.7 contribuye a la despolarizaciéon temprana
mientras que Nav1.8 o Nav1.6, dependiendo de la poblacidn neuronal, generan la corriente de entrada y
una rafaga rapida. Nay1.9, en cambio, disminuye el potencial umbral permitiendo un aumento en el dis-
paro del PAy una hiperexcitabilidad neuronal. Los canales de potasio K2P estabilizan el potencial de mem-
brana en valores de voltaje por debajo del umbral de disparo (potencial de reposo). En general, la despo-
larizacion induce la apertura de los canales de potasio dependiente de voltaje (Kv) permitiendo un flujo
de iones K* que repolariza el potencial de membrana en la fase de caida y por tanto regulan la duracién y
la frecuencia del PA. Por ultimo, la familia de canales de potasio activados por calcio se activa durante la
repolarizacion y en la fase hiperpolarizante. En esta ultima fase intervienen también los canales HCN,
activados por hiperpolarizacidn y limitan la duracién de esta fase en las terminaciones nerviosas, redu-
ciendo asi el periodo refractario. A temperaturas mas bajas (trazo discontinuo) se generan PAs mucho
mas amplios y lentos debido a los cambios en la actividad de los canales. Incluso las neuronas que no
expresan canales termosensibles pueden sufrir cambios en la transmisidn de la informacion debido a una
inactivacion paulatina de los canales idnicos por la bajada de la temperatura. Adaptado de Hoffstaetter,

Bagriantsev and Gracheva, 2018.
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1.4.1. Papel de TRPMS en la termosensacidn inocua y nociva del frio

Aunque no fue hasta el afio 2002 cuando se descubrid el papel de TRPM8 como receptor en la
termosensacién del frio, Hensel y Zotterman ya habian propuesto, 50 afios antes, la existencia
de una proteina con conductividad a cationes que desencadenaba la respuesta celular ante las
bajas temperaturas y el compuesto refrescante mentol (Hensel and Zotterman, 1951; McKemy,
Neuhausser and Julius, 2002; Peier, Mogrich, et al., 2002). Durante la caracterizacion del canal
tras su clonaje, se observé que la isoforma de rata conservaba las mismas propiedades biofisicas
que cuando se expresaba de forma nativa en neuronas sensoriales, incluyendo selectividad
idnica, la potenciacidon por mentol y la voltaje dependencia durante la activacién por frio y
mentol (McKemy, Neuhausser and Julius, 2002; Brauchi, Orio and Latorre, 2004). Cabe destacar
gue el umbral de activacién del canal por temperatura en sistemas heterdlogos presenta valores
mas bajos que cuando se compara con experimentos similares realizados en cultivos de
neuronas sensoriales (alrededor de 25 2C y 27 oC respectivamente) (de la Pefa et al., 2005;
Madrid et al., 2006; Malkia et al., 2007; Orio et al., 2012). Este umbral es incluso mayor,
alrededor de 33-35 oC en aferentes cutdneos (Reid, 2005). La variabilidad presente en los
diferentes sistemas sugiere que las neuronas y las terminaciones nerviosas presentan algun

elemento adicional que modula la apertura del canal.

El estudio del canal en ratones transgénicos “knockout” (KO) o deficientes para TRPMS,
demostré de forma convincente su papel esencial en la termosensacion al frio. Asi, en 2007, se
publicaron tres trabajos independientes en los que se demostré que estos animales eran
incapaces de detectar temperaturas en el rango del frio inocuo; cuando se les exponia al frio en
la prueba de preferencia térmica, donde se permite que el animal se mueva libremente entre
dos placas dispuestas a diferente temperatura, en este caso a 302 Cy 182 C, aquellos que eran
silvestres evitaron las temperaturas bajas. En contraste, aquellos que eran deficientes para el
canal, pasaban el mismo tiempo en ambas zonas. Los ratones carentes de TRPMS8 presentaban
ademads un fenotipo atenuado en la respuesta a acetona, un compuesto que se usa para evaluar
la sensibilidad al frio. La acetona aplicada tépicamente, generalmente en las extremidades
traseras del animal, provoca, debido al descenso de temperatura producido por su evaporacion,
respuestas aversivas. En otras pruebas conductuales, se observé ademas la ausencia de
comportamientos de huida inducidos por la administracién intraplantar del compuesto de
icilina. No obstante, los animales seguian presentando sensibilidad al frio con una latencia
similar a los silvestres cuando eran expuestos a temperaturas por debajo de los 10 2C en la
prueba de la placa fria. Esta prueba consiste en situar al animal a una superficie con una

temperatura fijay contabilizar el nUmero de respuestas aversivas o el tiempo que tarda el animal
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en generar la primera respuesta nocifensiva (Bautista et al., 2007; Colburn et al., 2007; Dhaka et

al., 2007).

Estos resultados demuestran que TRPM8 no es el responsable de la deteccion del frio a
temperaturas nocivas, indicando por tanto la existencia de otros termosensores en dicho rango
de temperatura. Sin embargo, estudios posteriores no han logrado replicar alguno de los
hallazgos. En concreto, varios estudios demostraron déficits en la deteccidn del frio en el rango
de temperaturas nocivas en ratones TRPMS8X® (Gentry et al., 2010; Descoeur et al., 2011;

Knowlton et al., 2013; Pogorzala, Mishra and Hoon, 2013).

Independientemente de la mayor o menor contribucién de TRPM8 en la deteccién del frio
nocivo, existe consenso en afirmar que su eliminacidn reduce enormemente la capacidad de los
animales para detectar el enfriamiento moderado. La sensibilidad que tenian los ratones
TRPMS8KC podria ser considerada como residual ya que sélo era visible cuando los animales eran
expuestos a temperaturas muy bajas. Ademds, hasta la fecha, no se ha logrado verificar de forma
solida otro canal responsable de la temotransduccién al frio nocivo en condiciones fisioldgicas.
En algunos estudios, los animales deficientes para el canal TRPA1, uno de los principales
candidatos propuestos para la deteccidn del frio nocivo, o el doble KO para ambos canales
TRPMS8y TRPA1 no parecia agravar el fenotipo observado para para la linea transgénica TRPM8X°
al usar la prueba de preferencia térmica (Knowlton et al., 2010). Sin embargo, estudios mas
recientes han reproducido estos experimentos usando un gradiente térmico circular. Esta
metodologia permite evaluar la conducta de preferencia en un rango de temperatura
determinado. Ademas, la estructura circular evita los bordes, lo que proporciona mayor libertad
en la exploracién y mas precision, ya que al seguir una distribucién simétrica, un mismo valor de
temperatura estd repetido en los dos semicirculos que forman el gradiente. Los autores
observaron una reduccién mayor de las respuestas evasivas por bajas temperaturas en los

animales KO para TRPA1 y TRPMS que en los animales KO por separado (Touska et al., 2016).

En otros trabajos, se estudio el papel de TRPMS8 en la detencién del frio nocivo utilizando lineas
transgénicas TRPM8P™. Estos animales expresan el receptor de la toxina diftérica bajo el
promotor de TRPMS8, con lo que se consigue eliminar las neuronas TRPM8+ al administrar la
toxina (Knowlton et al., 2013; Pogorzala, Mishra and Hoon, 2013). En ambos estudios, se observa
que los animales DTR tratados con la toxina presentan latencias mads altas en respuesta a
estimulos de frio, a las temperaturas de 0 C, 5 2Cy 10 2C. Un dato interesante es que la ablacién
del canal TRPM8 usando animales deficientes KO resulta en un fenotipo mucho menos severo

que la eliminacidn de las neuronas TRPM8+ al utilizar las lineas transgénicas DTR, lo cual indica
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que las propias neuronas TRPMS8+ poseen sensores térmicos adicionales o elementos

moduladores que intervienen a través del canal.

La relevancia del canal TRPM8 para la deteccidn de bajas temperaturas en condiciones
patoldgicas también ha sido ampliamente estudiada. Asi, algunos estudios en roedores han
vinculado al canal con el desarrollo de la hipersensibilidad al frio, tanto en diferentes modelos
de dolor inflamatorio como de dolor neuropatico (Colburn et al., 2007; Xing et al., 2007,
Knowlton and McKemy, 2010; Descoeur et al., 2011; Knowlton et al., 2013; Gonzdlez et al., 2017;
Pifia et al., 2019). En lineas generales, los animales muestran un aumento exacerbado de las
respuestas nociceptivas a la estimulacidn leve y nociva del frio que se atentan mediante el

bloqueo selectivo del canal o su ablacidén genética.

1.4.2. Papel de TRPA1 en la termosensacion y su activacion por frio nocivo

A diferencia de su rol bien establecido como sensor de irritantes quimicos, el papel del canal
TRPA1 en la transduccién del frio esta menos claro. En 2003, en un primer estudio usando
técnicas de imagen de calcio y electrofisiologia, se describié la activacién de TRPA1l por
temperaturas inferiores a 17 2C (Story et al., 2003). No obstante, existen discrepancias con estos
resultados en estudios posteriores. Por un lado, varios trabajos mostraban que TRPA1 no se
activaba tras el estimulo de frio (Bautista et al., 2006; Jordt et al., 2004; Nagata et al., 2005),
mientras que otros autores si han conseguido demostrar la sensibilidad de TRPA1 al frio en las
isoformas de ratén y humano (Bandell et al., 2004; Macpherson et al., 2006; Sawada et al., 2007;
Fajardo et al., 2008; Karashima et al., 2009; Camino et al., 2010). Es mas, se identificd una
poblacién sensorial sensible a temperaturas menores de 17 2C que responde al compuesto AITC,
pero no a mentol tanto en cultivos de TG y DRG (Story et al., 2003; Sawada et al., 2007; Wang,
Chang and Liman, 2010).

A diferencia de lo descrito en los ganglios somatosensoriales de DRG y TG, en las neuronas sen-
soriales vagales procedentes del ganglio nodoso (NG), muchas respuestas a frio parecen estar
mediadas por TRPA1 (Fajardo et al., 2008). En este contexto, donde no existe apenas expresion
de TRPMS, un 79 % de las neuronas sensibles al frio respondian también al cinamaldehido, y el

1%C reducian casi por completo el nimero de

uso de bloqueantes especificos y animales TRPA
respuestas. Es interesante afiadir que, en este estudio, se observd también que practicamente
todas las neuronas sensibles a cinamaldehido respondian ademds al mentol, agonista para
TRPMS, el cual ya hemos mencionado que no se expresa en neuronas sensoriales de NG. La
distinta naturaleza de los ganglios sensoriales puede ser clave para entender la sensibilidad al

frio por parte de TRPAL. Es posible que TRPA1 sea mucho mas sensible en NG, por lo que puede
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ser activado por estimulos definidos como “débiles” para el canal que son el caso del frio y men-
tol. En cambio, los ganglios TG y DRG donde esta presente TRPMS, hace que TRPA1 no sea tan
necesario para la deteccidn del frio por lo que presenta menor activacién. En linea con esto, el
trabajo realizado por Karashima et al., 2009, sugiere que una mayor expresién del canal otorga
la capacidad a una neurona TRPA1+ de responder a estos estimulos, tal como observaron en su
estudio donde aquellas neuronas que presentaban una mayor entrada de calcio hacia el cito-

plasma tras aplicar AITC respondian también a los estimulos de frio y mentol.

Adicionalmente, en 2009 se demostrd la activacion de TRPA1 por el calcio intracelular y se
sugirié que la activacidn de TRPA1 por estimulos frios podia deberse a una activacién indirecta
a través de la liberacién de calcio de depdsitos intracelulares y pudiera activar el canal a través
del dominio estructural EF (Zurborg et al., 2007). Sin embargo, realizando registros de canal
Unico para la isoforma de ratén y de humano en un sistema de bicapa lipidica, se demostré que
el canal era intrinsecamente termosensible (Moparthi et al., 2014). Ademas, en el estudio de
Karashima en 2009, se establecid que la activacion por frio es independiente de la liberacién de
calcio desde los depdsitos intracelulares y que efectivamente la temperatura desencadena la

apertura del canal (Karashima et al., 2009).

Los resultados in vivo mediante experimentos conductuales tampoco han logrado aclarar la
participacién de TRPA1 en la sensacién al frio. Por un lado, algunos estudios indican que los
ratones TRPA1*C presentan una clara deficiencia para detectar bajas temperaturas respecto a
los animales silvestres, con una reduccidn de respuestas aversivas ante la acetona o una mayor
latencia de la retirada de la pata o la cola cuando se exponen a temperaturas bajas (Kwan et al.,
2006; Andersson et al., 2009; Karashima et al., 2009; Gentry et al., 2010). Sin embargo, otros
grupos de investigacidon no encontraron diferencias en las respuestas de estos animales al frio
nocivo (Bautista et al., 2006; Knowlton et al., 2010; Brenner et al., 2014). Mas recientemente, el
desarrollo de la técnica de imagen de calcio en ratones anestesiados (registro de calcio in vivo),
ha permitido estudiar la reactividad de las neuronas sensoriales en un sistema mas fisiolégico.
En este contexto, el trabajo publicado por Yarmolinsky et al., 2016, usando esta técnica de
imagen en ratones transgénicos GCaMP muestra que las neuronas TRPA1+ no contribuyen a la
transduccion del frio a ninguna temperatura, incluso a aquellas extremadamente bajas de 1 2C.
Por extrafio que parezca, si observaron que un gran numero de neuronas TRPA1+ respondian
tras un estimulo de calor (Yarmolinsky et al., 2016). Este estudio va de la mano con el
descubrimiento posterior de que la isoforma TRPA1 humana es un sensor del calor o frio en

humanos influenciado por el ambiente redox y ligandos endégenos (Moparthi et al., 2016).
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A pesar de las discrepancias encontradas en los estudios de TRPA1 como posible sensor de frio
en condiciones fisioldgicas, en modelos experimentales de dolor especialmente de ratas y
ratones, la deteccidon del frio mediada por TRPAl esta sélidamente apoyada por distintos
resultados. Asi, varios estudios muestran que la administracién intraplantar de agonistas para
TRPA1 también aumentan las respuestas aversivas cuando se estudia la hipersensibilidad al frio
en pruebas conductuales (Gentry et al., 2010; Tsagareli et al., 2010; Andersson, Gentry and
Bevan, 2012). Ademas, estda ampliamente demostrado que el bloqueo selectivo o eliminacion
del canal alivia la hipersensibilidad al frio producida en condiciones patoldgicas (Obata et al.,
2005; Katsura et al., 2006; da Costa et al., 2010; Chen et al., 2011; Nassini et al., 2011; Barrire et
al., 2012; Zhao et al., 2012; Nativi et al., 2013; K. Yamamoto et al., 2015; Hiyama et al., 2018).

1.4.3. Descubrimiento de nuevos termorreceptores candidatos para la termosensa-

cidn nociva

En los ultimos afios, el estudio de la termosensibilidad se ha revolucionado con el descubri-
miento y la caracterizacion de nuevas moléculas transductoras para el frio. En los apartados
previos, hemos comentado la capacidad de las neuronas sensoriales para responder aun a bajas
temperaturas tras la delecién del canal TRPM8 y la controversia que rodea a la activacion directa
o indirecta del canal TRPA1. Estos datos sugieren la existencia de otros mecanismos que partici-
pen en la deteccién del frio a temperaturas nocivas. Es mas, distintos autores han descrito la
existencia de una poblacidn neuronal sensible al frio, la cual no se activa ni por mentol ni por
AITC y de la que se desconoce el termorsensor implicado (Babes, Zorzon and Reid, 2004;
Hjerling-Leffler et al., 2007; Munns, AlQatari and Koltzenburg, 2007; Ran, Hoon and Chen, 2016;
Memon et al., 2017; Michot, Lee and Gibbs, 2018; Leijon et al., 2019).

Ademas de los canales de potasio y sodio, de los cuales hablaremos en mas detalle en los si-
guientes apartados, el canal TRPCS se activa por descensos de temperatura en un rango de entre
los 37 2Cy 25 oC (Zimmermann et al., 2011). Recientemente, se ha descubierto que su termo-
sensibilidad es crucial en el frio dental (Bernal et al., 2021). En este estudio, los autores demos-
traron que la ablacién del canal prevenia el dolor inflamatorio derivado de un modelo de pulpitis
y reducia el numero de respuestas al frio aproximadamente a la mitad en registros ex vivo del
nervio mandibular. Ademas, la expresién del canal aumentaba tras la inflamacién, especifica-
mente en los odontoblastos, células responsables de la formacién de la dentina y situados en la
periferia de la pulpa dentaria, adyacentes a los nervios sensoriales de los plexos de Raschkow.
Los autores proponen que TRPCS es el principal termorreceptor del frio en los odontoblastos y

cuya sefial se transmite a los nervios sensoriales.
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En neuronas sensoriales en cambio, el papel del canal TRPC5 en la termosensibilidad no esta tan
clara, ya que, aunque su expresidn esta presente en los ganglios TG y DRG, los ratones TRPC5%C
no reducian significativamente el nimero de respuestas al frio ni mostraron déficits en compor-
tamientos relacionados con la sensibilidad al frio (Zimmermann et al., 2011; Bernal et al., 2021).
No obstante, en el estudio del 2011, si se observaron alteraciones que involucraban al canal

TRPMS8 y posiblemente un papel modulador por parte de TRPC5 (Zimmermann et al., 2011).

Otro de los mecanismos propuestos para detectar el frio implica a los canales operados por de-
poésitos intracelulares de calcio (SOC) mediante la interaccion de las proteinas STIM/ORAI (Xiao
et al., 2011). La molécula STIM1 puede activarse por temperatura donde se agrupa en la mem-
brana del reticulo endoplasmatico e interacciona con los canales catiénicos ORAI, desencade-
nando una liberacién del calcio intracelular. Aunque inicialmente el complejo STIM/ORAI se le
relaciond solamente en el proceso de calentamiento (Xiao et al., 2011; Xiaoling Liu et al., 2019),
se ha observado que también media un tipo de respuestas a frio a través de la inhibicion de ORAI
(Buijs, 2018). Es interesante afiadir que las neuronas que expresan el complejo STIM/ORAI son
un subgrupo de neuronas TRPA1+, lo que puede indicar una activacion del canal TRPA1 por este

mecanismo.

Recientemente, mediante un proceso de cribado se identifico el receptor de glutamato GLR-3
expresado en el nematodo Caenorhabditis elegans y su homologo en mamiferos, Gluk2 (recep-
tor ionotrépico glutamatérgico de kainato tipo 2), como canales termosensibles a temperaturas
inferiores a 18 2C. Su termosensibilidad es independiente de su funcién ionotrépica como canal
activado por glutamato, pero requieren de la sefializacién a través de las proteinas G para trans-
mitir las sefiales evocadas por el frio tanto in vitro como in vivo (Gong et al., 2019). Otros termo-
sensores descubiertos incluyen los canales de sodio epiteliales (ENaC), activados por tempera-
turas menores de 25 oC (Askwith et al., 2001), y el canal CNGA3 (Cyclic Nucleotide-Gated Chan-
nel Alpha 3), principalmente expresado en el SNC, en la regién del hipotalamo donde se sugiere

un funcién termoreguladora (Feketa et al., 2020).

1.4.4. Los canales de potasio K2P o de fuga y la transduccién del frio

Los canales de potasio son otro de los componentes moleculares identificados en la cascada de
transduccion de los estimulos de frio. En los estudios independientes de Reid y Flonta, en 2001
y Viana, De la Pefia y Belmonte, en 2002, se demostrd que el estimulo de frio causaba el cierre
de canales de potasio de fuga o “leak” que se activan a potenciales de reposo, resultando en la

despolarizacién y el disparo de las neuronas termosensibles. Aunque en su momento no pudo
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identificarse la identidad molecular del canal responsable, uno de los principales candidatos su-
geridos fue TREK1 (codificado por el gen Kcnk2), un miembro de la familia de canales de potasio

K2P o dominio en tandem (Reid and Flonta, 2001; Viana, De la Pefia and Belmonte, 2002).

Los canales de potasio de fuga o “leak” (K2P) regulan la excitabilidad neuronal a través de la
estabilizacion del potencial de reposo (revisado por Mathie and Veale, 2015; Lamas, Rueda-
Ruzafa and Herrera-Pérez, 2019). De acuerdo con su homologia de secuencia, se dividen en las
subfamilias TWIK, THIK, TREK, TASK y TALK. Hasta la fecha se han identificado como termosen-
sibles y/o relacionados con los procesos de transduccidn al frio las siguientes isoformas: TREK1
(en las especies de ratén y rata, codificado por el gen Kcnk2), TREK2 (en las especies de rata y
humano, Kcnk10), TRAAK (rata, Kcnk4), TASK3 (raton, rata y humano, Kcnk9) y TRESK (raton,
Kcnk18) (Lesage et al., 2000; Maingret et al., 2000; Kang, Choe and Kim, 2005; Noél et al., 2009;
Morenilla-Palao et al., 2014; Pereira et al., 2014; Castellanos et al., 2020). Hay que mencionar

que su sensibilidad térmica intrinseca (Q10) es muy variable.

TREK1, TREK2 y TRAAK pertenecen a la subfamilia de canales TREK, los cuales muestran una
fuerte activacion por el calor nocivo, provocando la hiperpolarizacidon de la membranay el freno
a la activacién de la neurona. En contraste, el frio los inhibe permitiendo la despolarizacién y
mayor excitabilidad de los termorreceptores a temperaturas bajas (Lamas, Rueda-Ruzafa and
Herrera-Pérez, 2019). Aunque los tres miembros mencionados tienen propiedades biofisicas si-
milares, se ha demostrado que tienen papeles distintos en la termosensacion. Por un lado, el
canal TREK2 contribuye a la deteccién de frio inocuo en el rango de temperaturas entre 25 2Cy
20 2C. Los ratones deficientes para el canal presentan menor latencia a estas temperaturas en
las pruebas conductuales de retirada de la cola y una mayor predileccién por temperaturas ca-
lidas en la prueba de preferencia. En registros in vitro obtenidos de fibras sensoriales en estos
ratones KO, la hipersensibilidad al frio se correlacioné con un aumento de las respuestas al frio
en termorreceptores tipo C (Pereira et al., 2014). Por otro lado, en este mismo trabajo observa-
ron que la eliminacién conjunta de TREK2 y de otros miembros de la familia, TREK1 y TRAAK no
agrava la hipersensibilidad en este rango de temperatura. No obstante, la ausencia de TREK1 y
TRAAK también aumenta las respuestas al frio y los ratones mostraron una hipersensibilidad en
un rango de temperaturas mds amplio, de entre 25 2C y 5 oC. Este fenotipo no fue observado

cuando eliminaban estos dos canales por separado (Noél et al., 2009).

Con respecto a TRESK y TASK3, aunque su termosensibilidad intrinseca es baja, también se les
ha implicado en los mecanismos de termotransduccidn. El canal TRESK (TWIK-related spinal cord
K*) se expresa principalmente en las neuronas sensoriales y su delecién provoca una

hipersensibilidad al frio, observada tanto en pruebas conductuales como en registros de
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aferencias cutaneas (Castellanos et al., 2020). Por ultimo, la ablacidn genética de TASK3 también
genera un fenotipo de hipersensibilidad al frio, existiendo ademas una alta co-localizacién con
el canal TRPMS8 en neuronas sensoriales de los DRG (Morenilla-Palao et al., 2014; Liao et al.,
2019). La caracterizacién funcional de TASK3 en neuronas TRPM8+ demostrd que su bloqueo
despolariza el potencial de membrana y aumenta su excitabilidad en respuesta al estimulo de
frio. Ademas, existe un desplazamiento del umbral de temperatura hacia valores mas altos que
se correlaciona con lo observado en experimentos conductuales en animales TASK3%®, donde

éstos animales presentan mayor sensibilidad al frio (Morenilla-Palao et al., 2014).

1.4.5. Canales dependientes de voltaje y la transduccion del frio

Nuestro grupo de investigacion identific6 componentes moleculares adicionales presentes en
neuronas termorreceptoras de frio (Viana, De la Pefia and Belmonte, 2002). Por un lado, se se-
falo la presencia de canales activados por hiperpolarizacidn, responsable de la corriente hiper-
polarizante (/h) cuyas propiedades biofisicas definian a los canales HCN (Viana, De la Pefa and
Belmonte, 2002; Orio et al., 2009). La /h no se inactiva por la temperatura, pero modula la capa-
cidad de disparo de las células sensibles al frio; a diferencia de otros canales dependientes de
voltaje, los HCN se activan por la hiperpolarizacién de la membrana, permitiendo la entrada de
cationes y facilitando el regreso del potencial de membrana al valor umbral de disparo. Su eli-
minacién o bloqueo causa una reduccién de la actividad espontanea y del disparo en rafagas, un
rasgo caracteristico en los receptores de frio (Braun, Bade and Hensel, 1980). También se ob-
servé una disminucion de las respuestas al frio en pruebas conductuales. No obstante, su elimi-
nacion parece ser no esencial para la transmisidn de la seiial ya que no se observaron cambios

en el umbral de temperatura ni en el nUmero de respuestas totales (Orio et al., 2009).

Asimismo, se identificd otro elemento generador de la corriente denominada de freno, /KD, me-
diada principalmente por los canales K,1.1 y/o K,1.2 (codificados por los genes Kcnaly Kcna2,
respectivamente). Su activacion causa una hiperpolarizacién, actuando como un freno de la ex-
citabilidad neuronal (Viana, De la Pefia and Belmonte, 2002). La IKD se expresa a niveles altos
en neuronas insensibles al frio. En las neuronas sensibles al frio, su expresidn es variable y mues-
tra una correlacidn inversa con el umbral de temperatura (Madrid et al., 2009). Este trabajo
demostrd que la mayor o menor expresion de los canales K,1.1/2, junto con la expresion variable
de TRPMS8, modula el rango térmico de activacidn de las neuronas sensibles al frio; el umbral de
temperatura se define por tanto con estos dos tipos de elementos de tal forma que menos IKD
y mas Icold proporciona una mayor sensibilidad a pequefios cambios de temperatura mientras

que las neuronas con umbrales de frio altos poseen mas IKD y/o menos Icold (Madrid et al.,
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2009). Ademas, el bloqueo farmacoldgico de los canales K,1.1/2 provoca una termosensibilidad
di novo en neuronas que originariamente eran insensibles al estimulo y que podria explicar la
aparicion de neuronas sensibles al frio silentes en condiciones patoldgicas (Gonzdlez et al., 2017,
Pertusa and Madrid, 2017; MacDonald et al., 2021). Aunque el mecanismo de la corriente de
freno IKD se demostrd originalmente en neuronas TRPM8+, en el trabajo de Memon del 2017,
demostraron que el bloqueo farmacoldgico de K,1.1/2 en neuronas TRPA1+ generaba el mismo

fenédmeno, una sensibilizacién con un aumento de las respuestas al frio (Memon et al., 2017).

La transmisidn del estimulo nervioso no seria posible sin los canales de sodio dependientes de
voltaje o Na,. Con su apertura contribuyen de manera esencial a la corriente de entrada nece-
saria para la rapida despolarizacion de la membrana neuronal (Hodgkin and Huxley, 1952; Liu

and Wood, 2011).

Los canales Na, pueden clasificarse segun su sensibilidad o resistencia a la toxina tetrodotoxina
(TTX). En lineas generales, la activacién de cualquier miembro de esta familia seria necesaria
para la propagacién del impulso nervioso, pero, a temperaturas menores de 10 2C los canales
Nay que son sensibles a TTX se inactivan gradualmente impidiendo la despolarizacion. Por el
contrario, el canal resistente a TTX Nay1.8 (codificado por el gen Scn10a), tiene la particularidad
de mantenerse activo cuando la temperatura decae, permitiendo la generacién del potencial de
accion a bajas temperaturas, contribuyendo asi a la termotransduccién (Zimmermann et al.,
2007). La ablacion del canal demostré que, efectivamente, su ausencia reducia el nimero de
respuestas aversivas cuando la temperatura baja a menos de 10 2C en registros in vitro. No obs-
tante, para demostrar los mismos efectos in vivo fue necesario bajar la temperatura por debajo
de 0 C (Zimmermann et al., 2007; Abrahamsen et al., 2008; Luiz et al., 2019). Otro miembro de
la familia resistente a TTX, el canal Na,1.9 (codificado por el gen Scnlla), ha sido relacionado
también con el mecanismo de termotransduccién al frio, dado que su apertura genera una co-
rriente de entrada constante debido a su lenta inactivacion, lo cual se traduce en una duracidn
mas prolongada del potencial de accidn tras la activacion por el frio en neuronas termorrecep-
toras (MacDonald, Wood and Emery, 2020). Su papel en la termotransduccién al frio también
ha sido demostrado en condiciones patoldgicas, donde su eliminacidn alivia la hipersensibilidad
al frio producida en modelos neuropaticos (Lolignier et al., 2015). Ambos canales se expresan
en nociceptores que no expresan TRPMS, por lo que su posible contribucidon a la transduccidn
del frio se limita a aquellas neuronas TRPM8- que detecten el frio nocivo (Lolignier et al., 2015;

Luiz et al., 2019).
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1.5. Caracterizacion molecular de las neuronas sensoriales

Aparte de la heterogeneidad que podamos encontrar en su especializacién para detectar y
transducir un determinado tipo de estimulo, numerosos estudios han demostrado que las
neuronas sensoriales manifiestan una gran diversidad en cuanto a su expresion génica y
proteica, lo que ha permitido establecer clasificaciones basadas en su perfil molecular. El uso de
técnicas histoldgicas y moleculares, tales como la inmunodeteccidn o la hibridacion in situ y mas
recientemente las técnicas de secuenciacion masiva de ARN, han permitido identificar nuevos
subgrupos neuronales dependiendo de la expresién o no, de marcadores moleculares
especificos. Este tipo de clasificacién no estd basada en su funcionalidad, aunque los grupos de
neuronas que comparten las mismas propiedades moleculares presentan también funciones
similares. La primera aproximacién para su caracterizacién molecular se ha basado
principalmente en la identificacion de un nimero limitado de proteinas detectadas mediante

técnicas de inmunohistoquimica e hibridacién in situ.

1.5.1. Clasificacion histolégica de las neuronas sensoriales

Historicamente, lo que conocemos sobre la identidad molecular de las neuronas del sistema
nervioso periférico proviene de la caracterizaciéon de la expresiéon de un nimero limitado de
marcadores. Ejemplos de los marcadores clasicos incluyen el gen relacionado con el péptido de

la calcitonina (CGRP), la isolectina B4 (IB4) y los neurofilamentos (NF).

Los NF, por ejemplo, son proteinas que forman parte de la estructura del citoesqueleto presente
en el citoplasma de las neuronas, y fueron uno de los primeros marcadores utilizados. Existen
distintas proteinas dentro de la familia de los NF, agrupadas por su peso molecular y cuya
composicion varia ampliamente entre neuronas (Goldstein, House and Gainer, 1991). Las
neuronas mielinicas son mecanorreptores de gran tamafio y expresan el neurofilamento de
cadena pesada con una masa molecular aparente de 200 kDa, NF200 (codificado por el gen
Nefh), mientras que las neuronas de pequefio tamafio carecen de neurofilamentos de cadena
pesada o lo expresan en menor cantidad (neuronas tipo C y AS respectivamente). En su lugar,
expresan el neurofilamento periferina, de 56 kDa (codificado por el gen Prph) (Parysek and
Goldman, 1988). Los nociceptores tipo C y AS expresan periferina, mientras que NF200 se

expresa en neuronas tipo Aa, AB y AS.

Las neuronas tipo C o nociceptores pueden clasificarse, ademds, en dos grupos no solapantes,
neuronas peptidérgicas y no peptidérgicas, segin la expresién o no de la sustancia P (SP,

codificada por el gen Tacl) o CGRP, codificado por el gen Calca. Ambos marcadores son péptidos
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que se liberan tras la inflamacién neurogénica y actian como moduladores de la nocicepcion,
activando diversos procesos como la vasodilatacién, la inflamacién, el sistema inmune o la
sensibilizacidn de los nociceptores, etc (Saria, 1984; Edvinsson et al., 1987; Brain and Williams,
1989). Asimismo, estas neuronas también expresan otros neuropéptidos, como la galanina (Gal)
y la somatostatina (Sst), el receptor de neurotrofina (TrkA), el factor de crecimiento nervioso
(NGF) y el receptor para la artemina, GFRa3 (Skofitsch and Jacobowitz, 1985b; Averill et al.,
1995; Orozco et al., 2001; Stantcheva et al., 2016).

En cambio, las neuronas no peptidérgicas, como su nombre indica, tienen una expresion muy
baja de neuropéptidos y un gran porcentaje se marcan con la isolectina B4, una glicoproteina
de membrana de 114 kDa promoviendo asi su separacion entre nociceptores peptidérgicos I1B4-
y nociceptores no peptidérgicos IB4+ (Vulchanova et al., 1998; Dirajlal, Pauers and Stucky, 2003).
Anatdmicamente, las neuronas IB4+ también presentan diferencias con el grupo peptidérgico,
ya que sus fibras inervan generalmente dianas cutdneas, mientras que las terminaciones
peptidérgicas estdn presentes en mayor grado en musculos y visceras. Las neuronas IB4+ se
caracterizan por no depender de NGF para su supervivencia sino del factor de crecimiento
derivado de células gliales (GDNF). Entre los marcadores que las definen se encuentran algunos
receptores tréficos, tales como GFRal y GFRa2; la fosfatasa acida resistente al fluoruro (FRAP),
el receptor purinérgico P2X3 y el receptor heterotrimérico MRGRPD (Zylka, Rice and Anderson,
2005; Zylka et al., 2008; Rau et al., 2009; Kupari and Airaksinen, 2014). Las neuronas IB4+
expresan CGRP en un porcentaje muy pequefio junto con otros marcadores como la

somatostatina o histamina (figura 10) (Bennett et al., 1998; Han et al., 2013).

Las neuronas con expresion de mielina y NF200 constituye un tercer gran grupo de neuronas
sensoriales, con una expresién Unica de marcadores para factores neurotréficos como TrkB y
TrkC, receptores del BDNF (factor neurotréfico derivado del cerebro) y NT-3 (neurotrofina-3),
respectivamente (Lamballe, Klein and Barbacid, 1991; Soppet et al., 1991). TrkB es un marcador
especifico de neuronas A8 y algunas pueden expresar también CGRP y otros marcadores
peptidérgicos como TrkA (nociceptores mielinicos). Se han identificado también neuronas tipo
AB en este grupo pero son mucho menos comunes (revisado por Djouhri and Lawson, 2004). El
resto de las fibras AS se especializan en la deteccién de estimulos mecanicos de bajo umbral

(figura 10).
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Nociceptores mielinicos (Ap y Ad)

Mielinicas
(Ac, ARy Ad)

Mo mielinicas C
de pequefio tamafio

Figura 10. Grafico de sectores que resume la clasificacion neuroquimica de las principales neuronas
encontradas en el ganglio raquideo. Las neuronas de tipo C carecen de mielina. Estas neuronas son
principalmente nociceptores y comprenden dos poblaciones; una poblacién que se caracteriza por su
unidén a la lectina IB4 y otro grupo de neuronas que expresan CGRP. Existe un pequefio subconjunto de
neuronas que pueden expresar ambos marcadores. También existe otro pequefo solapamiento de
neuronas CGRP y NF200 positivas que corresponde a un grupo reducido de fibras nociceptivas
(nociceptores mielinicos). Las neuronas tipo Aa y AB presentan altos niveles de mielina y expresan NF200.
El grupo de neuronas Ad expresan también NF200, aunque en menor cantidad. Se muestra, ademas, la
expresion de los neuropéptidos y los receptores neurotréficos. Modificado de Priestley, 2009.

Las funciones sensoriales de las poblaciones neuronales definidas por estos marcadores se
examinaron mediante la combinacién de lineas transgénicas reporteras y técnicas fisiolégicas.
En algunos casos, estos estudios lograron establecer una correlacion entre el marcador
especifico expresado y la modalidad del estimulo detectado. Asi, por ejemplo, se pudo
demostrar que tanto las neuronas peptidérgicas como no peptidérgicas son nociceptores,
aunque con matices diferentes. En el caso de las neuronas no peptidérgicas se demostrd que
contribuyen en mayor medida a la mecano-sensacion de alto umbral y la generacion del prurito,
mientras que una proporcion de las neuronas peptidérgicas expresan el canal TRPV1 y tienen un
papel mas relevante a la respuesta antes estimulos nocivos térmicos (revisado por Jankowski

and Koerber, 2009).
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Conforme avanzo la investigacidon en este campo, se descubrieron nuevos marcadores que
definian grupos de neuronas mas especializadas, como por ejemplo para la via de la sefializacion
del picor y que estan definidas por los marcadores moleculares excluyentes, MRGPRA3 y NPPB
(Han et al., 2013; Huang et al., 2018). Otro ejemplo lo podemos encontrar con la caracterizacion
molecular de los mecanorreceptores de bajo umbral tipo C (C-LTMR, verse de nuevo seccién
1.2.3), que estan definidas por la expresion muy especifica de la tirosina hidroxilasa (TH), una
enzima responsable en la conversion de L-DOPA en DOPA, precursor del neurotransmisor
dopamina (Li et al., 2011). Estas neuronas responden de forma rapida al enfriamiento, pero no
al calentamiento, aunque se desconoce el canal responsable de su sensibilidad al frio ya que no

expresan TRPMS8 segun los estudios inmunohistoquimicos (Reimundez et al., 2018).

1.5.2. Secuenciacion masiva de ARN en la caracterizacidon de neuronas sensoriales pri-

marias

Durante los ultimos afios, se ha avanzado notablemente en la caracterizacién de la diversidad
molecular de las distintas poblaciones neuronales del sistema nervioso. Esto tiene especial
interés ya que existe una relacidn entre los perfiles genéticos de las subpoblaciones y su
especializacion funcional. Sin embargo, hasta ahora, estos estudios se habian basado en un
numero limitado de marcadores que proporcionan una visiéon sesgada y simplificada de su

especializacion.

En este contexto, la aparicion de nuevos métodos de secuenciacién basados en las plataformas
de “Next Generation Sequencing” (NGS) (Wang, Gerstein and Snyder, 2009), ha permitido de-
terminar con gran precision la composicion molecular presente en el tejido y/o células indivi-
duales de una forma objetiva (revisado por Hernandez et al., 2020). El término NGS se popularizo
a partir del afio 2004 cuando se lanzé al mercado una nueva version de la pirosecuenciacién por
454 Science, que permitia reducir en unas seis veces el coste comparado con anterior el método
de Sanger, utilizado ampliamente durante la década de los 90 para secuenciar el genoma hu-
mano (Barba, Czosnek and Hadidi, 2013; Green, Watson and Collins, 2015). En los afios siguien-
tes, aparecieron nuevas estrategias de secuenciacion. En concreto, la plataforma de secuencia-
cién llumina, monopolizd practicamente el mercado con su técnica de secuenciacion en “clus-
ters” (Schadt, Turner and Kasarskis, 2010). Para consultar mas detalladamente las diferencias

entre los tipos de secuenciacion NGS véase la seccién de materiales y métodos.
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Previamente a la irrupcion de esta tecnologia, los estudios de expresion se habian basado ma-
yoritariamente en, aparte de las técnicas de hibridacién in situ o las técnicas inmunohistoquimi-
cas, en el uso de la PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) y, posteriormente, en la técnica
de micromatrices (“microarray”). Ambas se basan en la hibridacidn del material genético a tra-
vés de oligonucledtidos especificos, previamente seleccionados para detectar la expresion del
gen de interés. La hibridacion de estos oligos establece la cantidad de moléculas presentes para
un determinado gen en la muestra figura 11A(a). En contraste, las técnicas de secuenciacion de
ARN estan basadas en un principio diferente (figura 11A(b-c)). En este caso el ADNc se frag-
menta entre 10-300 pares de bases y a continuacion se amplifican clonalmente y se agrupan en
funcidn de secuencias conocidas o adaptadores que se afiaden a sus extremos, lo que se conoce
como una libreria de ADN. Los adaptadores actian como un cddigo de barras que permite iden-
tificar los fragmentos que provienen de una misma muestra y la secuenciacion se realiza al in-
corporar todos los fragmentos en una superficie sélida usando una variable de la tecnologia de
amplificacion de la polimerasa en ciclos de terminacion reversible (CRT): cada vez que se incor-
pora un nucleétido la reaccidn se para para permitir “fotografiar” las bases. Esto se logra ya que
los tipos de nucledtidos estan marcados con diferentes fluoréforos y por tanto en cada ciclo
podemos conocer la base incorporada en cada fragmento (revisado por Metzker, 2010) (verse
figura 11B). Una vez que se obtiene la secuencia nucleotidica para cada fragmento de ADN, co-
nocidas como lecturas o “reads”, es necesario localizarlas mediante técnicas bioinformaticas en
el mapa genético del organismo estudiado. El proceso es conocido como alineamiento, utili-

zando lo que se conoce como genoma de referencia.
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Figura 11. Técnicas usadas en los estudios de expresidon génica. A) Diagrama simplificado de los
procedimientos experimentales y bioinformaticos que engloban las tres principales técnicas del estudio
transcripcional. La técnica de micromatrices (“microarray”), la secuenciacion masiva “en bloque” (RNA-
Seq) y la secuenciacion masiva en célula Unica (sc-RNASeq). El primer paso para el estudio por
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“microarrays” es la transcripcidn reversa del ARN en ADNc (ADN ciclico) y, posteriormente, tiene lugar su
hibridacion con oligos previamente seleccionados para los genes de interés. En la secuenciacién de ARN
en bloque, el ARN se transforma en ADNc y posteriormente se fragmenta, generando librerias que se
identifican por adaptadores unidos a sus extremos con una secuencia especifica. La secuenciacion por
célula unica es similar pero la retrotranscripcidn tiene lugar por separado, generalmente en pequefias
goticulas (“Dropseq”) donde también se incorpora una secuencia Unica que identifica a cada célula. Tras
la rotura de las goticulas, el proceso de secuenciacion es similar al realizado para el tejido en bloque.
Modificado de Starobova et al., 2018. B, panel superior), La amplificacion en ciclos de terminacion
reversible (CRT) que usa la plataforma de secuenciacién lllumina utiliza la quimica de 3’-O-azidometil
nucledtidos que son terminadores reversibles fluorescentes (cada base nitrogenada tiene un tipo de
fluorescencia diferente) de la reaccidn de la polimerasa. Los fragmentos de ADN se agrupan en “clusters”
a lo largo de la superficie del secuenciador y en cada ciclo se incorpora un nucleétido mas en la nueva
cadena de ADN. En cada ciclo tiene lugar la toma de una imagen y posteriormente se elimina el marcaje
fluorescente y se regenera el grupo 3'-OH usando un agente reductor. Esto permite incorporar el siguiente
nucledtido en un nuevo ciclo. B, panel inferior), Representacién de las imagenes tomadas en cada ciclo
con el cadigo de color fluorescente para cada base nitrogenada. Modificado de Metzker, 2010.

Una vez alineadas las secuencias, se realiza la cuantificacion de las lecturas; para cada gen, se
contabilizan el nimero de lecturas que “caen” dentro de su secuencia, de manera que, a mayor
numero de lecturas, mds abundante serd la expresién de dicho gen. Este valor, conocido como
conteo o “counts”, debe normalizarse a la longitud del gen para indicarnos su abundancia rela-

tiva.

Las técnicas de secuenciacién masiva permiten, potencialmente, identificar y cuantificar todos
los genes expresados en una célula o tejido, y con un coste asequible. Dan lugar a una enorme
cantidad de datos que, en ocasiones excede, 1 billéon de lecturas por experimento, ademas de
que la técnica funciona con unas cantidades muy bajas de material de partida. Finalmente, su
principal ventaja es que no se necesita un conocimiento previo de los genes expresados. Este
requerimiento es necesario en las técnicas de microarray, lo cual obliga a preseleccionar un nu-
mero limitado de genes. En contrapartida, se requiere disponer de unos conocimientos avanza-
dos de bioinformatica, para poder aplicar adecuadamente las técnicas estadisticas durante el
analisis.

Al igual que en muchos otros ambitos de la biologia, la secuenciacién masiva de ARN ha revolu-
cionado el estudio del sistema somatosensorial. Los primeros intentos en realizar estudios de
expresion de las neuronas sensoriales utilizaron el enriquecimiento celular, mediante técnicas
de fluorescencia o citometria por fluorescencia (FACS, Fluorescence Activated Cell Sorting) de un
determinado tipo celular, identificado mediante la expresidon de un marcador molecular especi-
fico en lineas transgénicas. Estos estudios revelaron el patrén molecular de distintas subpobla-

ciones neuronales con expresién de marcadores como Trpvl, ScnalO (Na,1.8), Mrgprd,
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Mrgpra3, Thy Pvalb, expresados en diferentes tipos de neuronas sensoriales incluyendo noci-
ceptores peptidérgicos y no peptidérgicos, C-LTMRs y propioceptores (Chiu et al., 2014,
Goswami et al., 2014; Thakur et al., 2014; Reynders et al., 2015; Xing et al., 2019). La identifica-
cidn de los perfiles genéticos de distintas subpoblaciones ha generado una ingente cantidad de
informacidn y ha permitido la comparacién detallada del panorama transcripcional de los gan-
glios DRG y TG en distintas especies como ratén y humano (Flegel et al., 2015; Lopes, Denk and
McMahon, 2017; LaPaglia et al., 2018; Ray et al., 2018; Megat et al., 2019; Wangzhou et al.,
2020).

En todos los trabajos mencionados previamente, el ARN necesario para la secuenciacién
proviene de un conjunto de células enriquecidas o una muestra de un tejido concreto, por lo
gue puede existir una mezcla de los diferentes tipos celulares que constituyen la muestra. Este
tipo de secuenciacién, denominada Bulk-Sequencing o “en bloque o en masa”, es ampliamente
utilizada y muy util en la transcriptémica comparativa. Ademas, este abordaje permite reducir
la variabilidad y aumentar la sensibilidad, ya que, al tener un mayor nimero de células, se tiene
mayor probabilidad de detectar genes con bajo nivel de expresidn. Sin embargo, no permite la
identificacion de los tipos celulares y la expresién diferencial de genes concretos puede quedar
oculta si el tejido contiene una muestra heterogénea de células no deseadas como satélites,
epiteliales, fibroblastos, glia o células del sistema inmune dentro del tejido neuronal. Este
problema se ha podido solventar mediante la secuenciacion de células individuales (scRNA-Seq,
single cell RNA sequencing) (verse de nuevo la figura 11). La técnica se ha ido perfeccionando
afio tras afio, permitiendo la secuenciacién de un ndmero cada vez mayor de células, lo que
permite obtener una imagen mds completa y detallada de los posibles grupos celulares

(Macosko et al., 2015).

1.5.3. Principales grupos de neuronas sensoriales primarias identificados mediante el

andlisis de su transcriptoma

La aplicacion de las tecnologias de secuenciacién de ARN de célula Unica ha permitido conocer
con gran precision la composicidn molecular de las neuronas sensoriales primarias. El estudio
llevado a cabo en 2014 por Chiu y colaboradores, mediante una combinacidn de técnicas de
secuenciacién en bloque y gPCR de célula unica fue el primero en ampliar la division tradicional
de los tres grupos de neuronas somatosensoriales, tradicionalmente definidos como nocicepto-
res peptidérgicos (PEP, con marcador tipico CGRP), no peptidérgicos (NPEP, con unién a la iso-
lectina 1B4) y neuronas mielinicas (NF, NF200). Segun este estudio, se redefinieron 7 nuevos

grupos, denominados grupos I-VII (Chiu et al., 2014). No obstante, el trabajo muestra algunas
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limitaciones que es importante sefialar. En primer lugar, los estudios en célula Unica se realiza-
ron sélo para 80 genes candidatos por técnicas PCR (“single cell’ qPCR, sc-qPCR), limitando asi
mucho el trasfondo molecular disponible para cada neurona. Estos 80 genes habian sido selec-
cionados previamente como los mas enriquecidos dentro de las tres subpoblaciones neuronales
no solapantes (peptidérgicas, no peptidérgicas y mielinicas) purificadas mediante la secuencia-
cién “bulk sequencing” y representadas por sus respectivos marcadores (Nayl1.8+/1B4+,

Nay1.8+/IB4-y PVALB+).

Posteriormente, el grupo del Dr. Patrik Ernfors y sus colaboradores del Instituto Karolinska
secuenciaron las neuronas sensoriales de los ganglios raquideos lumbares a escala individual,
obteniendo el transcriptoma de cada una de ellas de una forma no sesgada y objetiva (Usoskin
et al., 2015). Al mismo tiempo, desarrollaron una plataforma online y de acceso libre que
permite una visualizacién sencilla de los niveles de expresion de cada gen por célula, siendo un

recurso muy Util para la comunidad cientifica (http://linnarssonlab.org/drg/). En este trabajo, se

identifican 11 grupos diferentes de neuronas sensoriales primarias, dividiendo los grandes
grupos de neuronas peptidérgicas, no peptidérgicas y mielinicas en los siguientes subgrupos:

PEP1, PEP2, NP1, NP2, NP3, TH, NF1, NF2, NF3, NF4 y NF5 (verse, figura 12)

Los estudios posteriores en el campo, realizados sobre un nimero muestral mds alto o con téc-
nicas de mayor sensibilidad que permiten detectar una regidn mdas amplia del exoma, lo que se
traduce en la identificacion de mds genes en cada célula, han permitido refinar los resultados
obtenidos en el trabajo de Usoskin y colaboradores. (Li et al., 2016; Zeisel et al., 2018; Sharma
et al., 2020; Kupari et al., 2021; La Manno et al., 2021), incluyendo en los trabajos de Sharmay
La Manno la caracterizacidn de las neuronas sensoriales en estado embrionario. Todos ellos
coinciden en la identificacion de los grupos neuronales mas abundantes, aunque existen algunas
diferencias. Por ejemplo, en el trabajo realizado por el grupo de Liy colaboradores, caracterizan
en mayor detalle las neuronas NPEP y NF con un total de 14 subgrupos neuronales (Li et al.,
2016). En el trabajo de Amit Zeisel, realizado por el grupo de Sten Linnarsson, en colaboracion
de nuevo con el grupo de Patrik Ernfors, identifican en cambio 17 grupos, también con un mayor
detalle de las neuronas NPEP y PEP. En un trabajo mas reciente realizado por Sharmay colabo-
radores, identificaron a dos nuevos grupos dentro del conjunto de neuronas PEP2, correspon-
dientes a las neuronas sensoriales peptidérgicas tipo Ad. Por ultimo, en un nuevo estudio del
transcriptoma de DRG en la especie de Macaco Rhesus (Macaca mulatta), el grupo de Ernfors
ha identificado los mismos subgrupos de neuronas sensoriales identificados en ratéon (Kupari et

al., 2021).
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La heterogeneidad molecular de las neuronas sensoriales primarias ha sido estudiada en otros
ganglios sensoriales como el trigémino, el nodoso, el yugular, el coclear y el geniculado
(Dvoryanchikov et al., 2017; Nguyen et al., 2017; Petitpré et al., 2018; Kupari et al., 2019; Zhang
et al., 2019). En el caso del ganglio trigémino (TG), se identificaron practicamente los mismos
grupos neuronales descritos en el ganglio raquideo (revisado por Gatto et al., 2019), aunque
otros trabajos han puntualizado algunas diferencias en la expresidon entre ambos tejidos (Lopes,
Denk and McMahon, 2017; Sapio et al., 2020). Los ganglios yugulares también presentan una
distribucidn similar a los ganglios raquideos aunque, no asi los ganglios nodosos, (Kupari et al.,
2019). En la figura 12 se describen los correspondientes tipos de neuronas y su nomenclatura
identificadas mediante técnicas del analisis transcriptdmico en DRG y su equivalente en TG y

yugular.
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Neww  CRARED wmLES Ganme eemmuagee Tl SmpEs semsgs
' b | Jeeew | pCA :
FRIO | TRPME ' PEP1? | cnar ! (Lipeaz o [ 'OJGE ' TpMa
! Ltpmas %2
g ! paPErn
<] i i i = i i
E 1 :t;nn voree
& ﬁg ! ! ! i ' CGRP-
E es CGRF ' PEF1 | ‘©1 ' i drCT0 gy 1 CGRPA
S e [enach 1 ! ] PEP13 ca ' CGRP-y
; \ i : i '
g g“g ) \ CORP-:
= e
g Bﬁ ; i e i il i "
& ZE@o CGRP i i i CGRP-;
E_ ross. : PEPZ | (a3 1 o e | IG5 " CaRPa
=4 i i i i i i
- NPPB [ W1 MR}, . iR o B
L -] lg Gt el ) 1 : Fia ! i
&0
2 \ . | i rnrzz [ Lt
E H-Q i“-mpmw' mo ¢ MP2 . G4 {""" rs12 . ' GORP-r
H Caged) ! a4 | ] ;
= -E ' : S SRR | H:D1::II ' i
H o MAGHFRD : | I T - £ : :{""‘"" 13 : : kaon pep
= ora i i i pg o | bwma | 482 necieepicrs
—————— i e 1 i
CAMTR THVELLTS CoTH ! el - ' CATMR
etz SN 1 - SR S ' JG1 ! CATMRs
TrkE i i i i c5 i i =
E L |ONE e cwe . ' AG-LTMRS
= : . MFZ : : D RALTMRS
-1 TrkC i i i ca [ Cal i i
= LKTR L T 8 s | R
B i i i i i i
8 Pl ' gy MM o -
5 | | ... i (Proglicapiors
2 i WFS j i

65



Introduccion

Figura 12. Esquematizacion de los diferentes tipos de neuronas sensoriales identificadas por la técnica
de secuenciacion de célula unica en la especie murina. La clasificacion tradicional en neuronas
peptidérgicas, no peptidérgicas y mielinicas se ha ido expandiendo con mds subgrupos en los estudios
posteriores (Chiu et al., 2014; Usoskin et al., 2015; Li et al., 2016; Nguyen et al., 2017; Zeisel et al., 2018;
Kupari et al., 2019; Nguyen, Le Pichon and Ryba, 2019; Sharma et al., 2020). En rojo se ha indicado los
posibles grupos a los que podrian pertenecer las neuronas sensoriales TRPM8+ seguin sus autores antes
de ser identificadas como un grupo independiente. Modificado de Gatto et al., 2019.

1.6. Resolviendo el papel de la heterogeneidad molecular: correlacion

entre funcion y tipo celular en las neuronas sensoriales primarias.

Entre los retos actuales en el estudio del sistema somatosensorial esta el intentar correlacionar
los diferentes grupos sensoriales, descubiertos mediante los estudios de expresion descritos
previamente, con las propiedades fisiolégicas y morfolégicas de estos mismos grupos de
neuronas. Hasta la fecha, no ha sido posible identificar de una forma nitida y consistente la
funcionalidad de cada uno de estos grupos. Ademds, debemos tener en cuenta que las
aferencias que inervan a una zona corporal especifica presentan perfiles moleculares singulares,
lo que complica ain mds la tarea de desentrafiar la funcionalidad de cada uno de estos
subgrupos. Ejemplos de esto lo encontramos en las neuronas sensoriales de DRG que inervan el
coldén, o aquellas neuronas del nervio vago que inervan los pulmones. Su perfil transcriptémico
reveld que el patrén genético difiere de los grupos generales encontrados en DRG, nodoso y

yugular (Hockley et al., 2019; Mazzone et al., 2019).

Aun asi, en lineas generales, la clasificacion molecular concuerda bastante bien con estudios
previos basados en mielinizacién, velocidad de conducciéon y respuesta ante diferentes
estimulos. A continuacién, describiré cada uno de los grupos establecidos tras los estudios de
expresion, sus marcadores mas relevantes y su posible funcidn. La nomenclatura usada se
refiere a aquella descrita en la revisidn publicada recientemente por Emery y Ernfors (Emery and

Ernfors, 2018).

1.6.1. Neuronas peptidérgicas

El conjunto de neuronas denominadas en los estudios de expresion como PEP1 y PEP2
pertenecen a los nociceptores peptidérgicos, clasicamente identificadas por su
inmunodeteccion positiva para TrkA y CGRP (codificados por los genes Ntrkl y Calca
respectivamente). Otros marcadores enriquecidos en estas poblaciones incluyen Na,1.8

(Scn10a), Nay1.9 (Scn1la), GFRa3, el gen Kit y TRPV1 (Skofitsch and Jacobowitz, 1985a; Bennett
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et al., 2006). La expresidon de TRPV1 explica la sensibilidad de estas neuronas a temperaturas
altas. Segun su perfil molecular, PEP1 puede subdividirse a su vez en los grupos PEP1.1, PEP1.2,
PEP1.3 y PEP1.4 (Zeisel et al., 2018), que difieren de PEP2 en su expresion para la sustancia P y
Nefh. Estos datos sugieren que PEP1 y sus subgrupos pertenecen a los aferentes cutaneos tipo
C, mientras que PEP2 constituye las fibras mielinicas nociceptivas (Treede, Meyer and Campbell,

1998).

La relevancia fisioldgica de cada uno de los subgrupos moleculares que constituyen las neuronas
PEP1 aun no ha sido esclarecida. Es posible que esto sea debido a la gran heterogeneidad que
los estudios funcionales han encontrado en las propiedades biofisicas y morfolégicas de las neu-
ronas CGRP+, y que impiden definirlas con precisidn. Estas caracteristicas incluyen diferencias
de tamano, forma y duracién del PA o su reactividad a distintos agonistas como capsaicina, AITC,
ATP, serotonina y otros compuestos que generan prurito (McCoy et al, 2013; Patil,
Hovhannisyan and Akopian, 2018; Zheng et al., 2019). Aun asi, la identificacidn de algunos mar-
cadores especificos para cada subpoblacién nos permite entrever la posible funcién de cada uno
de los grupos. Por ejemplo, PEP1.1 esta enriquecido en polipéptido del adenilato ciclasa de la
pituitaria, PACAP, codificado por el gen Adcyap1 y en el receptor de somatostatina tipo 2 (Sstr2);
ambos estan implicados la sefializacion del dolor (Mabuchi et al., 2004; Prasoon et al., 2015).
Asimismo, los grupos PEP1.2 y PEP1.4 expresan una combinacién Unica de los canales TRPA1,
TRPV1y TRPMS3, ausente en otros grupos de neuronas sensoriales. Tal y como se describe en el
trabajo de Vandewauw de 2018, la ablacion conjunta de estos tres canales suprime totalmente
la capacidad de detectar temperaturas mayores de 52 2C, por lo que podemos concluir que
PEP1.2 y PEP1.4 constituyen las neuronas termosensibles responsables de la deteccion del calor

nocivo (Vandewauw et al., 2018).

Las neuronas pertenecientes al grupo PEP2 estan constituidas presumiblemente por neuronas
de tipo Ad 6 B mielinicas que responden a estimulos mecanicos y térmicos nocivos, de las cuales
se tienen constancia en ciertos estudios (Koltzenburg, Stucky and Lewin, 1997; Cain, Khasabov
and Simone, 2001; Woodbury and Koerber, 2003; Mcilwrath et al., 2007; Lawson et al., 2008).
También se ha demostrado que la sustancia P esta ausente en las fibras Ad nociceptivas, lo que
coincide con la baja expresiéon de Tacl en el grupo PEP2 (Lawson, Crepps and Perl, 1997). En un
trabajo mds reciente, realizado por Sharma et al., 2020, se distinguen dos grupos de neuronas
diferentes dentro de las neuronas PEP2, denominadas en dicho trabajo como CGRP-n y CGRP-{
(Sharma et al., 2020; Kupari et al., 2021). Existen datos que demuestran la existencia de un con-
junto de neuronas mielinicas positivas para Na,1.8 y TrkA (Shields et al., 2012). Segun estudios

mas recientes, se ha podido caracterizar al menos dos tipos de fibras mielinicas Nay1.8+ con
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distinta especializacion. Uno de estos grupos, denominados como AS-HTMR, se han descrito por
el trabajo de Ghitani et al., 2017, como terminaciones circunferenciales y mecanosensibles de
alto umbral que rodean la base del foliculo piloso (Circ-HTMRs), las cuales han sido caracteriza-
das electrofisiolégicamente en un estudio posterior (Ghitani et al., 2017; Patil, Hovhannisyan
and Akopian, 2018). Este grupo parece corresponderse con las neuronas CGRP- T identificadas
en el trabajo de Sharma ya mencionado, ya que presentan una mayor expresién del receptor de
serotonina tipo 3, Htr3a (Ghitani et al., 2017; Patil, Hovhannisyan and Akopian, 2018; Sharma et
al., 2020). El otro grupo CGRP-n, podria representar las pocas fibras tipo AR nociceptivas, des-
critas en varios estudios, que expresan los marcadores comunes de las neuronas peptidérgicas

TrkA, CGRP, ademas de ASIC3 y NPY2R (Arcourt et al., 2017; Patil, Hovhannisyan and
Akopian, 2018; Adelman et al., 2019).

1.6.2. Neuronas no peptidérgicas

Las neuronas no peptidérgicas se dividen en cuatro grandes grupos, NP1, NP2, NP3 y TH, y algu-
nos de estos se dividen en subgrupos adicionales (verse de nuevo la figura 12). A diferencia de
las neuronas peptidérgicas, cada uno de estos grupos tiene propiedades moleculares clara-
mente asociadas con funciones sensoriales Unicas. Los tres primeros grupos, NP1, NP2 y NP3,
ademas de ser sensibles al calor y a estimulos mecanicos de alto umbral, participan en la génesis
del prurito por vias de sefializacién distintas (Liu et al., 2012; Han et al., 2013; Solinski et al.,
2019). Las neuronas del grupo TH corresponden, a su vez, con un grupo funcional muy particular,
los llamados C-LTMRs, neuronas tipo C con sensibilidad mecanica de bajo umbral, previamente

mencionados en la seccion 1.2.3 (Li et al., 2011).

El grupo NP1 estd constituido por un conjunto de nociceptores polimodales no peptidérgicos
con marcaje para la isolectina B4. Las neuronas de este grupo inervan exclusivamente la capa
mas superficial de la epidermis (stratum granulosum) y expresan el receptor MRGPRD, que se
activa por B-Alanina (Zylka, Rice and Anderson, 2005). La inyeccién cutanea de B-Alanina pro-
voca irritacion y sensacion de picor. Estos datos indican que las neuronas NP1, constituyen uno
de los grupos celulares implicados en la generacidon del prurito independiente de la molécula de
histamina (Rau et al., 2009). Igualmente, las neuronas MRGPRD+ son capaces de responder a
ATP debido a la expresion del canal purinérgico P2X3. También son sensibles a estimulos meca-
nicos de alta intensidad y temperaturas nocivas, tanto al frio como al calor (Dussor et al., 2008;
Rau et al., 2009; Adelman et al., 2019). La eliminacién de esta poblacidn en lineas transgénicas
DTR produce un déficit en las respuestas a estimulos mecanicos y térmicos (Cavanaugh et al.,

2009; Rau et al., 2009; Pogorzala, Mishra and Hoon, 2013). Su termosensibilidad puede deberse
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a la expresidn de los canales idnicos TRPA1y TRPM3. En cambio, no expresan ni TRPV1 ni TRPMS,
acorde con los resultados obtenidos en experimentos de hibridacién in situ y su baja reactividad
a los agonistas capsaicina y mentol en condiciones fisioldgicas (Stucky, 2006; Dussor et al., 2008;
Cavanaugh et al., 2009; Pogorzala, Mishra and Hoon, 2013). Es interesante afiadir que, en el caso
de TRPV1, la reactividad de estas neuronas a la capsaicina aumenta en condiciones de inflama-

cién o en presencia de protones (Breese et al., 2005).

Acorde con los datos de secuenciacion, existen dos grupos molecularmente distintos de neuro-
nas NP1, aunque se desconoce la especializacién funcional de cada uno de ellos. El subgrupo
NP1.1 tiene una mayor expresion de la subunidad beta-1 del canal de potasio activado por calcio
MaxiK, también conocido como BKca y codificado por el gen Kcnmb1, ademas del receptor de
acetilcolina neuronal alfa-6 (Chrna6) y TrkA. NP1.1 es el subgrupo menos abundante, represen-
tando tan sélo el 20 % del total de neuronas MRGPRD+ secuenciadas. En comparacién, el sub-
grupo NP1.2 expresa el receptor 3 de acido lisofosfatidico (Lpar3), implicado en la regulacion de
procesos fisioldgicos y patoldgicos (Ma et al., 2009). Con respecto a su perfil funcional, algunos
estudios también han identificado a dos tipos de neuronas MRGPRD+, unas sensibles a calor,
estimulos mecanicos y al agonista B-Alanina y otras que son puramente mecano-sensibles (Liu
et al., 2012). Otro estudio electrofisiolégico encontré diferencias respecto a la forma del AHP y
el porcentaje de respuestas a ATP, AITC y 5-HT (serotonina) dentro de la poblacion MRGPRD+.
Sin embargo, estas caracteristicas no permite clasificarlas en un perfil molecular concreto (Patil,

Hovhannisyan and Akopian, 2018).

En el grupo NP2 se incluyen las neuronas MRGPRA3+, responsables de generar el prurito evo-
cado por la cloroquina y la histamina (McCoy et al., 2013). Presentan unas caracteristicas muy
particulares, con un marcaje débil a la isolectina IB4 (representan el 20 % de las neuronas 1B4+)
y expresiéon de CGRP. No obstante, siguen siendo consideradas como no peptidérgicas ya que
no expresan sustancia P (Han et al., 2013). Otro rasgo caracteristico de estas neuronas es que
expresan el canal TRPV1y todas ellas son sensibles al calor y estimulos mecanicos de alto umbral
(Liu et al., 2009; Han et al., 2013). Aunque estas neuronas responden a estimulos nocivos y son
consideradas nociceptores, la ablacién selectiva de estas neuronas no altera la via de sefaliza-
cion del dolor, sino que reduce drasticamente la sensacidn de picor causada por los pruritégenos
mencionados o el causado en condiciones patoldgicas como en la dermatitis crénica y la psoria-
sis, (Paus et al., 2006; Han et al., 2013). Al igual que para el grupo NP1, el analisis transcriptomico
ha identifico dos subpoblaciones MRGPRA3+ distintas, NP2.1 y NP2.2 aunque se desconoce la

relevancia biolégica de ambos subgrupos.
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Los grupos de neuronas NP3.1y NP3.2 son IB4-/CGRP- y expresan somatostatina (Sst) junto con
un amplio conjunto de genes con propiedades pruritogénicas como, por ejemplo, el péptido
natriurético B, el receptor A de interleucina 31, la neurotensina, el receptor 1F de la serotonina,
(5-HT) codificados por los genes Npbb, 1131ra, Nts, Htr1f; respectivamente (Ma et al., 2020). Es-
tas neuronas también son capaces de evocar el prurito a través de una via independiente de la
histamina a través de la activacién de mastocitos (Huang et al., 2018; Solinski et al., 2019), y
expresan una combinacién Unica de canales termosensibles: TRPA1, TRPV1, TRPV2 y TRPM2.
Aungue en un principio se identificaron como neuronas tipo C, existe cierta controversia ya que
las neuronas NP3 expresan el receptor 2 del neuropéptido Y2 (Npy2r), un marcador que com-
parten con un grupo de neuronas mielinicas CGRP+ con propiedades nociceptivas (Usoskin et

al., 2015; Zeisel et al., 2018; Ma et al., 2020).

Finalmente, entre las neuronas no peptidérgicas encontramos el grupo de las neuronas TH. Estas
neuronas se caracterizan por expresar la tirosina hidroxilasa (TH), enzima en la via de sintesis de
las catecolaminas, la cual se conoce desde hace afios que identifica al grupo de mecanorrecep-
tores de bajo umbral de tipo C (C-LTMR), los cuales no expresan ni CGRP+ ni TRKA+, no se unen
a la isolectina B4 y no poseen propiedades pruritogénicas (Li et al., 2011; Pan et al., 2019). Ade-
mas, expresan otros marcadores tipicos de neuronas mecanosensibles como la citoquina
FAM19A4 y VGLUT3 (codificado por los genes Tafa4, Slc17a8, respectivamente) y Piezo2
(Usoskin et al., 2015).

1.6.3. Neuronas mielinicas LTMRs

El conjunto de los grupos NF1, NF2, NF5 y NF4 constituyen las neuronas sensoriales mielinicas
mecanorreceptoras de bajo umbral (A-LTMRs) tipo A8/B. Morfolégicamente, estos grupos se
caracterizan por poseer un gran diametro celular, PAs de corta duracion, altas velocidades de
conduccidn, insensibilidad térmica por su ausencia de TRPs y expresion de receptores de los
factores neurotréficos TrkB, TrkC, y canales de sodio sensibles a la TTX como Na,1.1 y Na,1.6

(Zzheng et al., 2019).

Dentro de las fibras A-LTMRs, las neuronas A8-LTMRs y un conjunto de las AB-LTMRs muestran
una alta adaptacidn en su frecuencia de disparo ante un estimulo mecanico mantenido (RA, ra-
pidly adapting) y se identifican molecularmente como NF1 y NF2 (revisado por (Emery and
Ernfors, 2018). El grupo NF1 lo forman las neuronas tipo & (A5-LTMRs) que expresan TRKB, pero
no Ret junto con niveles mas bajos de Nefh, lo que indica que poseen una mielinizacion mas
pobre que el resto de los A-LTMRs (Li et al., 2011; Rutlin et al., 2014). Por otro lado, el grupo NF2

define a los mecanorreceptores tipo B que expresan niveles mas bajos de TRKB, CALB y RET, y
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con terminaciones especializadas de Meissner, Pacini y lanceoladas (Wende, Lechner and
Birchmeier, 2012). El grupo NF3 lo constituyen el resto de las neuronas tipo A identificadas, las
cuales expresan TRKC. En este subgrupo, se incluyen diferentes tipos de mecanorreceptores de
adaptacion lenta con inervacion a las células de Merkel (Airaksinen et al., 1996; Mcilwrath et al.,
2007) y por otro lado, un conjunto de neuronas LTMR con terminaciones circunferenciales, de-
nominados “field LTMRs” que expresan ASIC1, ASIC3 y TRKC pero no CGRP (Horch, Tuckett and
Burgess, 1977; Bai et al., 2015).

Por ultimo, los grupos NF4 y NF5 lo constituyen las neuronas propioceptivas que inervan husos
musculares y érganos tendinosos de Golgi. Todas ellas expresan el marcador parvalbumina,
PVALB. Ademas, expresan TRKC aunque a niveles mas bajos que el grupo NF3 (Ichikawa et al.,
1994; Honda, 1995; Arber et al., 2000; Hippenmeyer et al., 2005). Aunque en un primer mo-
mento se identificaron como grupos separados, ambos subgrupos tienen el mismo perfil mole-

cular, diferenciandose Unicamente en los distintos niveles de expresion de algunos marcadores.

1.6.4. Neuronas TRPMS positivas

Las neuronas TRPMS positivas constituyen un subconjunto de neuronas sensoriales de pequeiio
diametro que representan alrededor de un 5-10 % y un 10-15 % del total de neuronas de los
ganglios raquideos y del trigémino respectivamente (McKemy, Neuhausser and Julius, 2002;
Peier, Moqrich, et al., 2002; Abe et al., 2005). Estas neuronas se activan con agentes mentolados
y la disminucion de la temperatura entre 20-30 2C, generando un incremento rapido del calcio
intracelular (McKemy, Neuhausser and Julius, 2002; Peier, Mogrich, et al., 2002; Viana, De la
Pefia and Belmonte, 2002; Madrid et al., 2006). Las neuronas sensibles al frio tienen unas
propiedades moleculares particulares; no presentan marcadores clasicos de nociceptores, tanto
peptidérgicos como no peptidérgicos, tales como CGRP, I1B4, TRPA1 y los canales de sodio
resistentes a TTX, Na,1.8 y Na,1.9 (Peier, Moqrich, et al., 2002; Story et al., 2003; Lolignier et al.,
2015; Luiz et al., 2019). Sin embargo, expresan Tacl y periferina (Takashima et al., 2007; Dhaka
et al., 2008) y muestran una co-localizacién variable con el canal TRPV1 (Viana, De la Pefia and

Belmonte, 2002; Dhaka et al., 2007; Hjerling-Leffler et al., 2007; Morenilla-Palao et al., 2014).

En un intento por desvelar el perfil genético de estas neuronas, nuestro grupo de investigacion
fue el primero en definir la expresidn molecular de la subpoblacidn de neuronas TRPM8+,
purificadas a través de la tecnologia de FACS (Morenilla-Palao et al.,, 2014). Este estudio
demostré una expresion elevada y especifica de los canales de potasio de fuga TASK3 (codificado
por el gen Kcnk9) en las neuronas TRPMS8 positivas, resultados confirmados en trabajos

posteriores (Liao et al., 2019; Luiz et al., 2019). Otros canales expresados en neuronas TRPM8+
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también identificados en este estudio fueron TREK1, codificado por el gen Kcnk2, los miembros
de la familia ASIC, ASIC2, ASIC3 y ASIC4, y los canales de sodio sensibles a la TTX, Na,1.3 y Na,1.5
(codificados por los genes Scn3a y Scn5a respectivamente). Sin embargo, el estudio no pudo
determinar el perfil genético de estas neuronas en su totalidad, ya que se seleccionaron
Unicamente 94 genes, mayoritariamente canales idnicos y receptores de membrana, para su

cuantificacion por medio de la tecnologia de TagMan array.

Si revisamos los estudios de secuenciacidon de ARN posteriores y citados en la seccion anterior,
encontramos que estas neuronas no se identificaron usando la técnica de secuenciacién masiva
hasta muy recientemente, a pesar de que su funcién como termorreceptores de frio estd bien
definida desde hace dos décadas. En el trabajo de Usoskin y colaboradores, las neuronas
TRPMS8+ se incluian dentro de las neuronas peptidérgicas (PEP1) (Usoskin et al., 2015), mientras
que en el de Li y colaboradores describieron las neuronas TRPM8+ como una poblaciéon
indeterminada, expresada dentro del grupo peptidérgico, no peptidergico o mielinico (Li et al.,
2016), (C1-1, C6-1, C8-2, verse de nuevo figura 12). No fue hasta mas tarde, en estudios que
secuenciaban un mayor numero de células, cuando se logrd identificar a dos grupos especificos
de neuronas TRPMS positivas en los ganglios trigéminos (Nguyen et al., 2017) y a tres en los
ganglios raquideos (Zeisel et al., 2018). Una de las principales diferencias entre los distintos
subgrupos identificados, es la expresidén variable de Nefh, algunos neuropéptidos como por
ejemplo Gal, Tacl y la expresién de GFRa3 o TRPV1 (expresados en los grupos denominados
como C1 o PEP6-8 en el caso de TG y DRG en los trabajos mencionados, respectivamente). Su
mayor expresién de Nefh las identifica como un posible subgrupo de fibras Ad (revisado por
Emery and Ernfors, 2018). Recientemente, la publicacion del transcriptoma de neuronas
sensoriales del macaco Rhesus, describen un grupo de neuronas TRPM8+ sin expresion de los
principales marcadores peptidérgicos, similar a lo observado en ratéon (denominado como

TRPM8"e" seglin la nomenclatura del trabajo original).

Aunque la expresion de TRPV1 es variable entre los subgrupos de neuronas TRPMS8+
identificados, esta presente en todos ellos para la especie de raton y primate, dato que no
parece observarse en humanos; el laboratorio de investigacion del Dr. Theodore J. Price ha
logrado desarrollar la secuenciacion in situ a nivel de célula Unica en rodajas de tejido humano
(Tavares-Ferreira et al., 2021). Estos autores identificaron que el grupo de neuronas TRPM8+
expresaba bajos niveles del gen Trpvl. Curiosamente, el grupo expresaba, en cambio, altos
niveles de Na,1.8 y se definié como neuronas nociceptoras. Estos resultados son similares a los
obtenidos tras la secuenciacion de célula Unica de nucleos de neuronas sensoriales de DRG

humanas, obtenidos recientemente (Nguyen et al., 2021). En este estudio, los autores describen
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dos tipos de neuronas TRPMS8+, unas con propiedades nociceptivas que expresan los
marcadores Na,1.8, Na,1.9 o Piezo2, entre otros. El otro grupo presentan un perfil de expresion

similar al obtenido en la especie murina.

Existen varios factores que podrian explicar la dificultad para identificar a las neuronas TRPM8+
en los estudios originales de transcriptdmica de células Unica, cémo la baja cobertura, y el
numero de células secuenciadas. La cobertura, también conocida como profundidad de lectura,
puede definirse como el nimero medio de veces que se lee y se alinea un nucledtido en una
posicién especifica del genoma en los ciclos de la secuenciacién y es un indicador de resolucién
y sensibilidad. Aumentar la cobertura de la secuenciacién permite detectar mas genes por
neurona, incluidos aquellos con menor nivel de expresién (menor nimero de copias de mRNA),
lo que a su vez permite identificar tipos de neuronas con poca representacién como las neuronas
que expresan Trpm8, que ademas es un gen cuya expresion es relativamente baja. El trabajo de
Nguyen y colaboradores en 2017, analizando los nucleos de neuronas del ganglio trigémino en
ratdn, es el mas completo en cuanto a la cobertura y la secuenciacidon de las células para
identificar las neuronas TRPM8+ y fueron los primeros autores en identificar los genes Foxp2,
Pnocy Scnla (éste ultimo codifica el canal de sodio Na,1.1) como marcadores exclusivos de esta
poblacién, posteriormente validados en otros estudios (Zeisel et al., 2018; Griffith, Docter and

Lumpkin, 2019).

Al igual que lo observado en estudios de expresidn, la poblacidn de neuronas TRPM8+ es
funcionalmente heterogénea. Inicialmente, la existencia de diferentes poblaciones de neuronas
sensoriales activadas por el frio ha sido descrita en un gran numero de estudios
electrofisiolégicos en fibras y en diferentes especies (Bessou and Perl, 1969; Iggo, 1969; Hensel
and lggo, 1971; Dubner, Sumino and Wood, 1975; Kress et al., 1992). En estos estudios, se
describen dos tipos de fibras sensibles al frio. Un primer tipo unimodal que responde a
temperaturas inocuas y constituye un subgrupo de fibras Cy A8. Una caracteristica especifica es
gue poseen actividad espontanea a la temperatura fisiolégica (~¥30-32 2C), pero su frecuencia de
disparo se incrementa cuando la temperatura decae. Generalmente, son insensibles a estimulos
mecanicos y tienen un umbral de activacion de aproximadamente 30 2C. Una vez activadas se
adaptan rdpidamente de una manera estable. El otro grupo lo forman los nociceptores para el
estimulo de frio, integrado Unicamente por fibras tipo C con umbrales de activacion mucho mas
bajos (alrededor de 20 9C). Normalmente son quiescentes a temperaturas fisioldgicas y
muestran una menor frecuencia de disparo y una respuesta mas tardia al estimulo. Este grupo
es, ademas, generalmente sensible a estimulos mecdnicos de alto umbral y pueden responder

al calor nocivo (Simone and Kajander, 1997).
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Los estudios in vitro de neuronas sensoriales han confirmado la existencia de estos dos tipos de
neuronas sensibles al frio y se ha avanzado mas en la caracterizacion de sus propiedades fisico-
quimicas (Thut, Wrigley and Gold, 2003; Xing et al., 2006; Madrid et al., 2009; Teichert et al.,
2012). Por ejemplo, en el trabajo de Xing, se identificaron patrones de activacion diferente con
respecto a varios agonistas como capsaicina, protones y ATP entre distintas neuronas sensibles
al frio procedentes de DRG. En aquellas con reactividad a todos los agonistas mencionados, que
generalmente se relacionan con propiedades nociceptivas, los incrementos del calcio

intracelular son menores tras aplicar el estimulo de mentol (Xing et al., 2006).

Posteriormente, en el trabajo de Madrid et al, 2009, se clasificaron las neuronas sensibles al frio
procedentes de TG en bajo umbral (LT-CS), con una temperatura de activacion alrededor de 26.5
oC representando el 68.9 % de la poblacion neuronal sensible al frio y de alto umbral (HT-CS)
con sélo un 31.1% del porcentaje total de neuronas sensibles a frio (Madrid et al., 2009). La
distincidon entre neuronas LT y HT-CS viene determinada, aunque no exclusivamente, por una
expresion diferencial de los canales K,1.1/2, siendo minima en las neuronas LT-CS y muy alta en
HT-CS, responsables de la de la corriente IKD que actia como freno a la despolarizacién durante
el estimulo de frio (Viana, De la Pefia and Belmonte, 2002; Madrid et al., 2009; revisado por
Pertusa and Madrid, 2017) (verse de nuevo la seccién 1.4.5). Ademads, en este mismo estudio se
observé también que los niveles de calcio y las corrientes evocadas por el compuesto mentol
eran mayores en las neuronas LT-CS lo que sugiere una mayor expresién del canal TRPMS8. En
2012, los resultados obtenidos en trigémino se validaron en neuronas de DRG utilizando
estrategia de cribado farmacolégico (del inglés “unbiased constellation pharmacology screen”)
(Teichert et al., 2012). En este trabajo, se determind que el grupo de neuronas HT-CS presenta
ademds un mayor porcentaje de respuesta a AITC, ademas de los agonistas mencionados
previamente. El trabajo también identifica, a través de la aplicacion de antagonistas después de
la despolarizacion de las neuronas con un pulso de KCl, que las LT-CS expresan
predominantemente canales Na, sensibles a TTX y Ca,1 (canales de calcio dependiente de
voltaje). Por el contrario, las neuronas HT-CS expresan canales Na, resistentes a TTX y los canales

de calcio Ca,1y Ca,2.1, ademas de una mayor expresion de los canales K, (figura 13A).

Los canales K,1.1/2 no son los Unicos componentes que establecen el umbral de temperatura
en las neuronas sensibles al frio. Tal como ya comentamos previamente, el canal de potasio K2P,
TASK3, también esta presente en las neuronas TRPM8+ (Morenilla-Palao et al., 2014). Si bien su
bloqueo produce un desplazamiento del umbral de temperatura hacia valores mas altos, en ese
trabajo no se analizo si existe alguna correlacion entre los niveles de expresién TASK3 y TRPMS,

y la corriente IKD en las neuronas LT y HT-CS.
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No obstante, en el estudio posterior de Luiz y colaboradores identificaron el perfil molecular de
las neuronas activadas por frio y demostraron que los niveles de expresién de K,1.1, K,1.2, eran
mas altos en neuronas Nay1.8+ que no respondieron al estimulo de frio que aquellas neuronas
sensibles al frio Na,1.8-/TRPM8+ (Luiz et al., 2019). La caracterizacion funcional de las neuronas
Nay1.8+ demuestran que pertenecen a un tercer grupo de neuronas de frio silentes que sélo
responden en condiciones patolégicas o cuando se elimina la corriente de freno resultante de
los canales de potasio K, (Gonzélez et al., 2017; MacDonald et al., 2021). Basicamente, este
grupo suele tener mayor tamafio y ser mecanosensibles y ademas de expresar el canal Na,1.8,
expresan Na,1.6 y el marcador CGRP. Asimismo, su activacidon por bajas temperaturas en
condiciones fisioldgicas, realizada en registros de imagen de calcio in vivo, es alrededor de 0-1
2C y se desconoce si sus respuestas estan mediadas por el canal TRPMS (ver figura 13A). (Luiz et

al., 2019; MacDonald et al., 2021)

Mediante la técnica de imagen de calcio in vivo también se han identificado distintos patrones
de respuesta al frio en neuronas TRPM8+ (Ran, Hoon and Chen, 2016; Yarmolinsky et al., 2016;
Wang et al., 2018; Leijon et al., 2019). En un estudio reciente realizado por Yarmolinsky y col.,
se describen tres tipos de respuestas al frio dependientes de TRPMS8 en neuronas procedentes
del ganglio trigémino. En el trabajo, utilizan una linea reportera TRPM8-Cre cruzada con otra
linea que expresa el sensor de calcio GCaMP5 (Yarmolinsky et al., 2016). El primer grupo de
neuronas responde a descensos de temperatura suaves, pero se inactivan por debajo del rango
innocuo. El segundo grupo tiene umbrales mas altos y las neuronas muestran una respuesta
sostenida al estimulo, sin llegar a adaptarse a temperaturas muy bajas mientras que el tercer
tipo de respuesta es una mezcla de las dos anteriores (figura 13B). Posteriormente se volvieron
a identificar los tres tipos de neuronas sensibles a frio en un estudio independiente usando la
misma metodologia (Leijon et al., 2019). Adicionalmente, en este estudio identificaron un cuarto
grupo de neuronas que respondian durante la fase de recuperacién de un estimulo de calor,
independientemente de la temperatura absoluta antes del estimulo. Este grupo ya se habia
observado previamente en registros electrofisiolégicos usando la preparacion “skin nerve”
(Paricio-Montesinos et al., 2020) y presenta propiedades comunes a los tres grupos
anteriormente mencionados. Los autores, ademas, separaron las neuronas de frio en funcion de
su umbral de temperatura basandose en la clasificacion de LT-CS y HT-CS (Madrid et el., 2009),
encontrandose con una proporcidon de neuronas analizadas muy similar entre ambos estudios
(Leijon et al., 2019). Por ultimo, se explord la reactividad de las neuronas sensibles al frio para
los agonistas de TRPs, mentol, capsaicina y AITC. No se observaron diferencias significativas en

el niUmero de células que respondieron a AITC o capsaicina entre los grupos LT-CS y HT-CS, pero
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si encontraron un mayor nimero de neuronas que respondieron a mentol para las neuronas de

bajo umbral.
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Figura 13. Tipos de neuronas sensoriales sensibles al frio en funcion de su umbral de temperatura. A)
Representacidn esquematica de los distintos canales idnicos implicados en la deteccidén del frio en cada
tipo de neurona termosensible, identificada en estudios funcionales, segin su umbral de activacién.
Adaptado de Madrid et al., 2009. B) Tipos de respuesta ante el estimulo de frio encontrados en registros
de imagen de calcio de neuronas sensoriales de TG. Arriba se muestra un registro realizado en cultivos
celulares donde se observa el aumento del calcio de una neurona LT-CS y HT-CS registradas
simultdneamente (Madrid et al., 2009). Abajo se muestran los trazos de calcio de un experimento
equivalente realizado en animales vivos (calcio in vivo). Se observa la respuesta de tres tipos de células
sensibles al frio segiin su umbral de activacion y su adaptabilidad al estimulo. De Yarmolinsky et al., 2016.

Existe un tercer trabajo donde se han caracterizado las respuestas de neuronas sensibles al frio
usando registros de calcio in vivo (Wang et al., 2018). En este caso, se describen tres poblaciones
sensibles al frio que respondian a umbrales de temperatura de 6 2C, 15 2C y 20 2C. Un dato
sorprendente es que la gran mayoria de las neuronas de frio se activaban en un rango muy
estrecho de temperaturas, es decir, respondian especificamente a una u otra temperatura. Una
vez activadas y a medida que baja la temperatura se adaptan y decrece la amplitud de su

respuesta (niveles de calcio) (denominadas en este trabajo como no monotdnicas).

Otro de los interrogantes que rodea a las neuronas sensibles al frio es su supuesta sensibilidad
mecdanica. Aunque esta ampliamente demostrado que las terminaciones sensoriales sensibles al

frio también suelen responder a la estimulacidn mecanica, no se ha observado este fenémeno
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en el soma de las neuronas TRPM8 positivas (Fernandez-Trillo et al., 2020; von Buchholtz et al.,
2021). Hasta la fecha, solo un estudio ha demostrado la mecanosensibilidad en el soma de las
neuronas termorreceptoras al frio. En el trabajo de Wang y colaboradores observaron que el 57
% de las neuronas sensibles al frio eran mecanicamente sensibles en registros de calcio in vivo
(Wangetal., 2018). Por otro lado, la expresién de Nefh en los grupos moleculares TRPM8+, junto
con los canales de sodio Na,1.1 y Na,1.6, los cuales se expresan generalmente en neuronas
mielinicas LTMRs y mecanosensibles, indican una posible pertenencia a la poblacién neuronal

mecanorreceptora.

1.7. El dolor neuropatico

El dolor es una percepcidn sensorial y emocional desagradable necesaria para protegernos ante
un dafio. El neurdlogo George Riddoch menciona sobre el dolor que “en circunstancias normales
solo se experimenta de forma intermitente, sus mecanismos neuronales permanecen latentes,
pero vigilantes, listos para ser despertados si los tejidos del cuerpo se ven amenazados”
(Riddoch, 1938). El dolor comprende tres categorias: dolor fisiolégico o nociceptivo en respuesta
a una estimulacion breve de los nociceptores, dolor inflamatorio causado principalmente por un
dano tisular importante y dolor neuropatico. En los dos primeros casos el dolor cumple general-
mente una funcidn protectora, actuando como sefial de alarma del tejido dafado hasta su cu-
racion, sin embargo, una lesidn puede también ocasionar el desarrollo de un dolor maladapta-

tivo, conocido como el dolor neuropatico.

Segun la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP), el dolor neuropatico se define
como un “dolor causado por una lesién o enfermedad en el sistema nervioso somatosensorial”
y engloba un tipo de dolor anormal causado por diversas patologias como por ejemplo la com-
presion o axotomia de un nervio, dafios causados por una disfuncién metabdlica (como la dia-
betes mellitus), neurotoxicidad o procesamiento anormal alterado por parte de la médula espi-
nal o el encéfalo. Es una patologia frecuente, que afecta a cerca del 7 % de la poblacién mundial
(Attal et al., 2010). Los mecanismos implicados en la génesis del dolor neuropatico son muy
diversos e incluyen, entre otros, la sensibilizacidon de las neuronas aferentes o del sistema cen-
tral, anormalidades en el tejido endotelial, disfuncidn en las células de Schwann y desmieliniza-
cion, malformaciones vasculares, alteraciones en la barrera hematoencefalica, apoptosis, un
elevado estrés oxidativo, dafio del ADN mitocondrial, la pérdida axonal de neurofilamentos ter-
minales o alteraciones en el transporte axonal (revisado por Colloca et al., 2017; Finnerup, Kuner

and Jensen, 2021).
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En los casos clinicos de dolor neuropatico, los pacientes suelen presentar cuadros de sensibili-
zacion de diferente tipologia, incluyendo un dolor provocado por el tacto o la temperatura. La
hipersensibilidad térmica es frecuente en los pacientes que sufren dolor neuropatico. Concreta-
mente, la alodinia, o dolor inducido por un estimulo que normalmente no provoca dolor, es
comun ante estimulos de frio en el rango de temperaturas inocuas. También es comun la alodi-
nia y la hiperalgesia (cuando aumenta la sensacién de un estimulo ya de por si doloroso) ante
estimulos mecdnicos, un sintoma que comparte con otros tipos de dolor como el inflamatorio

(Loeser and Treede, 2008; Baron, 2009).

1.7.1. Neuropatia periférica inducida por oxaliplatino (NP10)

Entre las distintas formas de dolor neuropatico, se incluye la neuropatia generada por los agen-
tes quimioterapéuticos utilizados en las terapias contra el cancer. Esta neuropatia representa
uno de los principales efectos secundarios al uso de estos farmacos, lo que constituye una de
sus mayores limitaciones. La neuropatia se asocia a la administracién de distintas clases de qui-
mioterapéuticos: antineopldsicos con base de platino (en particular oxaliplatino y cisplatino),
vinca-alcaloides (en particular vincristina y vinblastina), epotilonas (ixabepilona), taxanos (pacli-
taxel, docetaxel), inhibidores de la proteasa (bortezomib) y medicamentos inmunomoduladores
(talidomida) (revisado por Farquhar-Smith and Brown, 2016). Aunque los mecanismos de accion
y dianas moleculares de los agentes mencionados son distintos, la neuropatia que producen
comparten algunas similitudes, como manifestaciones predominantemente sensoriales que
afectan inicialmente a los axones distales de los nervios periféricos (Quasthoff and Hartung,
2002; Han and Smith, 2013). Aqui nos centraremos en los efectos producidos por el oxaliplatino,

ya que es el compuesto que hemos estudiado en este trabajo.

El oxaliplatino es un agente antineopldsico derivado del platino, andlogo del cisplatino y
carboplatino, que se utiliza actualmente en el tratamiento de algunos tumores sélidos, en
especial en estadios avanzados del cancer colorrectal. En clinica, se usa en combinacién con
acido folinico y 5-fluorouracilo como parte de un protocolo de quimioterapia combinada
(FOLFOX) y se administra en forma de perfusidn intravenosa generalmente durante 12 ciclos (6

meses) con un periodo de descanso entre ellos de quince dias (Wilkes, 2007) (figura 14).
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'”NHE/ 0",

Figura 14. Estructura molecular del compuesto oxaliplatino. Extraido del catdlogo comercial de Sigma-
Aldrich.

El oxaliplatino presenta algunas ventajas con respecto a otros derivados del platino, como ser
menos nefrotdxico y tener un mayor rango de actividad, siendo muy efectivo en lineas celulares
resistentes a otros farmacos como el cisplatino (Yu et al., 2015). Si bien la tasa de pacientes
tratados que sobreviven es mayor, un alto porcentaje desarrolla efectos secundarios adversos
producidos por la neurotoxicidad en el sistema nervioso periférico y con una mayor incidencia
en tratamientos prolongados. El desarrollo de la NPIO puede conducir a la reduccidon de la dosis
administrada o, en algunos casos, a la suspensién completa del tratamiento, lo que limita la

efectividad del farmaco.

Segun la evolucién de la neuropatia se describen dos fases, aguda y crdnica, facilmente
reconocibles por la distinta sintomatologia que presentan. En la fase aguda los efectos
neurotoéxicos se producen rapidamente, horas o dias después de la administracion del farmaco.
Es un fendmeno recurrente, que manifiestan alrededor del 90 % de los pacientes tratados con
oxaliplatino, pero reversible, desapareciendo antes de la administracion del siguiente ciclo de
tratamiento. Los sintomas mas frecuentes consisten en una hipersensibilidad al frio y disestesias
periféricas, incluyendo parestesias o sensacion de cosquilleo en las manos y los pies (distribucion
en “guantey calcetin”) (Argyriou, Cavaletti, Briani, et al., 2013). La fase crénica es mas frecuente
en pacientes que reciben una administracién repetida y por tanto dosis acumulativas mas altas
del farmaco. En esta fase de la neuropatia los sintomas se asemejan bastante a la fase aguda,
siendo mas frecuentes las disestesias y parestesias no relacionadas con la sensibilidad térmica.
También aumenta la incidencia del hormigueo y el entumecimiento en los dedos de los pies y
manos que puede incapacitar a los pacientes para el trabajo o realizar las actividades cotidianas.
Cuando la dosis excede los 780 mg/m?, se suelen producir disfunciones en la propiocepcién, que
pueden afectar a actividades de coordinacién motora fina (Cersosimo, 2005; Saif and Reardon,
2005). Estos sintomas estan presentes en el 50-70 % de los pacientes tratados, manifestandose
durante largos periodos de tiempo que pueden superar el afio o volverse permanentes en

algunos casos (Saif and Reardon, 2005; Bano, Najam and Mateen, 2013). Alrededor de un 20%
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de los pacientes también desarrollan ataxia sensorial e incrementa la susceptibilidad a mareos

(vértigos) aumentando el riesgo de caidas (Velasco et al., 2021)

Los pacientes que presentan una mayor intensidad de los sintomas asociados a la fase aguda
son propensos a desarrollar la fase crénica. Otros factores de riesgo asociados al desarrollo de
la neuropatia, tanto aguda como crdnica, son el bajo peso corporal, la edad y mutaciones en los
genes asociados a la enzima glutatién S-transferasa, Gstpl y Gstm1 (Saif and Reardon, 2005;

Alejandro et al., 2013).

El oxaliplatino también puede producir otros sintomas neuroldgicos como disestesias
faringolaringeas, los espasmos mandibulares, el dolor ocular, la ptosis, los calambres
musculares, ototoxia, cambios de voz y retencién urinaria (Cersosimo, 2005; Windebank and

Grisold, 2008).

1.7.2. Mecanismos de accidn de la neuropatia inducida por oxaliplatino

Aungue su mecanismo de accidon sobre las células cancerosas esta bien documentado, el efecto
producido en el sistema nervioso sigue siendo poco conocido. Tras su administracion, el
oxaliplatino se hidroliza de manera no enzimdtica, produciendo los productos citotdxicos
diaminociclohexano (DACH) de platino y oxalato (figura 15). Los aductos DACH de platino que
se forman, inhiben la replicacidn y transcripcion del ADN en las células cancerosas, induciendo
su apoptosis o necrosis (Kweekel, Gelderblom and Guchelaar, 2005; Fuertes et al., 2012). El
oxalato generado durante la hidrélisis, es la marca distintiva que lo diferencia de otras terapias
guimioterapéuticas y algunos estudios sugieren que es el responsable de la hipersensibilidad al
frio caracteristica del oxaliplatino en su fase aguda (Deuis et al., 2013). Los resultados de estos
estudios no son concluyentes, planteandose la posibilidad de que otros metabolitos generados

tras la hidrdélisis participen en el desarrollo de la NPIO.
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Figura 15. Esquema de la hidrdlisis del oxaliplatino.
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El oxaliplatino puede cruzar la barrera hematoencefalica, aunque con baja eficiencia, de ahi que
produzca una mayor vulnerabilidad sobre el SNP, incluidos los ganglios raquideos. Numerosos
trabajos han descrito alteraciones en el SNP tras su administracidn, afectando a procesos como
la excitabilidad axonal, alteraciéon de la homeostasis del calcio intracelular, disfuncién glial,
estrés oxidativo y muerte celular (revisado por Satat, 2020). En algunos estudios, la apoptosis
celular de las neuronas sensoriales esta directamente relacionada con el grado de acumulacidn
del platino en sus somas (Ta et al., 2006). La asimilacidon de platino por parte de las neuronas
sensoriales se modula por la actividad de algunos transportadores de drogas como MATE1
(“Multidrug and toxin extrusion 1”, codificado por el gen Slc47a1) y los miembros de la familia
OCT y OCTN (“organic cation transporters” y “organic cation trasnporter novel”,
respectivamente) (Ceresa and Cavaletti, 2012; Sprowl et al., 2013; Fujita et al., 2019b).
Especificamente, el transportador de cobre 1 y miembro de la familia OCT, CTR1 (codificado por
el genslc31a1), ha sido propuesto como uno de los principales responsables del mantenimiento
de la concentracién del platino intracelular mediante procesos de absorcién y eliminacién de
metales ya que, en humanos, una mayor expresion de este gen es indicativo de una mayor
supervivencia y reactividad ante la quimioterapia en pacientes de cancer (Sun et al., 2017). Sin
embargo, los ratones deficientes para CTR1 muestran una acumulacion residual de oxaliplatino,
lo que indica la existencia otros mecanismos para la absorcion del metal (Wei et al., 2021). Junto
a CTR1 se han sefialado otros transportadores catidnicos como OTC1 (s/c22a1) y OCT2 (slc22a2),
ademds de OCTN1 (slc22a4) y OCTN2 (s/c22a5). En particular, la ablacion genética y
farmacolégica de OCT2 (codificado por el gen sic22a2) previene el desarrollo de la
hipersensibilidad mecdnica y al frio tras administrar el oxaliplatino (Ceresa and Cavaletti, 2012;

Sprowl et al., 2013).

Aligual que con el ADN nuclear, el DACH de platino puede unirse al ADN mitocondrial y producir
aductos de ADN. Ya que los mecanismos de reparacion del material genético son poco eficientes
en las mitocondrias, estos aductos de platino dafian gravemente la replicacién y transcripcion
mitocondrial generando errores en la cadena respiratoria y aumentando el estrés oxidativo
(Canta, Pozzi and Carozzi, 2015). Distintos estudios han confirmado este proceso, al observar
que el oxaliplatino incrementa la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), como el
anidn superoéxido, la peroxidacion lipidica y proteica y la oxidacién del DNA, generando
compuestos como la 8-oxoguanina (Di Cesare Mannelli et al., 2013; Kelley et al., 2014). A su vez,
los mayores niveles de ROS producen un aumento de la permeabilidad al calcio en las
mitocondrias y desencadena una serie de cascada de sefalizacidn que terminan con la activacion

de vias apoptéticas, incluyendo la activacidn de p53, Bax, liberacion del citocromo ¢, activacion
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de la caspasas 3 y 9, y un incremento de la produccidon de citoquinas proinflamatorias
(MacDonald, 2002; Bulua et al., 2011). En este contexto, existe un gran interés por identificar
compuestos que puedan reducir los niveles de ROS producidos en las células. La administracion
de los antioxidantes acetyl-I-carnitina, el 4cido alfa lipoico o la vitamina C reducen la hiperalgesia
inducida por el oxaliplatino, apoyando el papel clave que ejerce el estrés oxidativo en el
desarrollo de la neuropatia (Carvalho, Silva and Carvalho, 2017). Otros farmacos usados en
clinica y con propiedades antioxidantes que se estdn evaluando para el tratamiento de la
neuropatia son el Calmangafodipir y el Monosialotetrahexosylgangliésido (GM1) (Glimelius et
al.,, 2018; Wang et al., 2020). Finalmente, la enzima endonucleasa apurinica/apyrimidinica 1
(APE1), encargada de la reparacion de bases nucleotidicas dafiadas, y la proteina BCLW,
miembro de la familia de los reguladores de apoptosis BCL2, son otros dos ejemplos de dianas
terapéuticas relacionadas con la disfuncién mitocondrial investigadas en la prevencién de la

NPIO (Colak et al., 2014; Kelley et al., 2016).

El oxaliplatino también causa degeneracion axonal, que se manifiesta en la pérdida de fibras
intra-epidérmicas, asi como la inhibicion del crecimiento de neuritas de las neuronas sensoriales
(Dougherty et al., 2004; Xiao, Zheng and Bennett, 2012; Lopez-Gonzalez et al., 2018; Livni et al.,
2019). El estudio de Xiao y colaboradores en 2012 demuestra que la degeneraciéon axonal
presente en las fibras intra-epidérmicas se debe principalmente a alteraciones en los
nociceptores de tipo Cy A, produciendo un aumento de su excitabilidad y la generacién de PAs
espontaneos. Por el contrario, otros estudios indican que son las fibras tipo A mielinicas, y no
las C, las que desarrollan mayor sensibilidad al frio. (Kagiava et al., 2008; Sittl et al., 2010, 2012).
En concordancia con estos resultados, el bloqueo de fibras de gran diametro reduce la alodinia
al frio en la neuropatia en humanos (Forstenpointner et al., 2018). Asimismo, algunos estudios
también han identificado un proceso de desmielinizacidn, que produce cambios morfoldgicos
en neuronas mielinicas de gran tamafio, sin llegar a apreciarse una pérdida en el nimero total
de éstas (Jamieson et al., 2005; Guillaumot et al., 2019). Los mecanismos moleculares que
provocan las alteraciones axonales descritas aun no estan resueltos, aunque se piensa que
también pueden estar relacionados con la disfuncién mitocondrial dado que el nimero de
mitocondrias vacuoladas es significativamente mayor en los axones de estas fibras (Zheng, Xiao

and Bennett, 2011; Xiao, Zheng and Bennett, 2012).

Por otro lado, cada vez existen mas evidencias que demuestran la infiltracion de células del
sistema inmune en los ganglios sensoriales durante el tratamiento con oxaliplatino, que
pudieran ser participes de la generacidn del dolor neuropatico. De hecho, el oxaliplatino no

provoca inmunosupresion y tiene la capacidad de estimular al sistema inmune, con aumento de
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los niveles de interferén-y, TNF-a y mayor proporcién de células T (CD4+, CD8+) circulantes
(Tesniere et al., 2010; Stojanovska et al., 2019; Makker et al., 2020). También se ha observado
que en la neuropatia, la hiperalgesia mecdnica y la pérdida de fibras puede ser prevenida por
minociclina, un antibiético que inhibe los macréfagos, monocitos y la microglia (Raghavendra,
Tanga and Deleo, 2003; F. X. Zhang et al., 2010; Boyette-Davis and Dougherty, 2011). Ademas,
en algunos estudios, la administracion de oxaliplatino o paclitaxel causa una mayor expresion
del ligando de quimiocina 2 (CCL2) y su receptor, CCR2 (Makker et al., 2017; lllias et al., 2018),
una proteina quimio-atrayente que recluta monocitos, células T y células dendriticas en areas
inflamadas. Ademas, el bloqueo del receptor previene el desarrollo de la alodinia mecanica
inducida por la neuropatia (lllias et al., 2018). Por ultimo, varios agentes quimioterapéuticos
como el oxaliplatino y el cisplatino aumentan también los niveles de citoquinas proinflamatorias
como IL-6, IL-8, IL-1B, las cuales pueden sensibilizar a los nociceptores produciendo el desarrollo

de la hiperalgesia (revisado por Starobova and Vetter, 2017).

1.7.3. Canalopatias tras el tratamiento de oxaliplatino en el sistema nervioso perifé-

rico

En las ultimas dos décadas, muchos estudios han investigado el papel que juegan diferentes
canales idnicos en los mecanismos del dolor neuropdtico causado por el oxaliplatino. Ya inicial-
mente se observo que el bloqueo de los canales de sodio activados por voltaje reducia los com-
portamientos nocifensivos en animales que desarrollaban la NPIO (Ling et al., 2007; Egashira et
al., 2010). Una de las principales hipétesis propuestas para explicar la accidn del oxaliplatino es
que el metabolito oxalato, resultante de la hidrélisis del oxaliplatino, afecta a diversos canales
idnicos, entre ellos los canales de sodio. En concreto, se ha propuesto que el oxalato ralentiza la
cinética de inactivacién de estos canales, lo cual prolonga su apertura, lo que se traduce en una
mayor excitabilidad de las neuronas sensoriales (Adelsberger et al., 2000; Grolleau et al., 2001;

Wolf et al., 2008).

Referente a los canales de sodio, los primeros estudios apuntaban al canal Na,1.6 como el prin-
cipal responsable de las manifestaciones agudas, ya que su inhibicién selectiva o ablacion evi-
taba la sintomatologia. Se observé también que el oxaliplatino genera un aumento de las co-
rrientes de Na,1.6 en neuronas de gran tamafio, resultando en la generacién de potenciales de
accion en rafaga, indicativo de una mayor excitabilidad (Sittl et al., 2012; Deuis et al., 2013). Mas
recientemente, registros de calcio in vivo también han demostrado la participacion de Na,1.6,
ya que tras su inhibicion selectiva se reduce el nimero de neuronas sensibles al frio. En concreto,

se reduce el nimero de neuronas silentes, es decir, aquellas que presentaban exclusivamente
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una sensibilidad al frio tras la inyeccion intra-epidérmica de oxaliplatino, sin llegar a tener efec-
tos en aquellas neuronas sensibles a frio en condiciones basales (MacDonald et al., 2021). Igual-
mente, se ha estudiado la contribucion de otros miembros de la familia de canales Na, a la neu-
ropatia, comprobandose que tanto el bloqueo de Na,1.7 como la ablacién de Na,1.9, bien gené-
tica o mediante oligonucledtidos previene, en roedores, la alodinia mecanica en el caso de
Nay1.7 (Ghelardini et al., 2010), o la hipersensibilidad al frio en el caso de Na,1.9 (Lolignier et al.,
2015). Estudios similares con Na,1.8 también sugieren su participacion en la alodinia al frio (Urru
et al., 2020). Estos resultados tienen un especial interés ya que Na,1.8 se expresa en la mayoria
de los receptores de frio silentes, mientras que la eliminacion de las neuronas Nay1.8+ no afecta
a la sensibilidad al frio a temperaturas inocuas (Luiz et al., 2019). Asimismo, los niveles de ARNm
para Na,1.8 se encuentran sobreexpresados tras una Unica inyeccién de oxaliplatino (Descoeur
et al., 2011). Diversas mutaciones en los canales Na, también han sido relacionadas con la neu-
ropatia. Asi, los pacientes con polimorfismos para Na,1.4 (SCN4A-rs2302237) y Na,1.8 (SCN10A-
rs1263292) presentan una mayor incidencia de la neuropatia aguda (Argyriou, Cavaletti,
Antonacopoulou, et al., 2013), mientras que aquellos que presentan el polimorfismo SCN9A-
rs6746030 para Na,1.7 desarrollan la neuropatia con menor nivel de gravedad (Sereno et al.,
2017). No obstante, también hay evidencias de que la neuropatia puede desarrollarse con
independencia de Na,1.7, Na,1.8 y Na,1.9 y que la activacion de estos canales no es suficiente
para inducir la sensibilidad al frio en neuronas silentes (Minett et al., 2014; MacDonald et al.,

2021).

Otros estudios han identificado algunos canales de potasio entre los componentes moleculares
alterados en las neuronas sensoriales tras la inyeccién de oxaliplatino. En 2008, Kagiava y
colaboradores demostraron que el oxaliplatino provoca alteraciones en la forma del PA pero no
en la amplitud o en el tiempo en alcanzar la amplitud maxima (tiempo al pico) (Kagiava et al.,
2008). De acuerdo con los resultados, los autores sugieren una implicacién de los canales de
potasio dependientes de voltaje y no de los canales de sodio, donde el oxaliplatino tendria un
efecto similar al bloqueo farmacoldgico de los canales Ky por 4-AP. La participacion de los cana-
les Kyl ya ha sido observada en el tratamiento con oxaliplatino y en otros modelos de dolor
neuropatico (Gonzalez et al., 2017; MacDonald et al., 2021). De hecho, estudios de expresion
indican una disminucidn en los niveles de ARNm para Ky1.1 tras la neuropatia (Descoeur et al.,
2011). Ademas, se han encontrado evidencias para otros miembros de la familia de canales de
potasio voltaje-dependientes, como los canales Ky7 (KCNQ-M). Su activacién mediante flupirtina
reduce la hiperexcitabilidad inducida por oxaliplatino en los axones de las fibras tipo A (Sittl et

al., 2010). Posteriormente, se demostrd que el tratamiento afecta especificamente al canal
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Kv7.2 (KCNQ2), el cual reduce su expresidn en TG tras el tratamiento con oxaliplatino (Ling et al.,
2017). Asimismo, los canales HCN1 y HCN2 juegan también un papel en la neuropatia ya que su
inhibicién farmacoldgica previene la hipersensiblidad al frio tanto in vitro como in vivo (Descoeur
etal., 2011; Dini et al., 2018; Liu et al., 2018). Ademas, los niveles de ARNm para HCN1, pero no
para HCN2, aumentan tras el tratamiento (Descoeur et al., 2011). Igualmente, en este mismo
estudio se observé ademads una disminucion de los niveles de expresion de los canales TREK1 y
TRAAK. Estos canales, junto a otros miembros de la familia K2P, TREK2 y TRESK, reducen el fe-
notipo de la alodinia al frio (Noél et al., 2009; Descoeur et al., 2011; Pereira et al., 2014;

Castellanos et al., 2020).

Muchos autores han analizado la posible alteracidn de los canales TRPM8 y TRPA1 y su papel en
el desarrollo de la hipersensibilidad al frio en modelos de dolor neuropatico. Por un lado, nume-
rosos trabajos demuestran que la ablacién farmacoldgica o genética de TRPA1 previene la sin-
tomatologia en el modelo inducido por oxaliplatino (Nassini et al., 2011; Zhao et al., 2012; Nativi
et al., 2013; K. Yamamoto et al., 2015). En los estudios independientes de Nassini en 2011, y
Zhao en 2012, la hiperalgesia al frio se redujo tras la administracidon del antagonista de TRPA1,
HC-030031. Ademas, la aplicacién de AITC aumentaba el nimero de respuestas nocifensivas en
los experimentos conductuales de animales tratados y observaban un porcentaje mayor de neu-
ronas sensibles a AITC. Es importante mencionar que las neuronas fueron incubadas con oxali-
platino dos horas antes de los registros in vitro, mientras que para los experimentos conductua-
les la administracion se realizé via intraperitoneal y las pruebas se efectuaron entre dos horas
hasta 7 dias después de la inyeccién (Zhao et al., 2012). En este mismo estudio, la administracion
de mentol generé el mismo efecto que AITC in vivo, pero no in vitro y el bloqueo farmacoldgico
por HC-030031 disminuyd el comportamiento evocado por el mentol. Estos resultados van en
linea con los obtenidos en el trabajo de Anand y colaboradores, donde observaron un aumento
en el nimero de respuestas ante otro agonista de TRPMS, la icilina, pero no a WS-12 (Anand,
Otto and Anand, 2010). Dado que el mentol y laicilina pueden activar también a TRPA1 se sugirio
que el aumento del nimero de respuestas al mentol tras el tratamiento con el oxaliplatino se
debe a su accién sobre TRPAL. La implicacion de TRPMS8 se descartd también en el estudio de
Knolwton en 2011, donde el bloqueo selectivo no aminoraba la neuropatia (Knowlton and
McKemy, 2010). En contrapartida, otros autores si defienden su la participacidn (Gauchan et al.,

2009; Descoeur et al., 2011; Bertamino et al., 2018; Journigan et al., 2020).

Los estudios de expresion tampoco han sido concluyentes. Algunos trabajos describen un au-
mento en los niveles de ARNm para TRPA1 pero no para TRPMS8 (Descoeur et al., 2011; K.

Yamamoto et al., 2015; Lee et al., 2017) en respuesta a la inyeccidon de oxaliplatino. En otro se
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describe un aumento para TRPMS8 (Gauchan et al., 2009). Finalmente, algunos estudios descri-
ben el aumento en los niveles de ambos (Kato et al., 2014; Mizuno et al., 2014). En contraste,
no se han observado cambios en los niveles de expresiéon de TRPV1 en DRG. Este resultado es
consistente con la ausencia de una hiperalgesia al calor en los pacientes tratados con oxalipla-
tino (Cata et al., 2006). No obstante, en el estudio de Chukyo et al., 2018, seialan que existe una
remodelacion en el patrén de expresion de estos tres canales. Mediante experimentos inmu-
nohistolégicos, estos autores demuestran que, tras el tratamiento con oxaliplatino, se observa
una mayor co-localizaciéon de TRPA1 con TRPV1 y con IB4 en neuronas sensoriales de pequefo
tamafio. Curiosamente, también observan que las neuronas TRPM8+ expresan mas neurofila-
mento NF200 (existe un mayor grado de co-localizacion) (Chukyo et al., 2018). La implicacion de
las neuronas TRPA1+/ IB4+ en la neuropatia coincide con las conclusiones alcanzadas del trabajo
de Joseph y colaboradores donde demuestran que la eliminacién selectiva de las neuronas IB4+

previene la NPIO (Joseph et al., 2008).

La variabilidad en los resultados obtenidos puede explicarse, en parte, debido al uso de diferen-
tes modelos experimentales de neuropatia. Estas diferencias incluyen las formas de aplicar el
farmaco (sistémico o local), la frecuencia de administracién (una o multiples dosis), el intervalo
entre las dosis, la dosis acumulada, etc. La gran variabilidad documentada dificulta las compara-
ciones entre los distintos estudios, y también hace dificil diferenciar las dos fases clinicas de la
neuropatia. Se ha propuesto que en la fase aguda interviene predominantemente una sensibili-
zacion del canal TRPA1L, a través del oxaliplatino o su metabolito oxalato, que seria responsable
de la hipersensibilidad inmediata tras la infusién del farmaco en pacientes. En fases mas tardias
de la enfermedad, cuando la acumulacién del platino causa dafios celulares, se producirian al-
teracion en la regulacién genética que podrian afectar a los niveles de expresion de TRPA1 y
TRPMS, entre otros muchos canales idnicos ya nombrados (revisado por Nakagawa and Kaneko,

2017).

1.7.4. Alteraciones genéticas y estudios de transcriptdmica en la neuropatia inducida

por oxaliplatino

Las nuevas técnicas, basadas en el andlisis del transcriptoma, han tratado de definir la base mo-
lecular que subyace al dolor neuropatico, utilizando distintos modelos experimentales de lesion.
A pesar de utilizarse distintos modelos, se ha observado que algunos cambios en la expresién
génica se repiten (Hu et al., 2016; Yin et al., 2016; Bangash et al., 2018; Cobos et al., 2018; Finno
et al., 2019; Megat et al., 2019; Nguyen, Le Pichon and Ryba, 2019; Renthal et al., 2020;

Starobova et al., 2020). Entre los genes alterados de forma consistente en los distintos modelos,
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encontramos un aumento de la expresién de neuropéptidos, como la galanina (Gal), el neuro-
péptido Y (Npy), la neurotensina (Nts), el péptido intestinal vasoactivo (Vip), citoquinas como el
factor estimulante de colonias 1 (Csf1), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (Egfr)

y factores de transcripcion como el Atf3 o genes de supervivencia y muerte celular.

En referencia al oxaliplatino, hasta el momento, existen muy pocos estudios que hayan
examinado cambios en la expresidn génica. En los trabajos de Bangash et al., 2018 y Starobova
et al., 2020, se analizd la expresién génica en muestras de tejido de DRG tratadas con
oxaliplatino y se compararon con otros modelos de dolor neuropatico (Bangash et al., 2018;
Starobova et al., 2020). En lineas generales, observaron que la NPIO conlleva la disminucion de
un mayor nimero de genes en comparacion con otras patologias. Ademas, por extraifio que
parezca, el nimero de genes diferencialmente expresados era bajo y no encontraron diferencias
en la expresioén entre los canales idnicos, sistema inmune, o procesos inflamatorios, al contrario
que los estudios realizados mediante otras técnicas. Entre los nuevos genes identificados en
estos trabajos podemos destacar el descenso en la expresion de Hba-al, Hba-a2 (“Hemoglobin
Alpha, adult chain”) y Alas2 (“Aminolevulinic acid synthase 2, erythroid”). Hba-al, Hba-a2 y
Alas2 tienen funciones conocidas en eritrocitos, donde intervienen en el metabolismo de
metales y procesos mitocondriales. Estudios previos los han relacionado con alteraciones en
comportamientos nocifensivos (Stankiewicz et al., 2014, 2015; Y. Yamamoto et al., 2015). En un
estudio posterior, se confirmo la desregulacion de estos mismos genes tras el tratamiento con
oxaliplatino (Gould et al., 2021). Ademas, dejaban de estar diferencialmente expresados en una
la linea transgénica deficiente para SARM1, una ADNasa que participa en un tipo caracteristico
de degeneracion axonal conocido como degeneracion Walleriana (WLDS) (Gerdsts et al., 2016),
y cuya eliminacién se ha comprobado que protege frente la degeneracion axonal en otros
modelos neuropaticos testados (Osterloh et al., 2012; Geisler et al., 2016, 2019; Turkiew et al.,

2017).

En resumen, aunque la secuenciacion masiva de ARN es una herramienta que ha revolucionado
la manera de estudiar los perfiles de expresién génica y existe mucha informacién de la
naturaleza molecular de las neuronas sensoriales, los estudios de expresidon en diferentes
modelos de dolor son limitados, sin conclusiones relevantes para futuras dianas terapéuticas.
Por ello, sigue siendo necesario estudiar los mecanismos celulares y moleculares implicados en

distintas patologias, como por ejemplo en la neuropatia periférica inducida por oxaliplatino.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

La caracterizacién molecular de las neuronas TRPM8+ y su papel en la neuropatia periférica in-

ducida por el agente quimioterapéutico oxaliplatino en un modelo murino, asi como la identifi-

cacion de posibles genes y mecanismos que desarrollen la sensibilidad al frio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

Determinar el perfil molecular de las neuronas TRPM8+ y su estudio comparativo con la
poblacién de nociceptores no peptidérgicos IB4+. Esta poblacién expresa el canal TRPA1,
el cual es considerado como el principal candidato termosensor para las temperaturas

al frio nocivas.

Validar nuevos marcadores moleculares que permitan identificar a las neuronas

TRPM8+.

Caracterizar a nivel celular, mediante la técnica de imagen de calcio, los mecanismos
implicados en la deteccidon del frio en las neuronas TRPM8+ y TRPA1+, asi como su perfil

guimiosensible a los principales agonistas de los canales TRMS8, TRPA1 y TRPV1.

Estudiar la sensibilidad mecanica y al frio en ratones silvestres tratados con oxaliplatino

y la implicacién de las neuronas TRPM8+ y TRPA1+ en esta neuropatia.

Estudiar los cambios producidos en el perfil del transcriptoma tras la induccidn de la

neuropatia e identificar posibles mecanismos clave alterados tras el tratamiento.
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3.1. Animales

Los experimentos se llevaron a cabo en ratones silvestres, en el ratén transgénico TRPM8BACEYFP
y en los ratones deficientes para los canales i6nicos TRPM8 (TRPM8*C) y TRPA1 (TRPA1X?); se

utilizaron ratones de ambos sexos de entre 1 a 1.5 meses de edad.

Las lineas TRPMS8BACEYFP, TRPM8*°y TRPA1*C se estabularon en el animalario RMG del Instituto
de Neurociencias de la Universidad Miguel Herndndez-CSIC, y se mantuvieron con la tempera-
tura controlada, con un ciclo de luz y oscuridad de 12/12 horas y con comida y agua ab libitum.
Todos los procesos experimentales se realizaron bajo el Real Decreto Espafiol 53/2013 vy la di-
rectiva del Consejo de la Unién Europea 2010/63/EU que regula el uso de animales en la inves-
tigacién y se aprobaron por los Comités de Etica del Instituto de Neurociencias y del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas, asi como por la Conselleria de Presidencia, Agricultura,

Pesca, Alimentacién y Agua de la Generalitat Valenciana.

Los experimentos descritos en la seccion 4.3.2 de los resultados se realizaron durante mi estan-
ciainvestigadora en el Instituto Karolinska (Suecia). En este caso, se utilizaron animales silvestres
(C57BL/6JRj, Janvier Labs). Los procedimientos se aprobaron por la directiva del Consejo de la
Unidn Europea 2010/63/EU y el Comité de Etica local “Stockholms djurférséksetiska ndmnd”, la
Ley del Bienestar Animal de Suecia “Djurskyddslagen”, SFS 1988:534, y la Ordenanza del Bienes-
tar Animal de Suecia “Djurskyddsférordningen” SFS 1988:539, para la utilizacién de animales

para uso cientifico: DFS 2004:15 and SJVFS 2012:26.

1. La linea TRPMSBACEYFP se generd en el laboratorio y se caracteriza por expresar la
proteina fluorescente amarilla (EYFP) bajo la regulacion del promotor del gen Trom8
murino (Morenilla-Palao et al., 2014). Para ello, se incorporé un cromosoma artificial
bacteriano (BAC, por sus siglas en inglés) en el genoma de animales silvestres C57BL/6J.
Como resultado, estos animales poseen una expresidon enddgena de la proteina EYFP en
neuronas que expresan el gen Trom8. En la figura 16 puede verse la estrategia genética
utilizada para incorporar la proteina EYFP detras del promotor del gen. Este ratén
transgénico ha sido extensamente caracterizado en nuestro laboratorio y en colaboracién
con otros grupos de investigacion (Alcalde et al., 2018; Arcas et al., 2019; Ordas et al.,

2019; Pifia et al., 2019).
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Figura 16. Linea transgénica TRPMSBAEYFP. Esquema de la estrategia de incorporacidon del cromosoma

artificial BAC, el cual contiene el locus completo del gen Trpom8. En el exdn 3 del gen, se insertd la proteina

fluorescente amarilla intensificada (EYFP). Modificado de Morenilla-Palao et al., 2014.

2.

La linea de ratones TRPMS8ES" donada por el Dr. Ardem Patapoutian (Dhaka et al., 2007),
se uso para estudiar el fenotipo de ratones deficientes para el gen Trom8 (TRPM8*®). Para
la generacion de esta linea también se usé un BAC modificado genéticamente que codifica
para la proteina fluorescente verde farnesilada (EGFPf), es decir, que esta fusionada a un
grupo farnesil de unién a membrana, limitando asi su localizacién en esta region; la pro-
teina se intercala a partir del primer coddn de inicio del gen Trpm8 usando recombinacion
genética. Concretamente, se elimina la secuencia de los residuos entre las posiciones 2-
29y se intercambia por la proteina fluorescente EGFP. Por tanto, los animales TRPM8ECFf
tienen interrumpidas una o las dos copias del gen Trom8 dependiendo si su genotipo esta
en hemicigosis (TRPM8¥*) u homocigosis (TRPMSECFPEGFP) | os animales con una sola
copia expresan tanto la proteina fluorescente como el canal TRPMS8 funcional, mientras
que aquellos animales con las dos copias de la proteina EGFP son completamente defi-
cientes en la expresiéon del canal TRPMS8 (figura 17). Tal como describen en un trabajo
posterior, para potenciar la fluorescencia de la proteina EGFPf se eliminé el casete de
expresion recombinante de neomicina, flanqueado por las secuencias lox-P (Dhaka et al.,

2008).
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Figura 17. Linea transgénica TRPMB8-EGFPf. Esquema de la estrategia de incorporacién de la proteina
fluorescente EGFP, justo por detras del promotor Trom8 (indicado con una fecha roja). El BAC generado
se introdujo en la zona del mapa gendmico marcadas con una X. Modificado de Dhaka et al., 2007.

3. Los ratones deficientes para el gen Trpal (TRPA1*C) fueron donados por el Dr. David Corey
(Kwan et al., 2006). Para generar un canal no funcional, se elimind la regién que forma el
poro del canal por una secuencia no codificante. Concretamente se eliminaron los seg-

mentos transmembrana S5 y S6 y el bucle del poro (Figura 18).
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Figura 18. Linea transgénica TRPA1XC, Esquema de la estrategia de incorporacién de la secuencia no co-
dificante entre los exones 21-25 que corresponden a los segmentos transmembrana S5y S6 del gen Trpal.
Modificado de Kwan et al., 2006.
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3.2. Pruebas de conducta

Las pruebas conductuales se realizaron en ratones TRPMS8BAEYFP. La evaluacidn y el analisis se

realizé en ciego para los animales inyectados con oxaliplatino o su vehiculo.

3.2.1. Von Frey

La prueba conductual de von Frey se realizé con el objetivo de medir la alodinia mecanica. Los
ratones se colocaron individualmente en cajas de metacrilato sobre una malla metdlica, con
perforaciones cuadradas de 5x5 mm (Ugo Basile SRL), elevada en una plataforma. Los animales
se aclimataron en la misma sala donde se realizaron los experimentos dos o tres dias previos y
al menos una hora antes de la evaluacién conductual (figura 19B). La prueba consistié en evaluar
la sensibilidad mecanica en la superficie plantar de ambas extremidades traseras a través de la
aplicacion de los filamentos von Frey (BIO-VF-M model, Bioseb-In vivo Research Instruments,
France). El filamento se posiciona perpendicularmente a la superficie plantar y se ejerce una
presion hasta curvarlo (figura 19A y C). En este trabajo hemos empleado una modificacién del
paradigma “up-down” originalmente propuesto por Chaplan et al., 1994 y Dixon, 1980. El pro-
tocolo fue descrito por la Dra. Llorian-Salvador y colaboradores (Llorian-Salvador et al., 2016) y
se explica brevemente a continuacion: se utilizaron los filamentos catalogados por Bioseb segun
el didametro del filamento (mm) 2.44, 2.83, 3.22, 3.61, 4.08, 4.56 que equivale a una fuerza ejer-
cida de 0.04, 0.07, 0.16, 0.4, 1 y 4 gramos respectivamente segun la ecuacion

Log(10*fuerza(mg)); BioSeb).

Para la primera medida se utilizé siempre el filamento 3.61 que corresponde con un valor medio
en el rango de fuerzas utilizadas. Si se obtuvo una respuesta positiva con dicho filamento (reti-
rada o desplazamiento de la pata trasera), se aplicé el siguiente filamento mas fino (en este caso
3.22), mientras que una respuesta negativa conlleva utilizar el siguiente mas grueso (en este
caso 4.08). Para establecer el umbral, se tomaron 6 medidas en cada extremidad por animal y
los resultados se expresaron como el 50 % del umbral de respuesta, calculado con la siguiente

férmula:

(10Xf + «5)

0 =
50% g threshold 10.000

Donde Xf es el valor del ultimo filamento aplicado (fuerza ejercida); k, el factor de correccion
para el patrén de respuestas (tabla de calibracién de Dixon, Dixon, 1965) y §, la distancia media

en unidades logaritmicas entre los filamentos usados.
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La presidn ejercida sobre la superficie plantar se mantuvo durante tres segundos y tras una res-
puesta positiva, al animal se le permitié descansar al menos 1 minuto para evitar la hipersensi-
bilizacidn de la zona plantar (figura 19C). Tras finalizar la aplicacién de los filamentos en una de
las extremidades traseras en todos los animales del grupo experimental, se repitid el procedi-
miento para la otra extremidad. El valor final para cada medida se determiné como el promedio

entre ambas extremidades.

. -
-

Figura 19. Prueba de conducta de von frey. A) Ejemplo de la presién ejercida usando un filamento de von
Frey hasta llegar a curvarlo. B) El animal se coloca individualmente en un receptaculo con libre disponibi-
lidad de movimiento en una malla elevada. C) Desde la parte inferior de la plataforma se le aplica el fila-
mento en las dos patas traseras.

3.2.2. Prueba de la placa fria unilateral

El objetivo de esta prueba fue evaluar la sensibilidad al frio utilizando la prueba de la placa fria
unilateral (Menendez et al., 2002). Para ello, se usé un equipo que consta de una placa metalica
acoplada a un sistema Peltier (lITC, Life Sciences modelo PE34) que permite regular la tempera-
tura, 0 2C en nuestro caso. Los ratones se inmovilizaron sujetandolos suavemente por el cuello
forzandoles a apoyar una de las dos patas traseras en la placa (figura 20), y se midié el tiempo
que el animal tardé en retirar la pata de la superficie. La medida se realizé en ambas patas de
forma alterna, permitiendo al animal recuperarse al menos 2 minutos entre cada medida, pro-
mediando las latencias de ambas patas. Si la retirada de la pata no fue suficientemente clara, se
repitid la prueba en cada pata. Si no se observé ningun intento de retirada en 30 seg, interrum-
pimos el experimento para evitar posibles lesiones en la superficie plantar y se anotd este

tiempo como medida limite.
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Figura 20. Prueba de la placa fria unilateral (Unilateral Cold Plate, UCP) a 0 °C para la evaluacién de la
hiperalgesia al frio.

3.3. Induccion de la neuropatia por oxaliplatino

Para generar el modelo experimental de dolor neuropdtico inducido por agentes quimiotera-
péuticos, se administraron tres inyecciones intraperitoneales (i.p.) del farmaco oxaliplatino (TO-
CRIS™2623) a una concentracion de 6 mg/kg en dias alternos, como se indica en la figura 21.
Segun las indicaciones del prospecto, la solucion stock de oxaliplatino se prepard en agua desti-
lada a una concentracién de 5 mM y se conservo a -20 2C hasta 1 afio. Para preparar la solucion
a inyectar, la concentracidn stock de oxaliplatino a 5 mM (2 mg/ml) se diluyd en la solucidn
vehiculo (5 %, p/v, de glucosa disuelta en agua; Sigma-Aldrich) y se inyectd el volumen corres-
pondiente al peso del ratdon (10 ml/kg). A los animales en condiciones control, se les administré
el mismo volumen de una solucién de glucosa al 5 %. La solucién final de oxaliplatino se preparé

el mismo dia de su administracion.

Para evaluar el desarrollo de la neuropatia, se realizaron las pruebas conductuales de von Frey
y de la placa fria, los dias 7 y 8 contando desde la primera inyeccidn. Para la prueba von Frey se
obtuvo ademds una medida basal, antes de la primera inyeccidn, tanto en los ratones tratados

como en sus controles.

Los animales se aclimataron a la zona experimental donde se realizaron las pruebas conductua-
les durante dos o tres dias previamente a las inyecciones. Aquellos animales con un fenotipo
claro de desarrollo de la neuropatia se utilizaron para experimentos posteriores. En ocasiones,
se repitio la prueba de la placa fria para asegurarnos de que los efectos de la neuropatia seguian
presentes en los dias 8-14 post inyeccidn (figura 21). De forma similar a las pruebas conductua-

les, las inyecciones se llevaron a cabo en ciego.
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Figura 21. Protocolo de induccidén de la neuropatia por administracién de oxaliplatino. Los valores basa-
les (BS) para la prueba de comportamiento de von Frey se obtuvieron antes de la inyeccién intraperitoneal
y una vez que los animales estuvieran aclimatados a la sala. En los dias 0, 2 y 4 se realizaron las inyecciones
intraperitoneales de oxaliplatino, 6 mg/kg o glucosa al 5 %. El dia 7 se evalud la presencia de alodinia
mecanica con la prueba von Frey. El dia 8 post-inyeccion se realizd la prueba de la placa fria unilateral
(UCP) a 09C para evaluar la presencia de hiperalgesia al frio. En los dias 8-14 se realizé la extraccion de los
ganglios raquideos para realizar cultivos celulares o purificacion de las neuronas mediante FACS.

3.4. Cultivo de neuronas sensoriales de los ganglios raquideos

Los cultivos primarios se obtuvieron de ratones adultos (entre 1.5 a 3.5 meses de edad), que se
anestesiaron con isoflurano y posteriormente se sacrificaron por dislocacidn cervical seguida por
decapitacion. Se extrajo la columna vertebral y bajo un microscopio estereoscdpico se separaron
los ganglios raquideos de la médula espinal que se fueron depositando en una placa Petri con
una solucidn fria de HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) sin Ca%* ni Mg?* (Gibco™14170-088).
Una vez que se aislaron los ganglios, se eliminé el tejido que los rodea, asi como los nervios
espinales y posteriormente se incubaron en una solucién con 900U/ml de colagenasa tipo XI
(Sigma), 5.31 U/ml dispasa Il (GIBCO) durante 30-45 min a 372C con 5 % de CO,. Después de la
disociacion enzimatica, los ganglios se lavaron con HBSS suplementado con 5 % de FBS, 1 %
MEM-Vit en ausencia de Ca®* y Mg?* y se disgregaron mecanicamente resuspendiendo la solu-
cién con una punta de pipeta de 1 ml, de 10 a 15 veces. La suspension de células se filtré con un
filtro de nailon de 70 um y se centrifugd a 1200 rpm durante 5 min para su recoleccion. El sedi-
mento se resuspendié en medio MEM (Gibco™11095-080) suplementado con 10 % de suero

bovino fetal (FBS, Gibco™16000-044), 1 % MEM-Vit (Gibco™11120-037) y 1 % de los antibidticos
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penicilina y estreptomicina (Gibco™PL15140122). Las células disociadas se sembraron en crista-
les de 6 mm? de didmetro tratados con poli-L-lisina. Los experimentos de imagen calcio se reali-

zaron entre 12 a 24 h después del sembrado.

3.5. Purificacidon de neuronas fluorescentes por el método de citometria

de flujo (FACS)

La técnica de citometria de flujo FACS, del inglés Fluorescence-Activated Cell Sorting, permite la
seleccidn y purificacion de células procedentes de una mezcla heterogénea en dos o mas conte-
nedores, usando como parametros de separacién diferentes caracteristicas de dispersién, como
el tamafio, la complejidad y la fluorescencia. Con el objetivo de estudiar el perfil molecular de
tres poblaciones neuronales distintas, obtuvimos las neuronas de los ratones TRPMS8BAEYFP,
que se incubaron con la isolectina GS-IB4 Alexa Fluor™ 568 (Invitrogen™ 121412) para separar y

aislar las neuronas EYFP+, IB4+ y dobles negativas (DN; EYFP-/1B4-) (figura 22A).

Para la técnica de separacion por FACS utilizamos ratones de ambos sexos, de entre 1 a 2 meses;
el procedimiento de separacién es agresivo para las células por lo que muchas de ellas se danan
por las fuerzas de cizallamiento a la que se ven sometidas, por ello usamos animales mas jévenes
ya que las neuronas son mas resistentes (Saxena et al., 2012). Los ganglios raquideos se extraje-
ron en el menor tiempo posible, ya que es un paso critico en el procedimiento. Una vez extrai-
dos, se incubaron con colagenasa tipo XI (1800U/ml; Sigma), dispasa Il (5.31U/ml, Sigma) y AD-
Nasa | (200U; Invitrogen™18047019) durante 20 min en una solucién HBSS sin Ca ni Mg?** a
372C con 5% de CO..

Después de la incubacién enzimatica, los ganglios se lavaron con solucién HBSS sin Ca?* ni Mg?*
suplementada con 5 % de FBS, 1 % MEM-Vit y se disgregaron mecdnicamente pasando la solu-
cidon cuidadosamente a través de una punta de pipeta de 1 ml, de 5 a 8 veces. Las células se
filtraron con un filtro de 40 um (BD Falcon) y se centrifugaron a 1250 rpm durante 7 min. El
sobrenadante se elimind y el sedimento resultante se resuspendié en HBSS frio con 1 pl/ml de
isolectina GS-1B4 y 1 pl/ml de ADNasa I. Inmediatamente después, se realizé la separacién por
fluorescencia para su purificacién, con un citdmetro (FACSAria Ill, BD Biosciences) en el Servicio
de Omicas del Instituto de Neurociencias. Las células atravesaron una boquilla de 100 pm a baja
presion (20 p.s.iy 1 como unidad arbitraria de velocidad de flujo) y se excitaron a las longitudes
de onda 488 nm y 561 nm separando por fluorescencia (ver esquema de la figura 22A). En la

figura 22B se muestra un ejemplo del analisis del FACS obtenido de células de DRG disociadas
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para separar en las poblaciones EYFP+, IB4+ y la DN. Cada punto indica un evento (célula o par-
ticula) separada en funcién de su fluorescencia para las dos longitudes de ondas de emisién
utilizadas (Alexa 568 nm para las muestras IB4+ y 530 nm para EYFP+). Las regiones sefialadas
en azul indican las ventanas de separacion utilizadas para obtener células purificadas EYFP+,
IB4+ o DN que, como se observa, son poblaciones no solapantes. Asimismo, para verificar la
correcta separacion de las poblaciones neuronales fluorescentes, se realizé el mismo procedi-
miento en un animal silvestre, C57BL/6, de la misma edad y sin incubar con 1 pl/ml de isolectina
GS-IB4 y no encontramos eventos localizados en las ventanas de separacion establecidas por

fluorescencia para las poblaciones EYFP+ y IB4+ (figura 22C).

Las células una vez separadas se recolectaron en tubos distintos, con HBSS frio suplementado
con 50 % de FBS y 1 % MEM-Vit; antes de congelar las muestras se verificd bajo el microscopio
si obtuvimos una correcta separacién por fluorescencia (figura 22D), y posteriormente centrifu-
gamos a 2000 rpm durante 7 min. El sedimento se resuspendié en solucidn de lisis e inmediata-
mente se congeld a -80 2C para preservar el perfil transcripcional dado que las células se usaran

posteriormente para la secuenciacion de ARN.
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Figura 22. Separacion de las poblaciones no solapantes EYFP+, IB4+ y DN usando la linea transgénica
TRPMSBACEYFP. A) Esquema representativo del proceso de purificacién de las tres poblaciones de interés.
B) Grafico de puntos mostrando la estrategia de purificacién en funcién de la fluorescencia (roja, PE-Texas
Red y verde, FITC); las ventanas indican las delimitaciones de las poblaciones no solapantes
EYFP+/Alexa568 e EYFP-/Alexa568+ (EYFP+, IB4+). La tercera poblacion que se obtuvo correspondio a las
neuronas no fluorescentes y por tanto negativas para EYFP e 1B4 (DN). C) Mismo ejemplo para células
procedentes de un ratdn silvestre donde no se afiadié la isolectina IB4 antes de procesarlas por el FACS.
D) Imagenes de epifluorescencia y luz transmitida de las células tras su separacion.

3.6. Obtencion de ARN total

La purificacion del ARN se realizé utilizando dos kits comerciales en funcién del nimero de even-

tos obtenidos tras el FACS:

e PicoPure RNA Isolation (Applied Biosystems™KIT0204) para un nimero de eventos menor

de 50.000. Las células se lisaron en 50 pl de la solucién XB.

e Kit Micro RNeasy RNA Isolation (Quiagen™74004) para mas de 50.000 eventos. Las células

se lisaron en 100 ul de la solucién RLT.

En ambos casos, la extraccion del ARN total a partir del lisado celular se realizé siguiendo las

indicaciones del fabricante con las siguientes modificaciones:

1) Para el kit PicoPure RNA Isolation, antes de su congelacidn, el lisado celular se incubd a 42 2C
durante 30 min en un bafio. Tras el primer lavado con el “buffer 1”, la columna se incubd con 5
pl de DNAsa | junto con 35 ul de la solucion RDD (Kit Micro RNeasy RNA Isolation, Quia-
gen™74004) durante 15 min y se prosiguié con un segundo lavado siguiendo con el protocolo

comercial. El ARN purificado se eluyé en un volumen final de 12 pl.

2) Para el kit Micro RNeasy RNA Isolation, el lisado celular se pasd varias veces por una jeringa
del calibre 20 G y en el proceso de purificacion la columna se incubd con DNAsa | procedente

del kit siguiendo las indicaciones del protocolo comercial.

Las muestras se preservaron directamente a -80 2C tras obtener el ARN purificado para evitar la

degradacion de las muestras.

Previo a la secuenciacion, la integridad del ARN total se cuantificé con el chip de ARN PicoChip
(Agilent™5067-1513) usando el sistema Bioanalyzer 2100 (Agilent). Este equipo permite deter-
minar la calidad del ARN a través de una microelectroforesis usando nanocapilares, por lo que
minimiza la cantidad de ARN necesaria que se necesitaria en un gel convencional de poliacrila-
mida o agarosa. Ademas, su software permite obtener un algoritmo denominado RIN (del inglés,

RNA Integrity Number) que estandariza y cuantifica los parametros obtenidos para el patrén de

102



Metodologia

bandas del ARN ribosdmico 16Sy 28S, lo cual informa sobre la integridad del ARN (Mueller and
Schroeder, 2004). Un valor de RIN menor de 3-4 indica una baja o nula visibilidad de estas ban-
das, que a su vez se relacionan con la desnaturalizacién del acido nucleico (figura 23). Las mues-

tras con un RIN menor de 4 y por tanto desnaturalizadas se descartaron para su secuenciacion.
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Figura 23. Valores de integridad de ARN (RIN). Ejemplos tipicos del valor de RIN para ARN de diferente
integridad; ARN intacto, parcial y altamente degradado (en este Ultimo caso sin visualizacién de las bandas
ribosémicas 16S y 28S). Modificado de Mueller and Schroeder, 2004.

3.7. Preamplificacidon y preparacion de librerias usando la tecnologia

Smart-Seq2

El proceso de generacion de librerias y la secuenciacion se llevé a cabo por el servicio EMBL

GeneCore (https://www.genecore.embl.de/index.cfm), en Heidelberg, Alemania, bajo la super-

visidon técnica de Dinko Pavlinic y del Dr. Vladimir Benes, donde realicé una estancia de 3 sema-
nas para aprender las técnicas y las herramientas informaticas necesarias para el analisis bioin-

formatico de la expresion diferencial de genes.
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La sintesis del ADNc y la preparacidn de las librerias se realizaron siguiendo el protocolo Smart-

Seq2, desarrollado por Picelli et al., 2013, usando el kit Nextera XT DNA Library Prep (lllumina)

(Picelli et al., 2013). El proceso permite la retrotranscripcién reversa y la preamplificaciéon con

cebadores que hibridan tanto en el extremo 5’ en la regidn de poli adeninas como en el extremo

3’ enla caperuza de citosinas. A continuacion, se detalla el protocolo estandar utilizado y basado

en el estudio de Picelli y colaboradores, que se utilizd para el procesamiento de nuestras mues-

tras y representado en la figura 24. Los pasos del protocolo se detallan en la figura:

1.

Tras verificar la calidad del ARN de las muestras, éste se aisla y se retrotranscribe en su
acido desoxirribonucleico (ADNc) por productos de amplificado de PCR. Para ello, se incu-
ban generalmente 2.4 ug del ARN durante 3 min a 72 2C; a continuacién, se anade al vial de
ARN 1 pl de cebadores oligodT (5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT30VN-3’; Bio-
mers.net), 1 ul de una mezcla de desoxirribonucleétidos (ANTPs) a 10 mM y se mantiene a
4 oC. Este cebador se une a la cola poli A caracteristica del ARNm, de manera que queda

unido a todas las moléculas de ARNm por el extremo 5’ (paso 1 de la figura 24).

A continuacidn, se afade al vial con ARN la siguiente mezcla:
0 0.5 ul 100 mM (DTT),
2 ul 1M de betaina (Sigma-Aldrich, cat. no. 61962),
0.1 pl 6 mM de MgCl,,
0.25 pl del inhibidor de ARNasas (40 U/ul; Clontech, cat. no. 2313A)
2 ul del tampdn del kit Nextera (5X)

o O O o o

0.5 pl (200 U/ul) de la enzima retrotranscriptasa Superscript™Il procedentes del
kit comercial Superscript Il (Invitrogen, cat. no. 18064-014)

0 0.1 pl del cebador oligo (TSO) (Exigon), que lleva dos riboguanosinas (rG) y una
guanosina LNA modificada (Locked Nucleic Acids, +G) en el extremo 3’. Los aci-
dos nucleicos bloqueados (LNA) presentan una gran estabilidad durante la hi-
bridacién y permiten, en este protocolo, aumentar la afinidad de secuencias en

la caperuza de citocinas en el extremo 3’ (Petersen and Wengel, 2003).

Una vez completada la mezcla y ajustado a un volumen total 6.4 pl con agua libre de ARNa-
sas, se realiza una incubacién en un termociclador durante 90 min a 42 2C, seguidos de 10
ciclos de 2 min a 50 2Cy 2 min a 42 2C, para acabar con 15 min a 70 2C (paso 2 de la figura

24).

Después de esta reaccién, 10.8 ul del ADNc se amplifica durante 18 ciclos usando 12.5 pl
de la polimerasa KAPA HiFi (KAPA Biosystems, cat. no. KK2601) con 0.2 ul de los cebadores
ISPCR (5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’), que reconocen la secuencia complementaria
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presente en los oligos TSO y dT usados previamente (paso 3 de la figura 24). Una vez am-
plificado, el producto de PCR se limpia con perlas magnéticas. A continuacion, se estudia la
calidad del ADNc usando los chips de ADN para alta sensibilidad del sistema Bioanalyzer

(Agilent).

4. Seguidamente tiene lugar la creacion de librerias o fragmentos de ADN, usando el kit comer-
cial Nextera XT (llumina). La preparacién de la libreria es un paso critico, ya que la fragmen-
tacion tiene que producirse de una forma no sesgada para obtener un extracto representa-
tivo del material genético a secuenciar. En nuestro caso, se llevé a cabo la fragmentacion y
etiquetado con oligonucleétidos sintéticos del ADN usando una variante de las enzimas
transposasas Tn5 en un proceso conocido como tagmentacion (paso 4 de la figura 24). Un
ultimo ciclo de PCR prepara la libreria de ADN con un cédigo especifico para cada muestra.
Posteriormente, tras purificar el amplicdn con las perlas magnéticas, se mide la concentra-
cion del ADN de las librerias con el fluorimetro Qubit (Invitrogen, cat. no. Q32866) o similar,

para preparar las muestras a una concentracion final de 2 nM.
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Figura 24. Protocolo de secuenciacidon de ARN total usando el método de Smart-Seq2. Una vez purificado
el ARN total, en este caso de las muestras EYFP+, IB4+ y DN, se comprueba la calidad a través del calculo
del pardmetro RIN al observar los picos ribosdmicos 18S y 28S. Las muestras se procesaron en el servicio
de gendmica EMBL GeneCore siguiendo el protocolo Smart-Seq2 y se secuenciaron con la tecnologia llu-
mina. Los nimeros indicados en la figura hacen referencia a los pasos descritos en el parrafo anterior.
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3.8. Secuenciacion de ARN

El uso de los nuevos métodos de secuenciacién de alto rendimiento conocidos como “High-
Throughput Sequencing” (HTS) o “Next Generation Sequencing” (NGS), empezaron a desarro-
llarse a partir de la década de los afios 2000, dejando obsoletos los métodos de determinacion
directa por pirosecuenciacion, como era el método de Sanger, usado ampliamente desde la dé-
cada de los afos 70 (revisado por Heather and Chain, 2016). La secuenciacion NGS no se basa
en sdlo un tipo de tecnologia, sino que se han desarrollado diferentes métodos. No obstante,
todos requieren de la fragmentacion del material genético (ADNCc), lo que se conoce como libre-
rias y una pre-amplificacidon, mediante un proceso de PCR para poder obtener las lecturas se-

cuenciadas del mismo.

En funcidon del tipo de PCR, podemos distinguir entre la amplificacion por emulsién, donde la
PCR tiene lugar en nanoesferas y es caracteristico de la secuenciacién por ligacién, desarrollada
por SOLID (del inglés, Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) (figura 25A) o la
amplificacion en puente o “clusters” (figura 25B). En este Ultimo grupo, los fragmentos a secuen-
ciar se colocan en una superficie sélida separada por carriles, que estadn provistos de secuencias
complementarias a los adaptadores de cada fragmento para anclarlos en la plataforma, desa-
rrollada por Solexa (posteriormente Ilumina). Recibe el nombre de sintesis de “clusters” porque
tras la amplificacién, los fragmentos idénticos se agrupan conjuntamente a partir de una primera

hebra primaria (Leong, Skinner and Love, 2014).
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Figura 25. Tipos de amplificacidn de librerias para la secuenciacién de ARN. A) En la secuenciacién por
emulsidn, la PCR se realiza en nanoparticulas que estan encapsuladas con el ADN en gotas emulsionadas
de agua. Tras la emulsion se lleva a cabo la amplificacion de tal forma que cada nanoesfera esta recubierta
por copias del mismo material genético amplificado. B) En la PCR por puente, también denominada por
“cluster”, los fragmentos de ADN se anclan en una superficie sélida a través de adaptadores complemen-
tarios a su secuencia formando un puente. La amplificacién por la polimerasa conlleva la sintesis de la
cadena complementaria que, tras su desnaturalizacidn, buscara anclarse de nuevo con adaptadores cir-
cundantes libres. Tras varios ciclos se obtiene una agrupacion de secuencias idénticas en la misma zona
de la plataforma. Modificado de Leong et al., 2014.

Ademas de las técnicas descritas, en los Ultimos afios han aparecido nuevos procedimientos de
secuenciacion de ARN, consideradas como la tercera generacién y que es importante mencio-
nar. SMRT (del inglés, single molecule real time sequencing, desarrollada por PacBio), es el mé-
todo mas reciente y permite detectar a tiempo real la secuenciacién de un molde de ADN. Su
principal ventaja es que puede secuenciar moléculas mucho mas largas sin necesidad de frag-
mentarlas, ademas de que permite re-secuenciar el material genético creando un molde de ADN
circular (ADNCc). Esto hace que sea ideal para la generacidon de genomas de novo y secuenciacion

de genomas de calidad alta con una gran cobertura y resolucién.

Los principales métodos descritos constan generalmente de tres fases: la primera es la prepara-
cién de una libreria de fragmentos de ADN, ya mencionada previamente en la seccion anterior,
la secuenciacidn de éstos y por ultimo el andlisis de imagenes (verse de nuevo la seccién 1.5.2
de laintroduccion), ya que la mayoria de los métodos (a excepcion de la metodologia lon Torrent
no descrita en esta memoria), depende de nucleétidos modificados y sistemas dpticos basados

en quimioluminiscencia o fluorescencia para determinar las bases nucleicas secuenciadas.

En este trabajo, se ha realizado la secuenciacién masiva por cluster utilizando la tecnologia Ilu-
mina, muy expandida en el uso de trabajos de investigacion para los modelos en roedores o en
muestras humanas. Las librerias se agruparon y se secuenciaron en varias tandas usando el
equipo NextSeg500 (llumina) bajo la modalidad de 75 bp a una direccién (“single-end sequen-

cing”). Los resultados se exportaron en formato Fastag.

3.9. Imagen de calcio intracelular mediante fluorescencia

La caracterizacién funcional de neuronas de DRG se realizé monitorizando los cambios en la
concentracion del calcio intracelular (Ca?*) con el uso del indicador de calcio fluorescente Fura-
2-acetoximetil éster (Fura-2AM; Invitrogen™F1221). Las caracteristicas fisicoquimicas del Fura-
2AM permiten que, tras su incubacién con células, éste atraviese la membrana plasmatica hacia

el citoplasma celular. Ademas, las esterasas citosodlicas inespecificas hidrolizan el grupo éster
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AM, haciendo que el Fura-2 se acumule dentro del citosol y se una al calcio libre en dicho com-
partimento. Fura-2 es una molécula fluorescente cuyo pico de excitacién cambia en funcién de
su union al calcio (Grynkiewicz, Poenie and Tsien, 1985). El Fura-2 tiene dos picos de excitacién,
uno a la longitud de onda de 362 nm, cuando la sonda no estd unida al calcio y otro pico alrede-
dor de 335 nm cuando se une al calcio (figura 26); sin embargo, el espectro de emision del Fura-
2 libre o unido a calcio no varia. Si excitamos la sonda a dos longitudes de onda diferentes 340nm
y 380nm, podemos calcular la razén de la intensidad de fluorescencia emitida a esas dos longi-
tudes de onda (F340/F380), lo que es directamente proporcional a la concentracién del calcio

libre intracelular.

Em =510 nm

39.8 uM Ca™

Intensidad de fluorescencia

. " —
250 300 Jo0 400 450
Longitud de onda (nm)

Figura 26. Espectro de excitacion de la molécula Fura-2 en diferentes soluciones con concentraciones de
calcio libre que van de 0 a 39.8 uM. Modificado de las especificaciones de producto del Fura-2AM (Invi-
trogen™ REF. F1221).

Los registros de imagen de calcio se realizaron a partir de 12 horas en cultivo, incubando las
células con Fura-2AM a una concentracién de 5 pM, junto con 0.04 % de acido plurdnico (Invi-
trogen™P6867) durante 45 min a 37 2C en la solucidn extracelular (tabla 2 en la seccion 3.12).
Las células se transfirieron a una camarita de registro en un microscopio de epifluorescencia
invertido (Leica DMI 3000B) y se visualizaron con un objetivo de inmersién en agua 20x. El Fura-

2 se excitd de forma alterna a las longitudes de onda 340 y 380 nm, usando una rueda de filtros
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(Lambda 10-2) y una ldmpara de xenén LAMBDA LS (Sutter Instruments). La fluorescencia emi-
tida se filtré con un filtro de paso de banda de longitud de onda larga de 510 nm, la cual se
detectd con una cdmara Orca ER CCD camera (Hamamatsu Photonics K.K). Las imagenes se ad-
quirieron cada 3 seg y la razén de las dos longitudes de onda F340/F380, se monitorizé a tiempo
real con el programa Metafluor (Molecular Devices). Previamente a cada experimento, se ad-
quirieron ademas imdgenes del campo con luz transmitida y de la fluorescencia emitida al excitar
con las longitudes de onda 460nm y 568nm (100 ms de exposicion), para identificar las pobla-

ciones de neuronas EYFP+ e IB4+, respectivamente.

La temperatura de la soluciéon se mantuvo a 33 £ 1 C mediante un sistema Peltier refrigerado
por agua y controlado por un dispositivo de retroalimentacidon conectado a un digitalizador (Di-
gidata 1322A AD converter; Molecular Devices), usando una termo-prueba (Physytemp modelo
BAT-12) situada en la cdmara de registro. En los experimentos presentados en este trabajo, he-
mos realizado dos estimulos térmicos que consistieron en la aplicacién de una rampa de frio de
50-80 s de duracion, hasta alcanzar aproximadamente los 12 oC (~0.5 2C/s); los registros cuya

temperatura no alcanzé al menos 14.5 oC se descartaron.

La estimulacion con los diferentes agonistas se realizd con un sistema de perfusion por gravedad
mediante llaves de 3 vias, sin interrumpir el flujo. Los compuestos se prepararon el mismo dia,
en soluciones stock conservadas a -20 2C. Para determinar la viabilidad de las neuronas, se aplicé
un pulso de 30 mM KCI al final de cada registro. En la seccidn 3.12 de este apartado se detallan

los reactivos y las soluciones utilizadas.

3.10. Hibridacion in situ RNAscope

El sistema RNAscope® es una tecnologia puntera de hibridacion in situ basada en el disefio de
sondas patentadas y comercializada por la compaiia Advanced Cell Diagnostics (ACD). Se basa
en un nuevo disefio de sondas “ZZ” en combinacion con un sistema de amplificacidn de la sefial
que elimina ruido inespecifico en la imagen, a la vez que aumenta la sensibilidad (figura 27); en
condiciones dptimas es posible visualizar y cuantificar moléculas Unicas de ARN como puntos

fluorescentes o “dots” (Wang et al., 2012).

Otra de las ventajas de esta nueva técnica es que las sondas pueden hibridar en torno a 1000 pb
del ARN, lo que aumenta la cobertura del gen de interés que se traduce en mayor especificidad.
En nuestro caso hemos utilizado el kit RNAscope Fluorescent Multiplex (ACD) que permite de-

tectar hasta tres sondas fluorescentes en la misma muestra.
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Figura 27. Protocolo usado para la técnica de hibridacion in situ fluorescente. La técnica de RNAscope
incorpora cuatro pasos de amplificacion para aumentar la sefial fluorescente y mejorar su cuantificacion.
Modificado de Wang et al., 2012.

Después de su extraccidn, los ganglios raquideos y trigéminos de ratones adultos de ambos se-
x0s se empaparon en OCT (Optimal Cutting Temperature) y se congelaron a -80 2C hasta su pro-
cesamiento. La hibridacién del tejido se realizé siguiendo las indicaciones del fabricante (ACD).
En esta Tesis se ha usado la tecnologia RNAscope en tres bloques de experimentos diferentes.
A continuacion, se detalla brevemente los pasos comunes del protocolo realizados y posterior-

mente se indica las variantes de cada uno de los bloques experimentales:

Las rodajas de tejido fresco se obtuvieron con un criostato (las especificaciones comerciales se
indican posteriormente segun el bloque experimental) y se fijaron con paraformaldehido (PFA)
al 4 % durante 15 minutos a 4 2C sobre el portaobjetos. Tras un lavado rapido con tampdn fosfato
salino (PBS), las secciones se deshidrataron progresivamente a temperatura ambiente con
etanol al 50 %, 70 % y 100 % durante 5 min para cada grado de alcohol. Posteriormente, se
delimitd el tejido usando un rotulador hidrofébico con el fin de utilizar el menor volumen posible
de reactivos y se dejaron secar las muestras. A continuacién, las muestras se incubaron con
proteasa IV, procedente del kit ACD, durante 15-20 min a temperatura ambiente para permitir
la permeabilizacion del tejido. Tras 4 lavados con PBS, se llevd a cabo la hibridacién de las sondas
con el ARN de los genes de interés que se detallan en la seccion 3.12 (tabla 3). El kit de
fluorescencia multiplex permite la hibridacién de hasta tres sondas simultaneas en un mismo
tejido cada una optimizada en un canal diferente (C1, C2 o C3). Las sondas C2 y C3 que se
encuentran concentradas en un stock 50X, se diluyen en la sonda C1, ya preparada para usarse
directamente en el tejido. En nuestro caso, realizamos el estudio para una sonda o una
combinacion de 3 sondas utilizadas pipeteando 1 volumen de las sondas C2 y C3 y 50 volimenes
de la sonda C1 (o la solucién blanca “Probe Diluent”, del kit ACD en el caso de no utilizar la sonda

c1).
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La mezcla se afadié sobre la superficie delimitada en las rodajas y se incubaron en un horno
durante 2 horas a 40 2C. Después de la hibridacidn, se realizaron dos lavados con el tampdn de
lavado procedente del kit a concentracién 1X (“Wash Buffer Reagent”) y se amplificé la sefial de
hibridacidn usando los reactivos Amp FL en una serie sucesiva de incubaciones a 40 2C (30 min
para los reactivos Amp 1y 3, y 152C para Amp 2 y 4). Entre cada incubacion se realizaron dos
lavados con el tampdn del kit. El reactivo Amp 4 contiene los fluoréforos Alexa 488, Atto 555 o
Atto 647 que se unirdn al sistema de amplificacién para excitar en las longitudes de onda
correspondientes y usadas habitualmente en los microscopios de fluorescencia confocal. Cada
sonda es detectada mediante un fluordéforo diferente asociado a cada uno de los canales
mencionados anteriormente (C1, C2 y C3). Dependiendo del reactivo Amp 4 usado, podemos
modificar el orden de los fluoréforos para cada canal. En nuestro caso, el gen Trom8 siempre se

dispuso en la longitud de onda correspondiente al rojo lejano (Atto 647).

Finalmente, las secciones se tifieron con DAPI procedente también del kit, durante 15-30 seg a
temperatura ambiente y se procedié al montaje con medio fluorescente (las especificaciones
comerciales se indican en los parrafos siguientes seguin el bloque experimental). Los cortes
montados se protegieron de la exposicion a la luz y se almacenaron a 4 2C hasta su visualizacion

en un microscopio confocal.

1. Paralavalidacion de la expresidn de diferentes genes en las distintas poblaciones de neu-
ronas sensoriales (referente a la seccion 4.3.2. de los resultados). Se usaron sondas para
los siguientes genes: Pnoc, Trpvl, Ntrk2, Foxp2, Calca, Kcnk9, Gfra3, Nefh, Asicl, Htr3a,
P2ry1, Cacnalh, Cplx1, Tacl, Gal, Asic3, Oprm1, Kcnk2, Th, Cacna2d1, Scnlla, Scn8a, Trpal,
Piezo2, Kcnn2 y Wfcd2, en una modalidad de triple combinacién donde en todas ellas se
uso la sonda Trpm8. Las especificaciones comerciales de cada sonda se indican en la tabla
3 de la seccidon 3.12 de este apartado. Este primer bloque de experimentos se realizd en
rodajas de DRGs de animales silvestres (C57BL/6JRj), durante mi estancia de investigacion
en el Instituto Karolinska (Suecia) y bajo la supervision del Dr. Patrik Ernfors. Los DRG, se-
parados en cervicales, tordcicos y lumbares, se cortaron en secciones de 10 um de grosor
usando el criostato (CryoStar™ NX70, Thermo Fisher Scientific) para posteriormente pre-
servarlas a -80 °C hasta el momento de su utilizacién. Las secciones se incubaron en el
horno HybEZ (ACD) y se montaron en cubres usando el medio de montaje fluorescente de
Dako (Dako Omnis). Las imagenes fueron adquiridas con un objetivo 20x y almacenadas con

una reduccidn éptica del 0.5x usando un microscopio confocal Zeiss (LSM 800 Airyscan).

2. Tras miestancia formativa, el siguiente objetivo fue poner a punto la técnica RNAscope en

el laboratorio y para ello colaboré en un proyecto de mi grupo de investigacion realizando

111


https://us.vwr.com/store/product/10891104/cryostartm-nx70-cryostats-thermo-scientific
https://www.selectscience.net/suppliers/thermo-fisher-scientific?compID=326

Metodologia

los experimentos para identificar la expresion del canal idnico mecanosensible Piezo2 en
neuronas de los ganglios trigéminos. Los resultados se incluyeron en una publicacién de la
gue soy co-autora (Fernandez-Trillo et al., 2020). Mi contribucidn en este proyecto permitié
validar y cuantificar la expresion del canal PIEZO2 en neuronas sensoriales de animales sil-
vestres y Piezo2%C, tal como puede verse en la figura 28, obtenida del articulo original. En
este caso, se utilizé la sonda Mm-Piezo2 (ref 400191, ACD) en secciones de los ganglios
trigéminos de 20 um de grosor usando un criostato (MNT, SLEE Medical). Las secciones se
incubaron en un horno de calor (EN400, Niive) y se montaron en cubres usando el medio
de montaje fluorescente Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, USA). Las imagenes
fueron adquiridas con un objetivo de 20x usando un microscopio confocal Olympus

(FV1200 IX81) y el software FV10-ASW.

Piezo2W’

Figura 28. Imagenes representativas de secciones de los ganglios trigéminos procedentes de ratones
silvestres de la misma camada (“littermates”, Piezo2WT) y animales deficientes para el canal idnico
Piezo2 (Piezo2*?). La sefial en blanco corresponde a la sonda para el gen Piezo2 y en azul la tincién de
DAPI. Barra de escala 500 um. Las inserciones muestran los detalles de las regiones enmarcadas en los
recuadros punteados. Barra de escala 100 um. De Fernandez-Trillo et al., 2020.

3. La puesta a punto de la tecnologia RNAscope me permitié posteriormente validar la espe-
cificidad del marcaje EYFP en las neuronas sensoriales del ratén transgénico TRPM8BACEYFP,
herramienta fundamental en mi Tesis Doctoral, asi como la validacién de la expresidn de
otros genes de interés (verse las secciones 4.2.1. y 4.3.3. de los resultados). En estos expe-
rimentos, los ganglios DRG no se separaron por nivel de inervacion (cervical, toracico y lum-
bar) y el grosor de las rodajas fue de 20 pm usando un criostato MNT (SLEE Medical), se
incubaron con el horno EN400 (Niive) y su montaje con Vectashield (Vector Laboratories,

Burlingame, USA). Las imagenes se adquirieron en la configuracién “Z-stack”, en planos de

112



Metodologia

1 um con un objetivo de inmersién en aceite de 25x usando un microscopio confocal Zeiss

(LSM 880 Airyscan) y el software ZEN.

Para el analisis de co-localizacién de los bloques de experimentos 1y 3, se seleccionaron campos
de microscopia con sefial fluorescente para la sonda Trom8 (seccion 4.3.2.) o Egfp (secciones
4.2.1.y 4.3.3.), respectivamente. La eleccion de los campos fue aleatoria para los demas genes

a estudiar.

3.11. Inmunohistoquimica

Los ganglios DRGs se fijaron, inmediatamente después de su extraccidn, en PFA al 4 % durante
2 h a4 9C. A continuacion, se criopreservaron durante 12 h en una solucién de sacarosa al 30

%y, tras lavarse con PBS, se embebieron en OCT para congelarlos a -80 2C.

Las rodajas del tejido se cortaron con un criostato MNT (SLEE Medical) a un grosor de 20 umy
se secaron en un horno (EN400, Nive) a 37 9C durante 30 min. Tras realizar 2 lavados de 10 min
cada uno con PB (tampdn fosfato 0.1M; 190 ml de fosfato monosédico 0.1M y 810 ml de fosfato
bisddico 0.1M), las rodajas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con una so-
lucidn que contiene albdmina de suero bovino (BSA) al 5 % y Triton-X100 al 0.5 % en una solucion
con Ca?* para fortalecer la unién de la lectina (solucién extracelular, ver la tabla 2 de la seccién
3.12). A continuacién, se incubaron durante la noche a 4 2C con solucién de bloqueo incorpo-
rando los anticuerpos primarios anti-GFP y anti-TUJ1 (B-tubulina Ill) a las concentraciones

1:2000 y 1:1000 respectivamente (tabla 4 de la seccion 3.12).

Finalmente, se lavaron las secciones 4 veces durante 15 min por lavado con solucién PB y se
incubaron con los anticuerpos secundarios anti-chicken Alexa 488 y anti-mouse Alexa 647 junto
con la isolectina GS-1B4 Alexa Fluor™ 568, a las concentraciones 1:800, 1:1000 y 1:1000, respec-
tivamente, en solucion de bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras otra serie de
lavados con PB, las secciones se tifieron con 0.5 pl/ml de Hoechst 33342 (tabla 4 de la seccién
3.12) y se montaron con el medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame,

USA).

Todos los lavados se realizaron en agitacién continua y a temperatura ambiente salvo los pasos
indicados. A partir de la incubacion con los anticuerpos secundarios, los cortes se protegieron

de la exposicién a la luz.

Las imagenes se obtuvieron en un microscopio confocal vertical Leica SPEIIl, con un objetivo 20x

y el software LasX con mddulo Navigator en modalidad “Z-stack” y mosaico.
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3.12. Reactivos y compuestos

En las siguientes tablas se indican los reactivos, sondas, anticuerpos, compuestos y soluciones

utilizados:

Tabla 2: Composicion de la solucion extracelular

Solucién extracelular
Compuesto | Concentracion (mM)
NaCl 140
KCl 3
CaClx 2.4
MgCl 1.3
HEPES 10
Glucosa 10
pH7.4
Osmolaridad =~ 290mOsm/kg

Tabla 3: Reactivos utilizados para RNAscope® ISH

Reactivos Distribuidor Identificador
RNAscope Fluorescent Multiplex Reagent Kit | ACD Cat#320850
v2

RNAscope® Probe- Mm-Trpvl ACD Cat#313331
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RNAscope® Probe- Mm-Car8-C2 ACD Cat#514171-C2
RNAscope® Probe- Mm-Ntrk2-C3 ACD Cat#423611-C3
RNAscope® Probe- Mm-Foxp2-C3 ACD Cat#433211-C3
RNAscope® Probe - Mm-Calca-alltv-C3 ACD Cat#417961-C3
RNAscope® Probe - Mm-Calca-tv2tv3 ACD Cat#420361

RNAscope® Probe- Mm-Kcnk9 ACD Cat#475681

RNAscope® Probe- Mm-Gfra3-C2 ACD Cat#467191-C2
RNAscope® Probe- Mm-Nefh-C3 ACD Cat#495131-C3
RNAscope® Probe- Mm-Asic1-E2E3 ACD Cat#462381

RNAscope® Probe- Mm-Htr3a-C2 ACD Cat#411141-C2
RNAscope® Probe- Mm-P2ry1-C2 ACD Cat#406061-C2
RNAscope® Probe- Mm-Cacnalh-C3 ACD Cat#459751-C3
RNAscope® Probe- Mm-Cplx1-C3 ACD Cat#482531-C3
RNAscope® Probe- Mm-Gal-C2 ACD Cat#400961-C2
RNAscope® Probe- Mm-Asic3-01-C3 ACD Cat#480541-C3
RNAscope® Probe- Mm-Oprm1 ACD Cat#315841

RNAscope® Probe- Mm-Kcnk2-C2 ACD Cat#440421-C2
RNAscope® Probe- Mm-Th-C2 ACD Cat#317621-C2
RNAscope® Probe- Mm-Cacna2d1 ACD Cat#417141

RNAscope® Probe- Mm-Scnlla ACD Cat#403531
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RNAscope® Probe- Mm-Trpal ACD Cat#400211
RNAscope® Probe- Mm-Piezo2-C2 ACD Cat#400191-C2
RNAscope® Probe- Mm-Kcnn2 ACD Cat#427971
RNAscope® Probe- Mm-Wfdc2 ACD Cat#440031
RNAscope® Probe- Mm-Scn10a-C1 ACD Cat#426011
RNAscope® Probe - EGFP-C2 ACD Cat#400281-C2
RNAscope® Probe - Mm-Trpm8-TRPM8-C3 ACD 420451-C3
RNAscope® Probe - Mm-Trpm8-TRPM8-C2 ACD 420451-C2

Tabla 4: Anticuerpos primarios y secundarios y marcadores

Anticuerpos y marcadores Distribuidor Identificador
anti-TUJ1 (mouse) Biolegend 801201
anti-GFP (chicken) Abcam 13970
anti-chicken Alexa 488 Jackson IR 703545155
anti-mouse Alexa 647 Invitrogen A21237
isolectin GS-I1B4 Alexa Fluor™ 568 Invitrogen 121412
Hoechst 33342 Invitrogen H1399
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Agentes quimicos | Distribuidor Identificador | Concentracién Concentracion
de trabajo “stock”

Mentol Scharlau Cat#Me065 100 pM 300 mM

WS-12 Alomone Cat#W-105 ly10puM 20mM

AITC Sigma Cat#377430 100 uM 100 mM

Capsaicina Sigma Cat#M2028 100 nM 100 um

Oxaliplatino TOCRIS Cat#2623 6 mg/kg 5mM

3.13. Analisis de los datos

3.13.1. Analisis de imagen de calcio

Las células se seleccionaron manualmente, definiendo la regién de interés (ROI, del inglés “re-
gion of interest") para cada una de ellas usando el programa Metafluor. Posteriormente, los
valores de fluorescencia en unidades arbitrarias (u.a.) se exportaron a tablas de Excel y se utili-
zaron algoritmos escritos en lenguaje R personalizados para calcular la amplitud y el porcentaje
de respuesta, la temperatura umbral y la latencia de las respuestas ante los estimulos quimicos

o térmicos (segun corresponda).

Para el calculo de la amplitud de las respuestas a los diferentes estimulos se identifica el valor
maximo del cociente de fluorescencia (F340/F380) en el tiempo en que se aplicé el estimulo. A
dicho valor se le resta el valor de la fluorescencia basal promedio durante los 30 segundos ante-
riores a la aplicacion del estimulo (ver figura 29). Para considerar una respuesta positiva usamos
dos criterios, que la amplitud de la respuesta sea mayor de 0.05 y que dicha amplitud debe ser
también superior a 4 veces la desviacidén estandar de la fluorescencia basal. Las células que no
respondieron a ningun estimulo, incluido KCl, se consideraron no viables o no neuronales y se

descartaron del analisis.
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Figura 29. Célculo de la amplitud de la respuesta para un determinado estimulo. Curso temporal de la
respuesta de una neurona a la aplicacion de un estimulo, indicado por la barra superior. La flecha roja
indica la amplitud de la respuesta entre el maximo valor (punto rojo y la media del valor basal (puntos
verdes).

En el andlisis de las neuronas sensibles al frio, se calculd el umbral de temperatura a la que la
célula responde. Para ello se alinearon los trazos de fluorescencia y de temperatura y se identi-
fico el valor de la temperatura que corresponde al valor de la fluorescencia previo al valor en el
cual la fluorescencia es 4 veces mayor de la desviacién estandar de su fluorescencia basal (figura
30 (1)). En otras palabras, se buscé el valor de temperatura correspondiente al primer punto del
F340/F380 previo a cuando éste empieza a incrementarse. El tiempo en alcanzar el valor maximo
de la respuesta se considerd como la diferencia de tiempo entre el valor maximo de la ratio de

fluorescencia (F340/F380) y el del umbral (figura 30 (2)).
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Figura 30. Calculo del umbral de temperatura y tiempo al pico maximo para el estimulo de frio. En la
figura se representan dos neuronas sensibles al frio con un perfil térmico diferente. Para el calculo de la
temperatura umbral se buscd el valor correspondiente de la temperatura donde empieza a incrementarse
la fluorescencia respecto a su valor basal (valor previo a superar cuatro veces la desviacion estandar del
valor basal). El tiempo al pico se calcula como el tiempo que tarda desde dicho valor en alcanzar su ma-
ximo del cociente (F340/F380). Los circulos corresponden al valor de fluorescencia adquirido cada 3 seg.

Las respuestas al estimulo conjunto de los compuestos mentol o WS-12 y frio se consideraron
como respuestas acumuladas del efecto del frio en presencia de mentol o WS-12. Por tanto,
para calcular la amplitud y considerar una respuesta positiva, se identifico el valor maximo del
cociente de fluorescencia (F340/F380) durante el tiempo de aplicacidn de los estimulos del frio
y los compuestos (figura 31 (1)). El valor basal para este estimulo se considera los 30 segundos
previos a la aplicacion del mentol o WS12 (figura 31 (2)). Para calcular la temperatura umbral en
presencia de mentol y frio, dado que existen células que ya respondieron a mentol previamente,
se buscé el valor correspondiente en la temperatura en la que la amplitud empieza a incremen-
tarse inmediatamente después de aplicar el estimulo de frio (figura 31 (3)). En este caso, el um-
bral de temperatura es una medida del incremento de la actividad neuronal mds bien que un

umbral de activacion, pero se ha mantenido el mismo término a lo largo de la Tesis.

Mentol o WS512 AITC Caps KCl

= 06 —_—
0
g 04+ !
& 1 W T
@ 024 | " [He | .
":_ - | II'HH_P_ _,—-I '\-.\__..—'-_h-\—_,“___‘ﬁ_' _J “_I.
L

EI'I:I- T (e gl
2 — — . o
< 1\ [ “Mr’"
2 20 - L ' ® Fura? (F340/F 380} max 5 min
O ® Fura? (F3400F 180) basal
= Q-

Figura 31. Ejemplo representativo del calculo de la amplitud de la respuesta para el estimulo de mentol
o WS12 y frio. Para el estimulo de mentol/WS-12 + frio, el valor basal se considerd el mismo que para el
estimulo de mentol. El umbral de temperatura en este caso se establecié como el valor correspondiente
de la temperatura para el cual la fluorescencia (F340/F380) comienza a incrementarse tras la aplicacién
del frio. La flecha roja indica la amplitud de la respuesta entre el maximo valor (punto rojo (1) y la media
del valor basal, punto verde (2)). Para calcular la temperatura umbral para el estimulo de mentol/WS-12
+ frio, el punto verde (3) indica el valor correspondiente donde se inicia la aplicacion del frio.
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3.13.2. Analisis de imagen confocal y epifluorescente

Para cuantificar las imagenes de microscopia confocal y de epifluorescencia obtenidas en los
experimentos de ISH (RNAscope), inmunohistoquimica y de la fluorescencia endégena de las
neuronas en cultivo registradas en los experimentos de imagen de calcio utilizamos el software
de uso libre Imagel (Fiji, ImageJ version 1.53c). El calculo de los pardmetros de fluorescencia
(intensidad media e integrada, area, etc.) se obtuvieron de imagenes en la escala 8-bits (0-256)
sin ninguna otra manipulacidn. En las imagenes que se tomaron en configuraciéon “z-stack” se

analizd el resultado de sus proyecciones méaximas.

a) Cuantificacion de los puntos fluorescentes en RNAscope

La cuantificacion de ARN como puntos fluorescentes se realizd siguiendo las indicaciones del
proveedor ACD (“Guidelines of RNAscope® Fluorescent Assay Results, SOP 45-006, Technical
note”). En esta guia nos indica en lineas generales el procedimiento que se debe realizar, siendo
necesario calcular las regiones de interés (ROIs) para cada célula, ROIs para los puntos fluores-
centes individuales y la eliminacién de la sefial de fondo (figura 32A). En este trabajo hemos
adaptado el procedimiento, el cual se detalla a continuacién para los bloques experimentales 1
y 3 mencionados en la seccidn 3.10 de este apartado. Para ello, con ayuda del lenguaje 1)1 Ma-
cro, se automatizaron los comandos utilizados con ImagelJ creando un “script” personalizado.
Los pasos se indican en la figura 32B. El andlisis para el bloque experimental 2. puede consul-

tarse en la publicacion original que se adjunta en el anexo 1 de este manuscrito:

1. El primer paso fue definir las regiones de interés (ROIs) para cada célula. Para ello, se su-
perpuso la fluorescencia del canal DAPI con la sefial de fluorescencia de las sondas de los
tres genes a estudiar. Partiendo de laimagen superpuesta de las sondas utilizadas, se ajusté
el contraste hasta definir el perimetro de las células individuales por sobresaturacién (nu-

mero 1 de la figura 32B).

2. Seguidamente, se cred una imagen binaria (mdscara) y se delimitaron los limites de cada
region celular usando la funcién “watershed” del Imagel. Las regiones se revisaron manual-
mente y se corrigieron en el caso de no definir correctamente las células (nimero 2 de la
figura 32B). Ademas, se eliminaron las células que, por tamafio (100 um?), no expresan

ninguna de las sondas y sélo detectan la sefial nuclear por DAPI.

3. Anpartir de la sefial de fluorescencia de cada sonda se crea una mascara, es decir, se delimi-
tan las ROIs para los puntos fluorescentes individuales en cada canal de fluorescencia (nu-

mero 3 de la figura 32B).
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Consideramos sefial de ruido cuando la intensidad es menor del 25 % del maximo de inten-
sidad. Para substraer dicha sefial a la de fluorescencia, establecemos el valor minimo de
fluorescencia por encima de este valor en el rango de intensidades del histograma a escala
256 pixeles (imagenes a 8 bits). Una vez restada la sefial de ruido de las imagenes, se calcula
también la intensidad media de las dreas de la imagen que estdn fuera de los ROIs para los

puntos fluorescentes (Intensidad media del fondo)

Usando las regiones creadas en el paso 2, se calculd la intensidad media e integrada (nu-
mero 4 de la figura 32B panel izquierdo) y el area para los puntos fluorescentes (nimero 4
de la figura 32B, panel derecho) de las células para cada sonda independiente en las ima-

genes no procesadas a escala 8-bits

Para cada region celular (ROls creadas en el punto 2), hemos contado el numero de “pun-
tos” individuales usando la mdscara calculada en el punto (ROls creadas en el punto 3, (nu-

mero 4 de la figura 32B, panel derecho).
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Figura 32. Protocolo de analisis para las imagenes obtenidas por RNAscope. A) Imdgenes representativas
para la creacion de las regiones de interés y de los puntos fluorescentes individuales y la eliminacion de
la sefial de fondo. Modificado de la guia para el analisis de imagen de la casa comercial ACD, SOP 45-006.
B) Esquema adaptado que muestra el flujo de trabajo utilizado para cuantificar las imagenes adquiridas
tras la hibridacion in situ (RNAscope). Los pasos 1, 2, 3 y 4 mencionados en el texto estan indicados en la
figura.

6. Elnumero corregido de “puntos” reales por célula (nimero total de puntos en la region de
interés), se calcula primeramente con la intensidad media de todos los puntos fluorescen-

tes seleccionados, utilizando la siguiente ecuacion:

Intensidad media por punto individual =

Y. Intensidad integrada de los puntos selecionados — Intensidad media del fondo X ; Area de los puntos seleccionados
Numero de puntos seleccionados

Las variables para calcular la ecuacion (intensidad media, area, nimero de los puntos fluo-

rescentes e intensidad media del fondo) se obtienen de las ROIs creadas en el punto 3.

7. Una vez calculada la intensidad media por punto individual se puede estimar un valor pro-
medio de los puntos fluorescentes que tenemos en cada region celular (ROl delimitada en
el punto 2), usando la ecuacién que se indica a continuacion. Esta correccidn se usa para
evitar el error que pueda generar las imagenes con agrupaciones de puntos o “clisteres”
(figura 32A, imagen central) donde no se puede distinguir puntos fluorescentes individua-

les.

Numero total de puntos en la region de interés =

Intensidad total en la regién de interés — Intensidad media del fondo X Area total

Intensidad media por punto individual

El nUmero total de puntos obtenidos se normalizé por el area de cada célula (puntos fluorescen-
tes / célula). A su vez, se normalizé por el valor maximo de intensidad de fluorescencia para cada
canal, expresandose en forma de porcentaje para cada canal fluorescente (sonda hibridada).
Cuando encontramos mucha dispersion de los datos, es decir, cuando existe una gran diferencia
entre el valor maximo y el siguiente valor mas alto y sin ser producto de sefal inespecifica o
artefacto, normalizamos los valores de fluorescencia por la media de los tres valores maximos

de cada imagen.

En los experimentos donde separamos los DRGs en ganglios cervicales, tordcicos y lumbares
(bloque 1, seccidn 3.10), se analizaron al menos dos imagenes por cada nivel anatémico, de al

menos dos animales para cada triple combinacién de sondas.
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En el bloque experimental 3 (seccién 3.10), donde no se separaron los ganglios segun su nivel
anatomico, se analizaron al menos 2 imagenes de un minimo de dos animales para cada combi-
nacion estudiada (EYFP-TRPM8-Scn10a y EYFP-TRPMS8-Calca). De forma similar, se analizaron el

mismo numero de imagenes para el estudio en los ganglios TG.

b) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia amplificada por pruebas de inmunohisto-
quimica

Para la cuantificacion de la co-expresion de la fluorescencia de la GFP, amplificada por el anti-

cuerpo Alexa 488 y de la isolectina B4 Alexa Fluor™ 568, se fotografiaron secciones de los gan-

glios raquideos con la ayuda de mosaicos de microscopia. Todas las imagenes se tomaron con

los mismos parametros de adquisicidén para cada canal de fluorescencia.

Las regiones celulares de interés se establecieron usando sdlo la seial de la B-tubulina Il con un
protocolo similar al descrito en el apartado anterior. En este caso, se crearon las regiones celu-
lares a través de una imagen binaria (mascara) aumentando el brillo y el contraste en la sefial
hasta delimitar potencialmente la regién de cada neurona. Se midid la intensidad media y el
area para cada region celular en cada uno de los canales originales y se normalizé por el valor

maximo de fluorescencia para cada animal.

¢) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia endégena en microscopia de epifluores-
cencia

Las imagenes de epifluorescencia obtenidas antes de comenzar los registros de imagen de calcio
se analizaron para estudiar la intensidad de la fluorescencia enddgena y la co-localizacidn de las
neuronas TRPM8+ (sefial de fluorescencia para la proteina EYFP) con aquellas IB4+. La region
celular se establecid en este caso manualmente, usando de guia la luz transmitida tomada del
mismo campo. Se obtuvo la intensidad de fluorescencia media y el drea para cada célula. La
sefial de fluorescencia procedente de EYFP se normalizo al valor maximo. En el caso de la sefial
IB4 Alexa Fluor™ 568, la normalizacion se realizé por el valor maximo de cada campo, para evitar
la variabilidad en la fluorescencia que pueda presentarse en cada cristal, dado el que se incor-

pora un nuevo volumen de la lectina en cada experimento.
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d) Andlisis de las imdgenes y cuantificacion de células positivas

Una célula se considerd positiva cuando, al representar la funcién gaussiana de la sefial de fluo-
rescencia para todas las células analizadas (intensidad media o puntos fluorescentes normaliza-
dos segun si los experimentos se realizaron por técnicas IHQ o ISH), su valor superaba dos veces

la desviacidn estandar del valor inmediatamente del pico inferior.

Por tanto, en la cuantificacién de la fluorescencia endégena para DRGs de ratones de la linea
TRPMSBACEYFP (referente a la seccién 4.1.1. de resultados), se consideraron neuronas EYFP+ si
superaban el 2 % del valor maximo, dado que practicamente no visualizamos senal de fondo
(figura 33A, grafico izquierdo). Para los datos de IHQ, este valor se establecié en >25 % (figura
33A, gréfico central) y en para los experimentos de ISH el limite fue una intensidad >30 % (figura
33A, grafico derecho). El uso de la linea transgénica TRPMS8BACEYFP nos permite distinguir ade-
mas entre las neuronas con fluorescencia alta (IF) o baja (WF). Para determinar el punto de corte
que define a las neuronas IF-EYFP+, se establecié el mismo criterio para el segundo pico una vez
consideradas la poblacién fluorescente EYFP+ (verse figura 33B). El valor de corte se establecio
en 40 % para las imagenes de epifluorescencia y un valor > 45 % y > 60 % en los experimentos
de IHQ e ISH, respectivamente. Todas las células con valores inferiores a estos porcentajes se

consideraron de baja intensidad (WF).

En la seccién 4.2.1. y 4.3.3. de resultados se realizaron cortes de ganglios TG. En este caso, el
valor de intensidad minimo para considerar una célula IF en los experimentos realizados en ISH
se determind en un 70 % en vez del 60 %, y 55 % en vez de 30% para considerarla EYFP+. Ademas,
se verificd que la eleccion de estos valores de corte implicaba una proporcidn similar entre neu-

ronas EYFP+ de alta y baja intensidad dentro de un mismo tejido.

"q' Fluprestencia endagena IHQ SH
K
P B 1 20 4
£ 8 il £ e pre 1o g oaoo] g W4 RHRR
= : [ o E i}
i . i E 0l
B F i ¥t
I | = I i 5 ﬂ:""'l L
I a i .
_:'fl =] | LY i e l|| [} j T [\H
M e —— . | rJ.I. e i+ ey
B 1] -1} 4B [F1] B 1 1] = 1] EE L] [24] 10K 1] 1} a 34 -1 1]
Mormmesc oe LYTF L ua Fucmacnroie de EFTF (% ua FMusresoereas on Y7 f o Suor
1] 1 J 100 - i 18 i
{ ] W 140N, F B oend i E6% F £ el o SO, ir
" | ! 1] | 1 = | 1
-: 34 1 : -I-' L] | ; |
1 1
E | | i h i I & 1
] i 1 HE i bl
p T I i E
= |
0 I:h--l.uﬂ.-.p.lll_ 4 o -
(1] o] af 11 i L] i dz o] 2] 1 oo = @ ™ #8 = M
Fiasmmarcs da PP fu ) Fhmrymcaoca oo YR P |5 ea Frarencacia de EYVFN IS plos. Baoe |

124



Metodologia

Figura 33. Distribucién de las neuronas de los ganglios raquideos de la linea TRPMS8BAEYFP en funcién
de la fluorescencia endégena de EYFP expresado en forma de porcentaje. A) Distribucion del punto de
corte para considerar una neurona EYFP+ de DRG en funcion de su intensidad de fluorescencia (panel
izquierdo y del medio) o de los puntos fluorescentes por célula (expresion de EYFP, panel derecho) para
las imagenes obtenidas por epifluorescencia (sefial enddégena), inmunohistoquimica (IHQ) e hibridacidn
in situ (ISH) respectivamente. B) Misma representacion, ilustrando el corte para considerar una neurona
IF-EYFP+ dentro de la poblacion EYFP+.

Para estudiar la co-localizacion de varios marcadores en neuronas EYFP+, se establecio un valor
de corte >25 % para las sondas Scn10a y Calca, >10 % para Trpom8 en los experimentos de ISH
que se realizaron en nuestro laboratorio siguiendo el mismo criterio mencionado en el parrafo
anterior (seccion 3.10., bloque experimental 3. para los experimentos de RNAscope y referente
a la seccion 4.3.3. de resultados). En los experimentos que se realizaron durante mi estancia en
Suecia (blogue experimental 1., seccidn 4.3.2. de los resultados), el valor de corte se establecid
en > 60 %, para la sonda Trom8 y todos los marcadores para los que se estudiaron su co-expre-
sidn, ya que obtuvimos una sefal mas intensa del fondo. Establecimos estas diferencias porque
los experimentos se realizaron en diferentes condiciones experimentales (incluyendo la confi-

guracion “Z-stack” realizada sdlo en el bloque experimental 3., seccién 3.10).

Para el marcaje con IB4+, el valor minimo para considerar a una célula positiva se establecié en

> 30 % para los experimentos de epifluorescencia y > 40 % en IHQ.

3.13.3. Analisis bioinformatico de la secuenciacion de ARN “en bloque”

Una vez secuenciadas las muestras y previo a realizar el alineamiento de secuencias, se verifica-
ron los archivos de control de calidad de FastQC para cada muestra y se eliminaron las secuen-
cias correspondientes a los adaptadores llumina usando el programa Trimmomatic (version
0.36). Las secuencias se alinearon al genoma de referencia Mus musculus Ensembl 97 (GRCm38)
usando el programa STAR (version 2.5.2b) y el conteo de los genes ensamblados se llevd a cabo
con el programa HT-SEQ (versién 0.6.1p1, mode union). Las secuencias también se alinearon a
la secuencia Eyfp como control de calidad y pureza de las muestras usando Bowtie (version
2.3.4.1). Los analisis posteriores se llevaron a cabo a través de “scripts” en base al lenguaje de

programacion R (punto 1 de la figura 34).

Para la visualizacion de las poblaciones EYFP+, IB4+ y DN, se usé la unidad de expresién TMM
(trimmed mean of M values) como método de normalizacion de los conteos de muestras con
distribuciones diferentes. Se usé la funcién ComBat() del paquete sva() y asi reducir el ruido
técnico entre las muestras. Los transcritos por millon (TPM) se calcularon de los conteos norma-

lizados usando la siguiente férmula (Li et al., 2012):
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Donde Xi se refiere a los conteos o nimero de lecturas mapeadas, [, la longitud del geny N, el

numero de fragmentos secuenciados.

Antes de realizar el calculo de la expresidn diferencial, se filtraron los genes de baja expresion;
aquellos que tenian un valor de CPM (unidad de expresién de conteo por millén) inferior a 2 en
al menos tres muestras aleatorias se descartaron. Los genes diferencialmente expresados (DE)
en las poblaciones EYFP+, IB4+ y la DN (analisis de expresion en condicion control), fueron iden-
tificados a través de una comparacién por pares entre las poblaciones neuronales usando el
paguete estadistico EdgeR (Robinson, McCarthy and Smyth, 2009) e incluyendo como co-varia-

IM

ble el “efecto de tanda” en el disefio del experimento y en los pasos de los andlisis sucesivos.
Ndtese que para el anadlisis de expresidn diferencial no se utilizé la correccién de la funcidon Com-
Bat(), ya que el algoritmo genera la transformacién logaritmica de los conteos. Dado que se
aconseja usar los datos originales sin normalizar, el efecto de tanda se corrigid incorporandose

como una co-variable mas en la matriz del disefio experimental.

Los genes se determinaron como diferencialmente sobreexpresados, al comparar dos poblacio-
nes, si el valor de la expresidn relativa expresado en escala logaritmica es dos veces mayor
(Log2FC > 1) y con un valor p estadistico ajustado menor del 5% (FDR < 0.05, False Discovery
Rate), ajustado por el método de Benjamini-Hochberg. Los genes diferencialmente expresados
(DE) en una poblacién con respecto las otras dos se consideraron exclusivos para esa poblacion

(punto 2 de la figura 34).

En la seccidn 4.4.5. de los resultados, quisimos comparar si los genes DE entre las poblaciones
estudiadas cambian en la condicién tratada con el compuesto oxaliplatino. Para ello, realizamos
el mismo andlisis que acabamos de explicar para las muestras tratadas. Los parametros y los

criterios fueron los mismos que para la condicién control.

Para identificar los genes diferencialmente expresados en animales tratados con oxaliplatino en
cada poblacidn sélo se consideraron las tandas de animales donde se obtuvieron muestras en
condicién control y tratadas (referente a la seccion 4.4.4. de los resultados). Los genes DE tam-
bién se identificaron usando el paquete EdgeR de manera similar a la descrita previamente, aun-

que con algunas variaciones: la normalizacién RUV se llevé a cabo usando la funcién RUVg() del
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paguete RUV seq (Risso et al., 2014) para incluir el factor de variacidon no deseado en la distri-
bucién negativa binomial GLM del test EdgeR. Para ello, se buscan los genes negativos o “hous-
keeping” con los que normalizar los datos. Tal y como aconsejan en el protocolo del paquete
estadistico, se consideraron los 5000 primeros genes con menor variacion segun los resultados
de un primer andlisis diferencial usando EdgeR. Los genes se consideraron como diferencial-
mente expresados si el valor de la expresion relativa fue dos veces mayor o menor con un
|Log2FC| > 1y con un p-valor estadistico ajustado (FDR) menor del 5 % tras el tratamiento con

el oxaliplatino (punto 3 de la figura 34).
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Figura 34. Flujo de trabajo utilizado en la generacion de los datos por secuenciacion de ARN. Los pasos
de disociacién celular y separacidn utilizando la técnica FACS estan indicados en rojo y se han descrito
previamente en la seccién 3.5 de este apartado. Los pasos de amplificacion molecular y la generacién de
librerias, realizados en el servicio EMBL GeneCore en Heidelberg, Alemania, se indican en azul (referente
a las secciones 3.7 y 3.8). En verde se sefialan los controles de calidad que se realizaron en el proceso,
donde se cuantifico el parametro del RIN o la concentracion de ARN o ADNc por el sistema Bioanalyzer y
Qubit (descrito en las secciones 3.6 y 3.7). Después de la secuenciacion (panel gris), el analisis bioinfor-
matico esta indicado en los paneles amarillos donde se incluye la eliminacion de las secuencias de adap-
tadores, alineamiento y la obtencién de la matriz de conteo; el analisis de expresion diferencial se realizd
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usando el paquete EdgeR. En el caso del estudio de las alteraciones genéticas producidas por el oxalipla-
tino, los conteos se normalizaron usando como control negativo genes “housekeeping” obtenidos a través
del paquete RUVg. Para visualizar y agrupar las muestras, los datos se expresaron en TPM (transcriptos
por millén) y se ha corregido el efecto de tanda. Abreviaciones: BA, Bioanalyzer, Cuant, Cuantificacion
(Qubit).

Los analisis de ontologia de genes (GO, términos BP, “Biological process”) se realizaron usando

por un lado la herramienta online Enrichr (https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/), para obte-

ner el valor de significancia expresado como el logaritmo negativo del p-valor (-log(p value))
(seccidén 4.2.3. de los resultados) y por otro, el programa de Cytoscape v3.8.1 (Shannon et al.,
2003), una herramienta para la visualizacién de grafos usada para la identificacion de funciones
especificas de una u otra subpoblacidn a través del “plug-in” ClueGO v2.5.8 (Bindea et al., 2009)
(seccidn 4.4.4 de los resultados). En este Ultimo caso, se representaron los términos con mayor

valor de significancia encontrados en cada grupo ontoldgico definido por el software.

Ademas, en esta misma seccion, se representod la interaccién genética de los términos GO vy la
Enciclopedia de Kyoto sobre genes y genomas (KEGG), especializada en vias de sefializacién in-
tracelular. Los datos de entrada consistieron en los genes diferencialmente expresados para la
condicidn de tratamiento con oxaliplatino que ademads eran comunes o especificos en cada sub-
poblacién. En este caso el analisis se realizé de forma similar al descrito en el parrafo anterior;
usamos el programa Cytoscape y el plug-in ClueGO, pero ademas incluimos el plug-in Cluepedia
para identificar los genes que forman parte de cada término ontoldgico (v1.5.8). Las redes de
interaccion se representaron con la opcidn de visualizacidn “localizacidon celular” prevista en el

programa (figura 64C-D de la seccién 4.4.4).

La figura 64E en la seccién 4.4.4 de resultados representa una esquematizacion de la via “Neu-
roactive ligand-receptor interaction”, con el cddigo mmu04080 de la base de datos KEGG

(https://www.genome.jp/dbget-bin/www bget?mmu04080). Se representaron sélo los recep-

tores o ligandos donde se encontraron genes alterados tras la condicion por oxaliplatino. Para
ello, los genes DE (|Log2FC| > 1 y FDR < 0.05) y su expresion relativa se cotejaron con la via
mencionada (mmu04080) a través de la funcion pathview() del paquete en base R de este mismo

nombre.

El llamado andlisis GSEA (del inglés, Gene Set Enrichment Analysis) llevado a cabo en la seccion
4.4.4, se realizo con el programa GSEA (version 4.1.0), desarrollado por “The Molecular Signa-
tures Database” (MSigDB) (Subramanian et al., 2005). Este método nos permitié determinar si
los genes alterados tras la induccién de la neuropatia por oxaliplatino, se distribuyen al azar o si

existe una correlacidn en funcién del fenotipo (en este caso la condicidn de tratado o vehiculo),
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para diferentes conjuntos de genes de interés; en nuestro caso, genes relacionados con el dolor
y su sintomatologia en clinica (Liberzon et al., 2015). Cada gen recibe una puntuacién que per-
mite decidir si estara en la lista final de genes significativos. En la figura 35 se representa la
descripcién general del GSEA y su interpretacion. Los parametros para el analisis fueron “classic”
para la estadistica de enriquecimiento y la métrica usada fue la diferencia entre clases
(Diff_of_classes; Veh-Oxa). El tipo de permutacién fue “gene_set” y el nimero de permutacio-
nes 500. El analisis se hizo por separado para cada poblacién neuronal (EYFP+, IB4+ y DN) para
los genes DE alterados tras el tratamiento con el oxaliplatino (|Log2FC| > 1, FDR < 0.05). Las
bases de datos utilizadas relacionadas con el dolor se descargaron del portal MSigDB (sélo para
la especie humana, aportada por el grupo HPO, “Human Phenotye Ontology”, de “The Jackson

Laboratory” (JAX)) y se cred una base conjunta englobando las siguientes sintomatologias:

Nombre de la base de datos N2 Genes

HP_ABDOMINAL PAIN | 252
HP_ABNORMALITY_OF PAIN_SENSATION | 69
HP_ANGINA_PECTORIS | 33
HP ARTHRALGIA_OF_THE_HIP | 6
HP_BACK_PAIN | 58
HP_BONE_PAIN | 78
HP_CERVICAL CORD_COMPRESSION | 7
HP_CHEST_PAIN | 95
HP_CHRONIC_PAIN | 5
HP_DYSMENORRHEA | 13
HP_DYSPAREUNIA | 38
HP_EAR _PAIN | 15
HP_EPIGASTRIC_PAIN | 7
HP_EPISODIC_ABDOMINAL_PAIN | 34
HP_EXERCISE INDUCED_MYALGIA | 24
HP_FLANK_PAIN | 6
HP_GAIT_DISTURBANCE | 1008
HP_HEADACHE | 250
HP_HIP_PAIN | 8
HP_IMPAIRED_PAIN_SENSATION | 55
HP_LIMB PAIN | 31
HP_LOW_BACK_PAIN | 6
HP_LOWER_LIMB_PAIN | 22
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HP_MIGRAINE_WITHOUT_AURA
HP_MUSCLE_STIFFNESS

HP_MYALGIA

HP_NEURALGIA

HP_OCULAR_PAIN

HP_SHOULDER_PAIN
HP_SPONTANEOUS_PAIN_SENSATION
HP_RECURRENT_PAROXYSMAL HEADACHE
HP_PAIN_IN_HEAD AND_NECK _REGION
HP_PHOTOPHOBIA

74
144
12
14

32
32
228
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Ademas, se compard con la base de datos HP_PAIN para el término general del dolor con 642

genes.

A
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Figura 35. Esquema de resultados del método GSEA. A) En primer lugar se puntua la lista de genes a

estudiar con sus valores de expresion en funcidn de dos fenotipos o condiciones (en nuestro caso vehiculo

y oxaliplatino) y su correlacidn con una lista de genes de interés (Gene set S, en nuestro caso las bases de

datos obtenidas del portal MSigDB relacionadas con el término dolor). Los genes mas relevantes, es decir,

con mayor correlacidn se situan al principio o al final de la lista “Gene set S”. El valor ES (“Enrichment

score”) se define como la desviacion maxima encontrada en todo el listado de genes. Si el valor se en-

cuentra al principio de la lista serd positivo y el fenotipo enriquecido serd A. Por el contrario si ES es ne-

gativo se situard al final de la lista y el fenotipo relacionado con las bases de datos sera B. Modificado de

Subramanian et al., 2005.
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3.13.4. Analisis bioinformatico comparativo con otros estudios de expresion

Una parte importante del trabajo presentado en esta memoria ha consistido en la comparacion
del perfil genético generado tras el aislamiento por FACS y posterior secuenciacién de nuestras
muestras con las bases de datos de expresidn de genes en neuronas sensoriales publicados por
otros laboratorios. El analisis comparativo se ha realizado usando estudios de secuenciacién en
bloque, donde las neuronas se aislaron por metodologia FACS o MACS (del inglés, “Magnetic
Cell Sorting”; Thakur et al., 2014) y estudios mas recientes donde se realizé la secuenciacién de

células individuales.

a) Andlisis comparativo con otros trabajos realizados por secuenciacion en bloque

En primer lugar, determinamos si los genes expresados diferencialmente en nuestro estudio
presentan un origen neuronal o en su lugar derivan de células satélites (referente a las secciones
4.2.3. de los resultados). Para ello se uso el material suplementario presentado en los trabajos
de (Thakur et al., 2014; Lopes, Denk and McMahon, 2017), indicado con los respectivos nimeros
de identificacion de la base de datos GEO (del inglés “Gene Expression Omnibus”); GSE100175 y
GSE62424 respectivamente. En estos estudios, se consideraron los genes como neuronales o no
neuronales de acuerdo con el cociente de la expresion de cada gen entre las neuronas DRGs
purificadas con la tecnologia MACS o por FACS, ya que las neuronas purificadas por esta uUltima
técnica contienen alrededor de un 30 % de células satélites (Lopes, Denk and McMahon, 2017).
En este estudio, establecieron que un valor menor o igual a 0.25 en el cociente indica que el gen
a estudiar esta especialmente enriquecido en células de origen no neuronal. El listado de genes
identificados en este estudio, junto con su asignacién en origen neuronal o no neuronal se com-
pararon con los genes DE obtenidos del analisis diferencial para las poblaciones EYFP+, IB4+ vy la
DN. Esta clasificacién se complementé con otros subtipos neuronales que pudieran estar subes-
timados en el trabajo de Lopes y colaboradores y que corresponden a las neuronas Nay1.8+/
IB4+, Nay1.8+/IB4- y PVALB+ identificadas en los trabajos de Chiu et al., 2014, los genes identifi-
cados en el trabajo de Reynders et al., 2015, que pertenecen a la poblacién C-LTMR (separada
usando los marcadores Ginip+/Mrgprd-) y los marcadores positivos para la poblacién IB4+ (Gi-
nip+/MRGPRD+). Los genes que no pudieron ser clasificados como genes expresados en neuro-

nas o células satélites, se los considerd inespecificos.

Al estudiar los genes DE tras la induccién de la neuropatia por oxaliplatino, nos interesamos

ademads en conocer si los genes alterados con origen no neuronal son marcadores del sistema
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inmunitario, mas concretamente, si su expresidn esta presente en células T y macréfagos. Exis-
ten numerosos estudios que indican la relevancia de las células del sistema inmune en el dolor,
mas especificamente en la hiperalgesia producida tras un dafio o lesién, que puede ser causada
por una infiltracidon de células del sistema inmune (Cobos et al., 2018). Es por ello por lo que se
uso la base de datos de macréfagos (GSE28621, F4/80+, CD11b+ inflammation-associated ma-
crophages 72 hours post stimulation) del estudio realizado por (Rosas et al., 2014) y las células
T (GSE60354, CTL_YFP_IFNG y DNRAR_YFP_IFNG Interferon stimulated T cells), del estudio de
(Brown et al., 2015). Para estandarizar los resultados, el analisis de expresién diferencial se
realizé de nuevo frente a sus respectivos controles usando la herramienta online GEO2R

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/geo2r.html), y se identificaron los genes diferencial-

mente expresados con un valor dos veces mayor |Log2FC| > 1y un valor p estadistico menor de
0.05 (FDR, Benjamini & Hochberg). En el diagrama de la figura 36 se indica los pasos seguidos
para la comparacién entre bases de datos de estudios externos con nuestro el transcriptoma
obtenido para la comparacidn entre las poblaciones EYFP+, IB4+ y la DN en condiciones control

y tras la induccién de la neuropatia.
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Figura 36. Esquematizacion de los pasos para el analisis comparativo con estudios de expresion en
“bulk”. Las listas de genes de los respectivos estudios mencionados previamente se compararon y filtra-
ron con los resultados obtenido del andlisis de expresién diferencial al comparar las poblaciones EYFP+,
IB4+y la DN. Los genes DE obtenidos al comparar entre poblaciones o entre las muestras control y trata-
das se les asignd un origen neuronal, no neuronal (derivado de células satélites) e inespecifico. A su vez
el grupo neuronal se subdividié en Nav1.8+/I1B4-, Nav1.8+/IB4+, C-LTMRs y PVALB+ que son las principales
subpoblaciones no solapantes obtenidas mediante la técnica de FACS-RNASeq. En el estudio de expresidon
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tras la induccién de la neuropatia por el compuesto de oxaliplatino se examinaron también aquellos genes
de origen no neuronal que identificaban a marcadores propios de macrofagos y células T (células Thly
Th17). Se indican entre paréntesis el nUmero de genes encontrado en cada estudio.

b) Andlisis comparativo con otros trabajos realizados por secuenciacion en célula unica

Para investigar a qué subpoblacidn neuronal se asemeja el perfil molecular obtenido de nuestras
neuronas de DRGs EYFP+, en la seccidn 4.2.4 de los resultados hemos agrupado y normalizado
las células secuenciadas de las bases de datos de (Usoskin et al., 2015; Li et al., 2016; Zeisel et
al., 2018; Sharma et al., 2020), en un conjunto de 12.435 células totales. Para ello, seguimos el
protocolo de andlisis bioinformatico publicado en el articulo Ma et al., 2020 y nos hemos basado
en el lenguaje Python usando el paquete SCANPY (1.7.2). El cddigo completo puede encontrarse

en “https://github.com/JonETJakobsson/Npy2r-neurons-in-DRG”.

Los pasos seguidos fueron practicamente iguales al trabajo original, con la excepcion de que en
esta Tesis se han incluido los datos obtenidos del trabajo de Sharma et al., 2020, que ha sido el
estudio mas reciente de secuenciacién por célula Unica (scRNA-Seq) de neuronas sensoriales
murinas de DRG. Brevemente, los datos de la expresién génica para las neuronas sensoriales
DRG se obtuvieron de las base de datos GEO (GSE59739, GSE63576 y GSE139088) a excepcion
de los datos de Zeisel, que se obtuvieron directamente en formato loom (l6_Peripheral_sen-
sory_neurons.loom) y posteriormente exportados a una matriz Excel de la pagina web del labo-

ratorio de Linarsson (http://loom.linnarssonlab.org/).

El nimero de conteos para cada célula se normalizé al valor medio de la suma de las lecturas
para todas las células y posteriormente se transformaron a escala logaritmica (sc.pp.log1p). Se
detectaron los 5.000 primeros genes mas variables para cada base de datos y la variabilidad
prexistente en estos 5.000 genes por el efecto de tanda entre los distintos trabajos, se corrigio
por el método de vecinos mutuos mas préximos (matching mutual nearest neighbors, MNN)

(Haghverdi et al., 2018).

En los trabajos originales encontramos diferencias en la nomenclatura y subtipos de neuronas
sensoriales primarias identificadas, ya que no todos los subtipos estan definidos. Para estanda-
rizar las nomenclaturas utilizadas en todas las neuronas secuenciadas disponibles, los subgrupos
identificados en los trabajos de Zeisel et al., 2018; Sharma et al., 2020, se usaron como modelo
para entrenar un clasificador y volver a asignar un tipo neuronal a aquellas neuronas secuencia-
das en los trabajos mas antiguos de Usoskin et al., 2015 y Li et al., 2016. En este trabajo hemos

definido los siguientes grupos:
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e neuronas mecanorreceptoras de bajo umbral (LTMR) tipo AB, AS y C, y propioceptores
(AB -LTMR, A8-LTMR, C-LTMR y NF4, respectivamente)

e neuronas no peptidérgicas MRGPRD+, MRGPRA3+ y SST+ (NP1, NP2, NP3).

e neuronas peptidérgicas tipo C (PEP1.1, PEP1.2, PEP1.3 y PEP1.4) y tipo A8 (PEP2), junto

con las neuronas de frio.

Ndotese que en algunos casos los subgrupos se agruparon, por simplicidad, para tener la
misma clasificacion descrita en el trabajo de Gatto et al., 2019. Por ejemplo, en el trabajo de
Sharma, los autores definen dos tipos de neuronas peptidérgicas molecularmente distintas
de tipo A (denominadas CGRP-8, y CGRP-n) que en nuestro caso estan agrupadas conjun-
tamente dentro de las PEP2; o el grupo de neuronas de frio esta definido por tres subgrupos
en el trabajo de Zeisel et al (PEP8.1, PEP8.2 y PEP8.3). Tras catalogar cada célula en los dife-
rentes tipos celulares se mapearon de nuevo en los datos sin escalar (previo a corregir los

datos por el método MNN).

Los graficos circulares (referente a la figura 47B seccion 4.2.4 de los resultados) se generaron
usando funcidn dotplot de SCANPY, para los subtipos neuronales definidos en el parrafo ante-

rior.

En la seccidn 4.3.1. de los resultados realizamos una nueva agrupacion de las neuronas TRPM8+
procedentes de ganglios de DRG y TG. Para el andlisis bioinformatico usamos los datos del estu-
dio de secuenciacién en célula Unica de neuronas sensoriales de TG (Nguyen et al., 2017) obte-
nidos de la base de datos GSE101984. Para realizar el mismo analisis en DRG, se utilizaron los
datos derivados del analisis explicado en el parrafo anterior, tras agrupar las neuronas secuen-
ciadas de diferentes trabajos de investigacion. En ambos casos, hemos utilizado el programa
Seurat (v4.0.3) (Stuart et al., 2019) que estd basado en base R y cuyo protocolo puede consul-

tarse en el siguiente enlace; “https://satijalab.org/seurat/”. A continuacion, se explican los prin-

cipales pasos del analisis:

Los datos crudos se filtraron para dejar solo las células con expresion para el transcrito Trom8 >
0y el analisis de “clustering” se realizé siguiendo las recomendaciones de sus desarrolladores
(Satija Lab) y descritas en el tutorial para el paquete bioinformatico Seurat. Las células se filtra-
ron segln su nivel de contaminacién mitocondrial (se ajusté un 1 % como corte para TGy 0.5 %
para DRG) y el nimero de genes detectados por célula (se consideraron viables si tenian un
nuimero entre 8500 y 200). Los datos se escalaron antes de realizar la reduccion dimensional
NormalizeData() y ScaleData() y las funciones JackStrawPlot() y ElbowPlot() se usaron para com-

parar la distribucidn de andlisis de componentes principales (PCA) y encontrar la verdadera di-
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mensionalidad de los datos. En este trabajo, hemos establecido un corte de 10 para los compo-
nentes principales. La agrupacion en subgrupos (usando la funcién FindClusters; object = so, re-
solution = 0.5) y su visualizacién, se llevd a cabo usando una distribucién “t Stochastic Neighbor
Embedding” (tSNE) (usando la funcidn RunTSNE; object = so, dims = 1:5). Para identificar los
marcadores especificos para cada cluster, se usd la prueba Wilcox ajustado a un valor de

|Log2FC| > 0.25 al comparar con los subgrupos restantes.

Para el analisis de reproducibilidad de los resultados, usamos el programa estadistico MetaNei-
ghbor (Crow et al., 2018). Para ello se combinaron en una Unica matriz los datos de las neuronas
TRPMS8+ para TG y DRG, que previamente se habian escalado en el andlisis de “clustering” des-
crito en el pdarrafo anterior. Los genes mas variables en funcién de su expresion media en su
ultimo cuartil al comparar los subgrupos de neuronas TRPM8+ de DRG vs TG se identificaron con
la funcién variablegenes(), seleccionando 100 genes. A partir de estos genes pudimos comparar
la similitud entre los subtipos celulares de TG y DRG. El programa Metaneighbor se utilizd en su
modalidad no supervisada segun las instrucciones de sus desarrolladores (“https://gi-

thub.com/maggiecrow/MetaNeighbor#funsupervised”).

3.13.5. Programas informaticos utilizados y estadistica

Los datos estadisticos estan representados como la media * error estandar de la media (SEM) a
no ser que se especifique lo contrario. Los graficos se generaron usando los programas Origin
2019 (OriginLab®) y GradPad Prism 8 (GradPad®). Los mapas de calor o “heatmaps” se realizaron
usando el lenguaje R con la funcién pheatmap() y con las unidades escaladas a las filas
(scale="row’), salvo que se especifique lo contrario. Todos los graficos se ilustraron y adaptaron
usando CanvasX (Canvas GFX®). Para el andlisis estadistico de los datos se usd el software
GraphPad Prism 8 a excepcién del analisis bioinformatico llevado a cabo para el estudio de los
datos de secuenciaciéon tal como se detalla en sus respectivos apartados. La prueba estadistica
y el nivel de significancia se indican en los pies de las figuras en el apartado de resultados. Si ho

se especifica, el analisis estadistico esta calculado como prueba de dos hipdtesis (a dos colas).
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Resultados

4.1. Caracterizacion funcional de las poblaciones TRPMS8+, IB4+y DN

En este bloque de experimentos realizamos una caracterizacidn funcional de las neuronas de
DRG sensibles al frio en cultivo, mediante la técnica de fluorimetria de calcio. Con este fin, se
utilizé la linea transgénica reportera TRPMS8BACEYFP y el marcaje con la isolectina GS-IB4 para asi
identificar las poblaciones neuronales TRPMS8+ e IB4+ (TRPM8-/1B4-). Adicionalmente, en la sec-

cién 4.1.4, examinamos el papel del canal TRPA1 en la transduccion al frio.

4.1.1. La co-expresion de TRPMS e IB4 en neuronas sensibles al frio de los ganglios

raquideos es baja

Previo a la caracterizacién funcional, se analizaron los niveles de fluorescencia endégena de las
neuronas EYFP+ en cultivos de DRG obtenidos de animales TRPMS8BAEYFP. Las imagenes de epi-
fluorescencia revelan un marcaje fluorescente variable, siendo posible separar las neuronas en
dos grupos, en funcién de su intensidad de fluorescencia y su tamario (figura 37A-B). Las neuro-
nas EYFP+ con una fluorescencia menor del 40 % de la intensidad maxima se consideraron de
baja intensidad y se denominaron WF-EYFP+ (“weakly fluorescent”), representando el 83 %
(378/453) de las neuronas EYFP+ (figura 37B; grafico circular). Aquellas con una intensidad ma-
yor del 40 % de la intensidad maxima se denominaron IF-EYFP+ (“intensely fluorescent”) y repre-
sentan el 17 % (75/453) del total de neuronas EYFP+. Asimismo, la poblacién EYFP+ representa
el 29.4 % (453/1540) del total de neuronas analizadas. En las imédgenes de la figura 37A y en el
grafico de dispersion de puntos de la figura 37B, se muestran ademas las neuronas doblemente
positivas para el marcaje de IB4 y EYFP y su cuantificacion estd representada en la figura 37C; la
co-expresion de IB4 y EYFP solo se detecta en un 9.7 % de las neuronas (87/882). Ademas, ob-
servamos que la mayoria de las neuronas doblemente positivas pertenecen a la subpoblacién

WF-EYFP+ (10 %, 80/807) y apenas llegé al 1.4 % (7/504) en el caso de las IF-EYFP+,

A continuacidn, se analizé el tamafo de todas las neuronas en cultivo y constatamos que la po-
blacién IF-EYFP+ tienen un tamafo medio menor (didmetro de 16.3 + 0.8 um) que las WF-EYFP+
(21.3 £ 0.4 um). Las células IB4+ y las doble negativas (DN) presentan un tamafio intermedio, de
19+ 0.2 umy 19.4 + 0.2 um respectivamente (figura 37D). En este grafico y en los analisis de
caracterizacién funcional que se describen en la siguiente seccidn, se han excluido los datos de
las neuronas EYFP+/IB4+ por lo que, a no ser que se indique lo contrario, la poblacién EYFP+

refiere a las neuronas EYFP+/IB4- y la poblacién IB4+ a aquellas EYFP-/IB4+.
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Figura 37 Distribucion de las poblaciones TRPMS8+, IB4+ y DN en cultivos de ganglio raquideo del raton
TRPMSBACEYFP. A) Imdagenes de epifluorescencia de las neuronas EYFP+ (excitacidon a 480nm de longitud
de onda), e IB4+ (excitacion a 568 nm) y la superposicion de ambas imagenes con luz transmitida. Las
flechas indican casos infrecuentes de co-localizacién de EYFP e IB4 en la misma neurona. Barra de escala:
50 um. B) Diagrama de dispersion en funcién del tamafio e intensidad de fluorescencia de las neuronas
EYFP+ separando aquellas con alta intensidad (IF > 40% de la intensidad maxima de fluorescencia, verde
claro) y baja intensidad (WF < 40%, verde oscuro). En amarillo se indican ademas aquellas neuronas do-

blemente marcadas EYFP+/IB4+. El grafico de sectores circulares indica el porcentaje de neuronas IF-
EYFP+ y WF-EYFP+ dentro de la poblaciéon EYFP+. C) Datos de co-localizacion con I1B4 de la poblacion de
neuronas EYFP+ (grafico superior) y tras separarlas en IF y WF (grafico inferior). D) Distribucién y valor
medio del didmetro (inserto) de las neuronas EYFP+, |
(***p<0.001, ** p=0.0032, prueba ANOVA-Tukey). 1540 neuronas analizadas, n=10 ratones.
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4.1.2. Diferencias en la sensibilidad al frio entre las poblaciones TRPM8+, IB4+ y DN

La caracterizacién funcional de las neuronas sensoriales se realizd6 mediante experimentos de
imagen de calcio in vitro. Para ello, las células se cargaron con la sonda fluorescente Fura-2AM
y se aplicé una rampa de temperatura desde un valor basal de ~33 2C hasta 12-14 2C. Tras la
estimulacién por frio, se evalué también su estimulacidn quimica a diferentes agonistas de los
principales canales TRPs. La figura 38A muestra un ejemplo representativo del incremento en el
calcio intracelular, expresado como el cociente de las intensidades de fluorescencia (F340/380),
de varias neuronas registradas de forma simultanea en respuesta a un estimulo de frio. En esta
seccion se describen sdlo los resultados analizados de la respuesta al frio y el protocolo completo

de estimulacion se detalla en la siguiente seccidn (seccién 4.1.3).

La mayoria de las neuronas IF-EYFP+ respondieron al frio (75 %, 24/32), una proporcion signifi-
cativamente mayor en comparacién con las poblaciones WF-EYFP+ (12.7 %, 13/102), IB4+/EYFP-
(10.6 %, 13/122) y DN (3.5, % 9/254) (23 experimentos independientes de 7 ratones
TRPMSBACEYFP; p < 0.001, prueba exacta de Fisher, figura 38B).

Estudios previos han demostrado que las neuronas TRPM8+ presentan un tamafio medio infe-
rior al resto de la poblacidn celular (McKemy, Neuhausser and Julius, 2002; Peier, Mogrich, et
al., 2002). Al separar las neuronas IF-EYFP+ y WF-EYFP+ por tamafo, observamos claramente
que aquellas de pequefio tamafio (< 20 um) y alta fluorescencia tienen mayor porcentaje de

respuesta al frio, alcanzando casi el 90 % (88.5 % (23/26), figura 38C).

El promedio de la amplitud de la respuesta de las neuronas IF-EYFP+ también fue significativa-
mente mayor (0.42 + 0.06) comparando con la poblacion 1B4+/EYFP- (0.14 + 0.02) y con la DN
(0.012 £ 0.02, p = 0.006 y p = 0.012 respectivamente, prueba ANOVA a una via y analisis post-
hoc Tukey) (figura 38D). La amplitud de la respuesta en las neuronas WF-EYFP+ fue de 0.27 +
0.07, aungue no se encontraron diferencias significativas al comparar con las poblaciones res-

tantes.

Los estudios funcionales clasifican a los termorreceptores sensibles al frio como de bajo y alto
umbral, en funcién de su temperatura de activacién (Madrid et al., 2009; Teichert et al., 2012;
Gers-Barlag et al., 2021). Basandonos en estos trabajos, las neuronas sensibles al frio se clasifi-
caron en bajo umbral (LT, Low-Threshold, > 26.5°C), alto umbral (HT, High-Threshold, 26.5-19°C),
y muy alto umbral (VHT, very High-Threshold, < 19°C). Segun esta clasificacion, encontramos que
las neuronas IF-EYFP+ presentan umbrales bajos, mientras que las poblaciones IB4+ y DN son

practicamente neuronas de muy alto umbral (figura 38E). La poblacion WF-EYFP+ en cambio,
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presenta un perfil mixto, con representacion de las tres poblaciones neuronales sensibles al frio

(figura 38F).
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Figura 38. Perfil termosensible de las poblaciones EYFP+, IB4+ y DN en respuesta al frio. A) Trazos repre-
sentativos de los incrementos del calcio intracelular en neuronas de las cuatro poblaciones estudiadas en
respuesta al estimulo de frio. Las poblaciones WF-EYFP+, IB4 y DN presentan una cinética de respuesta
mas lenta para alcanzar el valor madximo comparado con las IF-EYFP+. B) Cuantificacién del porcentaje de
respuesta en cada poblacién y C), al separar la poblacion IF y WF-EYFP+ segun el tamario celular (mayor o
menor de 20 um de diametro celular) (***p<0.001 y **p<0.01, prueba exacta de Fisher). D) Amplitud
(F340/380) de la respuesta al estimulo de frio (*p<0.05 y **p<0.01, prueba ANOVA-Tukey), E), histograma
mostrando la distribucién del umbral de temperatura y F) cuantificacidon del porcentaje de neuronas sen-
sibles al frio (“CS, cold sensitive”) de bajo umbral (LT-CS, Low-Threshold, >26.5°C), alto umbral (HT-CS,
High-Threshold, 26.5-19°C) y muy alto umbral (vHT-CS, very High-Threshold, <19°C), para para las pobla-
ciones IF-EYFP, WF-EYFP+, IB4+/EYFP- y DN. G) Valor medio de la temperatura de activacion (umbral) en
las diferentes poblaciones, (**p<0.01 y ***p<0.001, prueba ANOVA-Tukey) y H) valor medio del tiempo
al pico tras la activacion por frio (n.s. **p>0.01, prueba ANOVA-Tukey). I) Distribucion de las neuronas en
funcién del umbral de temperatura y el tiempo al pico y J), mismo analisis representando las neuronas
AITC- y AITC+. Neuronas sensibles al frio analizadas n=24 IF-EYFP+, n=13 WF-EYFP+, n=11 IB4 y n=9 DN;
Ntotai=534 neuronas analizadas de 7 animales.

Los valores promedio del umbral de temperatura de las diferentes poblaciones fueron de 30.3
+ 0.7 °C (IF-EYFP+), 24.5 + 1.9 °C (WF-EYFP+), 16.5 + 1.1 °C (IB4+/EYFP-) y 15.2 + 0.6 °C (DN,
figura 38G), siendo significativamente distintos al comparar ambas poblaciones EYFP+ respecto
de las IB4+ y DN y al comparar el umbral medio entre las poblaciones IF-EYFP+y WF-EYFP (p <
0.001 vy p = 0.002, respectivamente, prueba ANOVA a una via y analisis post-hoc Tukey).

También analizamos el tiempo que transcurre hasta que la amplitud de la respuesta al frio al-
canza el maximo de amplitud (tiempo al pico). Al analizar el valor promedio, las diferencias fue-
ron significativas al comparar la poblacién IF-EYFP con la poblacién IB4+ (p = 0.0042, prueba
ANOVA a una via y analisis post-hoc Tukey, figura 38H). En la figura 38l se representaron los
valores medios de la amplitud de respuesta en funcidon de su umbral de temperatura y se ob-
serva que las neuronas IF-EYFP+ tienen una cinética rapida, mientras que en las poblaciones con
umbrales mas altos (responden a temperaturas mas bajas) la cinética es mas lenta, propiedad
caracteristica de neuronas nociceptivas (Thut, Wrigley and Gold, 2003; Babes, Zorzon and Reid,
2004). Todas las neuronas sensibles al frio que respondieron a AITC presentaron una cinética
mas lenta (76.05 + 9.17 seg vs 40.78 + 4.44 seg, p < 0.001, prueba t-Student no pareada) y um-
brales de activacién mas altos (16.85 + 0.92 2C vs 27.7 £ 0.83 2C, p < 0.001, prueba t-Student no

pareada, figura 38J).
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4.1.3. Las neuronas TRPMS8+, IB4+ y DN responden de forma diferente a agonistas

especificos de los canales TRP

Para profundizar en la caracterizacién funcional de las subpoblaciones de neuronas, tras la esti-
mulacién con frio aplicamos una bateria de agonistas de los principales canales TRPs termosen-
sibles. La figura 39A muestra las imdgenes en pseudocolor de la fluorescencia de YFP e IB4 (pri-
mera imagen) y de las respuestas de calcio a los diferentes estimulos aplicados (frio, mentol,
mentol y frio, AITC, capsaicina y KCl). En la figura 39B se representan trazos representativos del
incremento en el calcio intracelular en neuronas EYFP+, IB4+/EYFP- y DN del experimento en la
figura 39A. En esta caracterizacion usamos mentol como agonista del canal TRPM8 y AITC y
capsaicina como agonistas de los canales TRPA1y TRPV1 respectivamente (Caterina et al., 1997,
Bandell et al., 2004). Como se indica en la parte superior del grafico, aplicamos KCI (30 mM) al
final del protocolo de estimulacién para confirmar la viabilidad de las neuronas que no hubieran

respondido a los estimulos previos.

Al igual que con el estimulo de frio (75 % de respuesta), que hemos vuelto a representar en la
figuras 39Cy D, un 62.5 % (20/32) y un 78.1 %, (25/32) de las neuronas IF-EYFP+ respondieron
a mentol y al frio en presencia de mentol, siendo estos porcentajes significativamente mayores
al compararlos con las poblaciones IB4+/EYFP-y DN (p < 0.001, prueba exacta de Fisher); un 28.1
% (9/32) de neuronas IF-EYFP respondieron a capsaicina y sélo un 6.25 % (2/32) respondieron
AITC, consecuente con la baja co-expresion de TRPA1 y TRPM8 demostrada en varios estudios,
tanto funcionales como de expresién (Story et al., 2003; Kobayashi et al., 2005; Usoskin et al.,

2015).

La proporcién de neuronas WF-EYFP+ que respondieron a los agonistas de TRPMS fue significa-
tivamente menor y similar al resto de la poblacion EYFP- con un 11.8 % (12/102) para mentol y
un 24.5 % (25/102) para el frio en presencia de mentol. Un 20.6 % (21/102) y un 35.3 % (36/102)

de las neuronas respondieron a AITC y capsaicina respectivamente.

Como era esperable, el porcentaje de neuronas IB4+/EYFP- que respondieron a AITC fue muy
alto y significativamente mayor al compararlo con el resto de las subpoblaciones (73.8 % 90/122,
p < 0.001 prueba exacta de Fisher). En esta subpoblacion, un 34.4 % (42/122) respondié a mentol
en presencia del frio y menos de un 15 % respondieron a los agonistas por separado (un 10.6 %
(13/122) para frio, como ya indicamos en el apartado anterior y 13.1 % (16/122) para mentol).
Sorprendentemente, solamente un 12.3 % (15/122) respondié al estimulo de capsaicina y en

menor proporcidn que las demas poblaciones (p < 0.001, prueba exacta de Fisher). Finalmente,
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un 24.4 % (62/254) y un 32.7 % (83/254) de las neuronas DN respondieron a AITC y capsaicina

respectivamente y muy pocas neuronas respondieron a los agonistas de TRPMS (figura 39C).

Los incrementos de calcio en respuesta a los diferentes estimulos fueron similares entre las dis-
tintas poblaciones (figura 39D) exceptuando el estimulo de frio ya mencionado en la seccién

anterior.

Cémo ya comentamos en la introduccidn, se ha descrito que el canal TRPA1 puede activarse por
temperaturas bajas, en el rango nocivo, y por mentol. Por ello, analizamos el nimero de neuro-
nas sensibles al frio o mentol que responden a AITC para cada poblacion (figura 39E). Se observd
gue la mayoria de las neuronas que responden al frio y al AITC pertenecen a las poblaciones
IB4+/EYFP- o DN, las cuales supuestamente no expresan el canal TRPMS (el 84.6 % (11/13) de
las neuronas IB4+/EYFP- y el 66.7 % (6/9) de las DN sensibles al frio respondieron al AITC). Por
otro lado, no se encontraron neuronas IF-EYFP+ sensibles al frio y a AITC y solo un 30.7 % (4/13)

de las WF-EYFP+ respondieron al frio y al AITC (figura 39E, izquierda).

De igual manera, ninguna neurona IF-EYFP que respondid al mentol lo hizo a AITC, frente al 93.7
% (15/16) y 83.3 % (10/12) de respuesta observado en las poblaciones IB4+/EYFP- y DN respec-
tivamente; solo un 25 % (3/12) de las neuronas WF-EYFP+ que respondieron al mentol, también
respondieron al AITC. Las diferencias fueron estadisticamente significativas entre las neuronas
EYFP+ y EYFP-, especialmente para la poblacion IB4+/EYFP- ante ambos agonistas (p < 0.001,

prueba exacta de Fisher).

No obstante, cuando analizamos el nimero de neuronas sensibles al frio o al mentol dentro de
la poblacién AITC+, encontramos que menos del 20 % respondieron a ambos agonistas (figura
39F). Estos datos sugieren que parte de la respuesta al frio o al mentol en las subpoblaciones
IB4+/EYFP- y DN estaria mediada por el canal TRPA1, pero no todas las neuronas AITC+ respon-

den a estos agonistas.
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Figura 39. Caracterizacion funcional de las neuronas EYFP+, IB4+ y DN en respuesta al frio y distintos
agonistas de canales TRP. A) (primera imagen), superposicion de las imagenes de epifluorescencia de
EYFP e IB4 (excitacién a 480nm y 568 nm respectivamente) e imagenes en pseudo color, indicando el valor
de la razén de fluorescencia para 340 y 380 nm, de neuronas de DRG en cultivo. Barra de escala 10 um.
B) Curso temporal de los cambios en el nivel de calcio intracelular para neuronas representativas de las
distintas subpoblaciones, registradas en A. Los estimulos aplicados se indican en la parte superior del
grafico y corresponden a las imagenes en A. C) Cuantificacion del porcentaje de respuesta a los estimulos
de frio, mentol (100 uM), mentol + frio (M+F), AITC (100 uM) y capsaicina (100 nM) en las subpoblaciones
estudiadas; (***p<0.001 al comparar las respuestas a frio, mentol y M+F de la poblacién IF-EYFP+ con las
poblaciones restantes indicado en verde. ***p<0.001 al comparar la poblacién IB4+/EYFP- con las restan-
tes, para los estimulos de AITC y capsaicina, indicado en rojo, prueba exacta de Fisher). D) Amplitud de las
respuestas (F340/380) a los diferentes estimulos (*p<0.05 y **p<0.01, prueba ANOVA-Tukey al comparar
la poblacion IF-EYFP+ con IB4+/EYFP- y DN, respectivamente). E) Porcentaje de neuronas sensibles al frio
(“CS, cold sensitive”, izquierda) o mentol (“MS, menthol sensitive”, derecha) que respondieron a AITC en
las distintas subpoblaciones (*p<0.05, ***p <0.001 al comparar las neuronas |B4+/EYFP- y DN con las dos
poblaciones EYFP+, prueba exacta de Fisher). F) NiUmero de neuronas AITC+ que respondieron a frio o
mentol. G) Diagramas de Venn mostrando la proporcidn de neuronas polimodales y unimodales en base
al estimulo de frio. El circulo en blanco representa el nUmero de neuronas que sélo respondieron al esti-
mulo de frio mientras que los circulos coloreados en azul, amarillo y marrén representan a las también
sensibles a los agonistas mentol, AITC y capsaicina respectivamente. El nimero total de neuronas sensi-
bles al frio se indica debajo de cada diagrama de Venn. ntta=534 neuronas analizadas de 7 animales.

En los diagramas de Venn de la figura 39G se ha representado un resumen de la caracterizacion
funcional de las neuronas termosensibles segln su respuesta al mentol, AITC y capsaicina; las
poblaciones se han dividido en funcién de si sélo responden al estimulo del frio o también a los
distintos agonistas quimicos. La mayoria de las neuronas sensibles al frio analizadas presentan
un caracter polimodal para los agonistas testados, siendo muy pocas las que sélo responden al
frio (un 12.5 % (3/24), 14.3 % (1/13), 7.7 % (1/13) y 22.2 % (2/9) para las neuronas IF-EYFP+, WF-
EYFP+, IB4+/EYFP-y las DN respectivamente). Dentro de la poblacién WF-EYFP+, se observa que
todas las neuronas sensibles al frio y al AITC responden ademds a capsaicina (30.7 % (4/13)),
mientras que la mayoria de las neuronas que responden al frio y a capsaicina son también sen-
sibles a mentol. Para la poblacién IB4+/EYFP- no encontramos neuronas termosensibles que res-
pondan a capsaicina, contrastando con la poblacién DN, donde encontramos neuronas que pue-

den responder a capsaicina o bien AITC o ambos agonistas.

4.1.4. TRPAL1 es el principal sensor de la respuesta al frio en la poblacion IB4+

Los resultados presentados hasta ahora demuestran que una fraccidn de las neuronas EYFP-y
por ende TRPM8-, respondieron al estimulo del frio y al mentol. En general, estas neuronas pre-

sentan umbrales de activacion para la temperatura mas bajos (< 19 2C) y responden al AITC, lo
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que sugiere el papel del canal TRPA1 en dicha respuesta. Para confirmar esta hipdtesis, caracte-
rizamos las respuestas al frio y a diferentes agonistas en ratones deficientes para los canales
TRPA1 o TRPMS, y comparamos los resultados con los obtenidos previamente en animales sil-
vestres, WT (en esta seccidn, se considera como animales WT a los ratones transgénicos de la

linea TRPMS8BACEYFP, véase de nuevo materiales y métodos).

Se ha descrito que el canal TRPA1 puede activarse por mentol a concentraciones del orden mi-
cromolar (Karashima et al., 2007; Xiao et al., 2008). Por ello, para evitar la activacion cruzada de
TRPMS8 y TRPA1 por el mentol, en este bloque de experimentos usamos el compuesto WS-12,
un agonista de TRPMS8 con mayor afinidad (ECso de ~193 nM) y especificidad (Bodding, Wissen-
bach and Flockerzi, 2007). Para confirmar la eficacia del WS-12, realizamos imagen de calcio y
analizamos las respuestas de las diferentes poblaciones a la aplicacion de WS-12 (1 uM y 10 uM)
en ratones TRPMS8BACEYFP y las comparamos con las respuestas a mentol 100 pM. A excepcién
del cambio de WS-12 por mentol, el protocolo de estimulacién fue idéntico al realizado en la

seccion anterior.

En la figura 40A se representan trazos representativos del incremento en el calcio intracelular
de tres neuronas con respuesta al frioy a WS-12 1 uM y 10 uM y mentol obtenidos de experi-
mentos independientes. La concentracién de WS-12 10 uM, activé a un porcentaje mayor de
neuronas IF-EYFP+, aunque las diferencias no fueron significativas con respecto a la concentra-
cién de 1 uM y mentol (figura 40B). Sin embargo, WS-12 a 10 uM no activé ninguna neurona en
la subpoblacién IB4+/EYFP- (0/151), a diferencia del pequefio, pero significativamente diferente,
porcentaje de neuronas que respondieron a mentol (3 % (16/534); p = 0.029 prueba exacta de
Fisher, figura 40B). Esto sugiere que la expresiéon del canal TRPMS8 es minima en la poblacién
IB4+/EYFP-y que sus respuestas al mentol podrian ser debidas a la activacién de TRPAL. Por ello,
en esta serie experimental decidimos usar WS-12 10 uM para activar de manera mas selectiva

al canal TRPMS.

Asimismo, no observamos cambios en los porcentajes de neuronas que responden al AITC en
las que se habia aplicado previamente WS-12 y mentol (figura 40C), por lo que, aunque el mentol

pudiera activar a TRPAL, no afecta a la respuesta al AITC.

A continuacion, realizamos la caracterizacidén funcional de las neuronas en cultivo obtenidas de
ratones deficientes para los canales TRPM8 (TRPM8*C) y TRPA1 (TRPA1X?). En la figura 40D se
muestran dos ejemplos representativos de los cambios en el calcio intracelular en respuesta a
los diferentes agonistas segun el protocolo de estimulacidn que se indica en la parte superior de
las gréficas. Los resultados se compararon con los obtenidos de animales WT (TRPMS8BAEYFP)

en los que se aplicd el mismo protocolo de estimulacion.
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Debido a que la poblacién IB4+ presenta el porcentaje mas elevado de neuronas sensibles a
AITC, centramos el analisis en esta subpoblacidn por lo que separamos entre neuronas |B4+ e
IB4-. Es importante mencionar que el ratén TRPMS8X utilizado pertenece a la linea transgénica
TRPM8GFPf (Dhaka et al., 2007), que a diferencia del ratén TRPMS8®PAEYFP, sélo permite detec-
tar las neuronas TRPM8+ intensamente fluorescentes, tal como han demostrado estudios pre-
vios de nuestro grupo de investigacién (Ordés Fernandez, 2019). Por otro lado, el ratén TRPA1XC
no presenta marcaje especifico fluorescente (Kwan et al., 2006). Para una comparacién equiva-
lente entre las tres lineas utilizadas, no se ha tenido en cuenta el marcaje fluorescente de EYFP,
lo que implica que la mayoria de las neuronas TRPM8+ estarian representadas dentro de la po-

blacion IB4- (trazos azules de las figuras 40D).

En los ratones WT, la proporcidn de neuronas sensibles al frio es similar comparando el total de
neuronas IB4+ e I1B4- (9.5 % (4/42) y 12.2 % (14/110) (p = 0.78, prueba exacta de Fisher), aunque
obviamente la proporcién de neuronas que responden al frio es mucho mayor en las neuronas
IB4- respecto al total de neuronas analizadas (9.2 % (14/152) y 2.6 % (4/152) respectivamente)
(figura 40E), dado que esta poblacién engloba a las neuronas TRPM8+ (recuérdese que para

comparar entre genotipos no separamos por el marcaje de fluorescencia EYFP en el WT).

Cuando comparamos las respuestas entre las distintas lineas, la eliminacién de TRPMS8 o TRPA1
redujo la proporcion de neuronas IB4- que responden al frio con respecto al total de neuronas
analizadas de ratones WT, 3.9 % (19/491) en el ratén TRPM8*° y 4.4 % (26/592) en el TRPA1XC
(p < 0.05 para ambos genotipos, prueba exacta de Fisher), lo que indica que ambos canales i6-
nicos contribuyen a la respuesta al frio de esta poblacidn. En las neuronas IB4+ no se observaron
cambios en la respuesta al frio para los ratones TRPM8C (2.6 % WT vs 3.7 % (18/491) TRPMS8°,
p = 0.78, prueba exacta de Fisher), lo que es consistente con la ausencia de TRPMS8 en dicha

subpoblacién.

Por el contrario, la proporcién de neuronas IB4+ sensibles al frio de ratones TRPA1%C disminuyé
drasticamente con respecto al WT sobre el total de neuronas analizadas (2.6 % WT vs 0.5 %
(3/592) TRPA1XY, p = 0.035, prueba exacta de Fisher), y sugiere que la respuesta al frio en esta

subpoblacién estaria mediada mayoritariamente por TRPAL1 (figura 40E).

Finalmente, analizamos el umbral de temperatura en respuesta al frio de las poblaciones I1B4- e
IB4+ en los distintos genotipos. Dado que el frio fue el primer estimulo utilizado en nuestros
protocolos de estimulacidn, se juntaron los datos de las tres tandas de los experimentos reali-
zados (WS-12 a ambas concentraciones y mentol) para la condicion silvestre. Los resultados ob-

tenidos fueron muy informativos. En la figura 40F, se representa la temperatura media de acti-
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vacion para las neuronas IB4- e IB4+ de ratones WT, TRPM8*C y TRPA1XC, Las neuronas I1B4- sen-
sibles al frio de ratones WT se activan en un amplio rango de temperaturas, abarcando mayori-
tariamente umbrales bajos y muy altos. En contraste y tal como observamos en la seccién ante-
rior, la poblacion IB4+ sensible al frio es mayoritariamente de alto umbral, es decir, responde
principalmente a temperaturas muy bajas, menores de 19 2C. Asi, el valor medio del umbral para
la poblacién IB4- resulté significativamente mds bajo que para la poblacién I1B4+ (24.1 £ 0.75 2C
IB4- vs 18.45 + 1.11 2C IB4+, p = 0.0002 prueba ANOVA a una via y analisis post-hoc Sidak, figura
40F).

En las neuronas IB4- de ratones TRPMS8XC desaparecen las respuestas al frio de bajo umbral, por
lo que el umbral promedio de temperatura disminuyé significativamente al compararlo con las
neuronas de animales silvestres (24.1 + 0.75 2C WT vs 16.88 + 0.5 2C TRPMS8¥®, p < 0.001 prueba
ANOVA a una via y andlisis post-hoc Sidak). En las neuronas IB4+ no se produjeron cambios en
el umbral. Tampoco se encontraron diferencias cuando comparamos los umbrales de las neuro-
nas TRPM8*? IB4+ e I1B4- (figura 40F). Esto es debido a que las respuestas de bajo umbral (> 26.5
2C) son mediadas por el canal TRPM8. En cambio, no hemos observado diferencias para las neu-

ronas IB4+, que no expresan el canal TRPMS8, pero si TRPAL.

En los animales TRPA1XC se produjo el cambio opuesto en la sensibilidad térmica de las neuronas
IB4-, aumentando significativamente su umbral de temperatura con respecto a los animales sil-
vestres (24.1 +0.75 2C WTvs 28.5+ 1.1 2C TRPA1*®, p = 0.012, prueba ANOVA a una via y analisis
post-hoc Sidak, figura 40F). Este cambio se debe a que desaparecen las respuestas al frio de muy

alto umbral.
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Figura 40. La eliminacidén de los canales TRPM8 y TRPA1 reduce las respuestas a frio en las poblaciones
IB4- e IB4+. A) Trazos representativos de los incrementos del calcio intracelular (F340/380) en neuronas
sensibles a mentol (100 uM) y WS-12 (a 1 pM y 10 uM) de tres registros independientes de ratones WT
(TRPMSBACEYFP). La zona sombreada en azul representa el tiempo de aplicacidn de la rampa de frio. El eje

X (tiempo, seg), se ha cortado para permitir alinear la longitud de los trazos. En los tres protocolos, tras la
aplicacion conjunta de WS-12/mentol y frio las neuronas se estimularon con AITC (100 uM), capsaicina

(Caps, 100 nM) y KCI (30 mM) en este orden. B) Histograma comparativo de los porcentajes de respuesta
a los agonistas del canal TRPMS8, WS-12 (1 uM y 10 uM) y mentol (100 uM), en distintas subpoblaciones
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de neuronas en ratones WT (Trpm8B8A°EYFP) marcados con la isolectina IB4, normalizado con respecto del
numero total de neuronas analizadas por cada tipo de estimulo. C) Mismo analisis que en B, para los
porcentajes de respuesta al AITC para cada concentracidn testada de WS-12 (1 uM y 10 uM) y mentol
(100 uM). En las columnas se indica en numero de neuronas que responden en cada subpoblacién IF-
EYFP+ (verde claro), WF-EYFP+ (verde oscuro), IB4+/EYFP- (rojo) y DN (gris). ntotai=172 WS-12 (1 uM), nio-
ta=152 WS-12 (10 uM) y ntotai=534 mentol (100 M) neuronas analizadas de n=2 ratones para cada con-
centracién de WS-12 y n=7 para el agonista mentol (*p<0.05 al comparar las respuestas a WS-12 (10 uM)
y mentol de la poblaciéon IB4+/EYFP- indicado en rojo, prueba exacta de Fisher). D) Trazos representativos
del cambio en el calcio intracelular de neuronas I1B4+ (rojo) e IB4- (azul) obtenidas de un ratén TRPM8K®
(gréfico superior) y TRPA1XC (grafico inferior) en respuesta a los estimulos aplicados que se indican en la
parte superior de la grafica: frio (=122C), WS-12 (10 uM), AITC (100 puM), capsaicina (100 nM) y KCI (30
mM). E) Graficos de sectores circulares representado el porcentaje de neuronas IB4- e IB4+ que responden
al frio (“CS, cold sensitive” y “Cl, cold insensitive”) en ratones WT, TRPM8XC y TRPA1XC sobre el total de
neuronas analizadas (azul y rojo respectivamente) (*p<0.05 al comparar el total de las respuestas al frio
en los ratones deficientes respecto al WT, indicado en rojo o azul seglin corresponda a la poblacién IB4-
6 IB4+, prueba exacta de Fisher). F) Umbral promedio de temperatura (***p<0.001, *p<0.05, ANOVA-
Sidak) para neuronas I1B4- (azul) e I1B4+ (rojo). ntotai = 152 para WT, niotal = 492 para TRPMS8*C, notai = 592
para TRPA1X®; 2 ratones por genotipo.

Los resultados demuestran que la eliminacién de los canales TRPM8 y TRPA1 afecta a la activa-
cion por frio de neuronas de bajo y alto umbral respectivamente, y dado que la poblacién I1B4-
puede expresar TRPM8 o TRPA1, decidimos separar la poblacidn sensible al frio en AITC-y AITC+.
Tal como hemos comentado previamente, los datos para los ratones WT descritos en la figura
40F provienen de un conjunto de varias tandas de experimentos en los que usamos los agonistas
mentol y WS-12. No obstante, previamente concluimos que la aplicacién de mentol o WS-12 no
afecta a dichas respuestas por lo que los datos incluyen las distintas tandas experimentales

(véase de nuevo figura 40C).

En la figura 41A se muestra el porcentaje de neuronas AITC- y AITC+ sensibles al frio en funcion
de su umbral de temperatura (LT-CS, HT-CS y vHT-CS). Las diferencias entre los genotipos son
similares a lo observado cuando separamos en neuronas IB4- e IB4+. Para la poblacién AITC-, las
respuestas al frio de bajo umbral desaparecen en los ratones TRPM8° (6.76 % (39/577) WT vs
0.29 % (1/348) TRPMS8XC, p < 0.001, prueba exacta de Fisher), sugiriendo que TRPM8 media estas
respuestas (> 26.5 2C). Nétese que en la poblacidon AITC- también se reduce el nimero de las
neuronas LT-CS y vHT-CS en los ratones TRPA1¥C, sugiriendo un posible mecanismo modulador
de TRPA1 sobre otros tipos de respuestas al frio no dependientes del canal, incluidas aquellas
dependientes de TRPMS8 (Yamaki et al., 2021) (figura 41A, grafico superior). Por el contrario, al
eliminar TRPMS8, no hemos observado cambios en el nimero de neuronas sensibles al frio en las
poblaciones HT-CS y vHT-CS para las neuronas AITC- y AITC+ (figura 41A, ambos graficos). Asi-
mismo, la ablacion de TRPA1 elimina completamente las respuestas al frio en neuronas AITC+

(figura 41A, grafico inferior).
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La figura 41B muestra el mismo analisis representado en la figura 40F separando a su vez en
IB4- e IB4+ para las neuronas AITC- y AITC+ de ratones WT, TRPMS8*® y TRPA1C, Estos datos
confirman que las neuronas AITC+ pertenecen a la poblacién de alto umbral independiente-
mente de si se unen o no a IB4, mientras que la poblacién AITC- presentan temperaturas um-
brales altas, > 26.5 2C. Curiosamente, seguimos viendo un aumento en el valor promedio del
umbral en la poblacién IB4-/AITC- de los ratones TRPA1XC con respecto a los animales silvestres,
aunque la diferencia no resulto significativa en este caso (26.3 + 0.79 C WT vs 28.5 + 1.1 eC

TRPA1X®, p = 0.44, prueba ANOVA a una via y andlisis post-hoc Sidak, figura 41B).

Los diagramas de la figura 41C resumen los resultados, clasificando las neuronas sensibles a frio
en funcién de su marcaje con IB4 y su respuesta a AITC. La ablacion de TRPMS8 afecta casi exclu-
sivamente a las neuronas sensibles al frio IB4-/AITC- (figura 41C); el porcentaje de esta poblacién
de neuronas disminuyé significativamente de un 9.4 % (59/631) en el grupo silvestre aun 2.3 %
(8/343) en ratones TRPM8 C sobre el total de neuronas analizadas (p < 0.001, prueba exacta de
Fisher), indicando que TRPMS es el principal responsable de la deteccidn del frio en esta pobla-
cion. La poblacidn IB4+ no se vio afectada en los animales TRPMS8XC, conservandose el porcen-

taje de neuronas activadas por frio y su sensibilidad a AITC.

Ademas, hemos observado que existe aun un pequefio porcentaje de neuronas AITC- que res-
pondieron al frio en los ratones TRPM8C, tanto para la poblacion I1B4+ como I1B4- (2.3 % (8/343)
y 2.7 % (4/148) respectivamente). Estos datos son coherentes con otros resultados de estudios
previos, donde se han observado algunas respuestas al frio independientes de la activacion de
TRPMS8 o TRPA1, lo que sugiere la existencia de un mecanismo adicional en la transduccion del
frio (Babes, Zorzon and Reid, 2004; Hjerling-Leffler et al., 2007, Munns, AlQatari and
Koltzenburg, 2007; Ran, Hoon and Chen, 2016; Memon et al., 2017; Michot, Lee and Gibbs, 2018;
Leijon et al., 2019).

Finalmente, en los animales TRPA1XC disminuyd significativamente la proporcidn de neuronas
sensibles al frio, tanto entre las IB4- como las IB4+ con respecto a los animales WT. Cémo era de
esperar, este descenso se debe a la completa desaparicion de la poblacidon sensible al frio AITC+,
(3.2 % (20/631) WT vs 0 % (0/427) en la poblacién IB4-; y 8 % (18/227) vs 0 % (0/165) para la
poblacion 1B4+, p < 0.0001 prueba exacta de Fisher, figura 41C), lo que evidentemente indica
que la respuesta al frio en estas neuronas esta mediada por TRPA1l. Ademads, la ablacién de
TRPAL reduce el numero de neuronas AITC- sensibles al frio en la poblacidn IB4-, aunque esta
diferencia no llegd a ser estadisticamente significativa (9.4 % (59/631) WT vs 6 % (26/427), p =
0.06), prueba exacta de Fisher). Este cambio ya se habia observado en las figuras 41A y B, y

sugiere un posible efecto modulador de TRPA1 en neuronas sensibles al frio AITC-.
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Figura 41. Las respuestas al frio de alto umbral en las neuronas AITC+ estan mediadas por TRPAL. A)
Porcentaje de neuronas sensibles al frio AITC- (grafico superior) y AITC+ (grafico inferior) en funcidn de
los distintos rangos de umbral de temperatura (***p <0.001, **p <0.01 prueba exacta de Fisher). B) Um-
bral promedio de temperatura de las neuronas AITC- y AITC+ en las poblaciones IB4- e IB4+ (***p<0.001,
ANOVA-Sidak). C) Graficos de sectores circulares representado el porcentaje de neuronas IB4+ e IB4- que
responden al frio (“CS, cold sensitive”, “Cl, cold insensitive”) y a AITC en ratones WT, TRPM8*C y TRPA1KC
sobre el total de neuronas analizadas (rosa o amarillo respectivamente). (***p<0.001 y **p<0.01, al com-
parar el total de las respuestas al frio en los ratones deficientes respecto al WT indicado en negro, y
***p<0.001 al comparar la poblacién CS/AITC- (rosa) o CS/AITC+ (amarilla) de los ratones KO con el WT,
prueba exacta de Fisher).
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4.2. Andlisis del transcriptoma de las neuronas TRPMS8+ e I1B4+

Tras caracterizar funcionalmente las poblaciones TRPM8+, IB4+ y DN en los ganglios raquideos,
nos planteamos obtener sus perfiles moleculares a través de la técnica RNA-Seq. Posterior-
mente, se realizé un analisis comparativo de estos resultados con otros estudios del transcrip-

toma de neuronas sensoriales.

4.2.1. Evaluacién de la expresion del gen Trpm8 en la poblacion fluorescente EYFP de

DRGy TG

Como ya se ha mencionado, la poblacidon de neuronas TRPM8+ se obtuvo mediante la purifica-
cion de neuronas EYFP+ en la linea transgénica TRPMS8BACEYFP. Por ello, lo primero que hicimos
fue verificar la especificidad del marcaje EYFP en este ratdn transgénico. En el bloque experi-
mental anterior, observamos que la proporcién de neuronas WF-EYFP+ sensibles al frio y mentol
es significativamente menor que en la poblacion IF-EYFP+. Para confirmar que las diferencias
funcionales se deben a la expresion variable del canal TRPMS, realizamos experimentos de doble
hibridacidn in situ (RNAscope®) con las sondas EGFP y TRPMS8 en rodajas de los ganglios DRG y
trigéminos (TG) del ratdon adulto (figura 42A). De este modo, constatamos que la co-expresion
de ambos genes es alta: en DRG, el 63.6 % (124/195) del total de neuronas EYFP+ son TRPMS8+,
subiendo la co-expresion al 87 % (74/85) en el TG.

Al igual que en el andlisis de la fluorescencia enddgena, realizado en neuronas en cultivos, en
este bloque de experimentos se pudo clasificar a las neuronas EYFP+ segun su nivel de fluores-
cencia: en este caso, en funcién de la cantidad de “puntos fluorescentes” como medida de ex-
presion del gen Eyfp (consultar detalles en materiales y métodos). Esto nos ha permitido esta-
blecer un paralelismo entre la poblacion WF-EYFP+ caracterizada funcionalmente y la poblacion
con baja expresion del gen Eyfp identificada en los experimentos de hibridacién in situ. La pro-
porcién de neuronas IF y WF-EYFP+ fue similar a la encontrada en los cultivos celulares, siendo
menos abundantes las neuronas IF con un 21.5 % (42/195, DRG) y un 40 % (34/85, TG), mientras
que las WF- EYFP+ constituyen el 78.5 % (153/195, DRG) y el 60 % (51/85, TG) del total de la

poblacién fluorescente.

Ademas, observamos que los niveles de expresion de Eyfp fueron directamente proporcionales
a la expresién de TromS8; en la figura 42B se calculd la correlacién entre ambos genes (R?2= 0.59

y R2=0.33 en DRG y TG respectivamente). Esta relacién fue estadisticamente significativa (p <
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0.001, prueba de correlacion de Pearson) y coherente con los resultados obtenidos en los expe-
rimentos de imagen de calcio, donde la poblacidn IF-EYFP+, que expresa mas TRPMS, presenta

amplitudes de respuesta mas altas tras la aplicacidn de los estimulos de mentol y frio.

La representacién de los porcentajes de co-expresion de Eyfp y Trom8 indican que un 93 %
(39/42) y un 97 % (33/34) de las neuronas IF-EYFP+ expresan Trpm8 mientras que el 56 %
(85/153) y un 80 % (41/51) lo expresan en las neuronas WF-EYFP+, para DRG y TG respectiva-
mente (figura 42C, graficos circulares). La expresion media de Trom8 en las neuronas EYFP+ fue
significativamente mayor en la poblacidon IF al compararla con la WF (62.6 + 4.5y 70 + 4.7 para
IF-EYFP+vs 26.1 +1.7 y51.3 £ 3.3 para WF-EYFP+, en DRG y TG, respectivamente, p < 0.001 para

DRGy TG, prueba t-Student no pareada) (ver figura 42C, histogramas).
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Figura 42. Correlacion entre la expresion de Trpm8 y EYFP en neuronas sensoriales de animales
TRPMSBACEYFP. A) Imagenes representativas en microscopia confocal de la deteccién de ARNm de Trpm8
y Eyfp con RNAscope en rodajas de DRG y TG de ratones TRPMS8BACEYFP. Las imagenes de los paneles a la
derecha muestran la fluorescencia superpuesta con el marcaje DAPI (en gris). Las flechas y las puntas de
flecha indican neuronas consideradas como IF-EYFP+ y WF-EYFP+ respectivamente. Barra de escala: 50
pum. B) Correlacion de la expresion de Eyfp y Trom8 (puntos fluorescentes). Se indica el coeficiente de
determinacidn (R%) en ambos casos. C, izquierda) los sectores circulares muestran el porcentaje de neu-
ronas TRPM8+ para las poblaciones IF-EYFP + y WF-EYFP+ en ambos ganglios. C, derecha) expresion media
del gen Trpm8 (puntos fluorescentes normalizados) en neuronas doblemente positivas para Trom8y Eyfp
con expresion alta y baja de Eyfp (IF y WF respectivamente). (¥***p<0.001, prueba t-Student no pareada).
N=125 (Ntwta=1471) y n=74 (ntota=2007) neuronas EYFP+/TRPM8+ de n=10 y n=11 rodajas de n=3 ratones
para DRG y TG respectivamente.
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4.2.2. Aislamiento y secuenciacion de las poblaciones EYFP+, IB4+ y DN

Tras validar la especificidad del ratén transgénico TRPMS8BAEYFP para el marcaje de TRPMS,
procedimos al estudio del perfil genético de las poblaciones EYFP+, IB4+y DN. Para ello, aislamos
dichas poblaciones usando la técnica de FACS, purificamos el RNA y posteriormente se realizé la

secuenciaciéon masiva del transcriptoma (figura 43A).

El ensayo de RNA-Seq se llevd a cabo usando la plataforma Illlumina NextSeq500 paran =28, n =
7 y n =7 réplicas bioldgicas de las poblaciones enriquecidas de neuronas EYFP+, IB4+ y DN res-
pectivamente. Tras la secuenciacion de las librerias, se llevé a cabo un alineamiento de las lec-
turas frente al genoma de referencia de Mus musculus, usando el programa STAR. El detalle de
los parametros de calidad determinados para cada libreria estd indicado en |a tabla 6 del anexo

2.

En el panel de la izquierda de la figura 43B, se muestra un ejemplo de visualizacidon del mapeo
genético con las coordenadas del gen Trom8 para cada poblacidn neuronal, usando el programa
UCSC Genome Browser. En ella, se representa el nimero de “lecturas” o fragmentos secuencia-
dos que se alinean en la secuencia del genoma donde se localiza el gen Trom8. Hay que sefialar
que solo se detectan trazos de secuencias que cubren dichas coordenadas en las muestras EYFP+
(rectangulo). Asimismo, para verificar la correcta separacién de las neuronas, también se ma-

pearon las lecturas de la secuencia de la proteina EYFP (figura 43B panel derecho).

La cuantificacién de los niveles de expresidn para el gen Trom8 (unidad de expresion en trans-
critos por millon, TPM) e Eyfp (unidad de expresién CPM, conteo por millén, dado que para la
proteina fluorescente no normalizamos por la profundidad de la secuenciacidn) en cada pobla-
cién, se muestran en la figura 43C. Las muestras enriquecidas para la poblaciéon EYFP+ expresa-
ban niveles de expresion significativamente mds altos del gen Trom8 y de Eyfp respecto a las
poblaciones IB4+ y DN (figura 43C, p < 0.01 p < 0.05, prueba ANOVA-Tukey). En la figura 43D, se
puede apreciar ademas que las muestras EYFP+ también expresan niveles mas altos para la pro-
teina fluorescente y presentan una correlacién directa para los niveles de Trom8 (R*= 0.94, p <

0.001 prueba de coeficiente de correlacion de Pearson).

También analizamos la asociacidn entre muestras de la misma poblaciéon neuronal mediante el
coeficiente de correlacion de Spearman. En la figura 43E se observa un mapa de calor con los
coeficientes de correlacidn para cada una de las réplicas bioldgicas secuenciadas. Para la pobla-
cion EYFP+ observamos una correlacion mas estrecha entre sus replicados bioldgicos que en las

poblaciones IB4+ y DN (recuadros coloreados en amarillo).
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Cuando realizamos el andlisis de componentes principales (PCA), representado en la figura 43F,
también observamos una agrupacién mds estrecha de las muestras EYFP+. EI PCA es un anlisis
matemadtico que simplifica la dimensionalidad de las muestras y elimina las variables redundan-
tes presentes en el estudio. Las caracteristicas Utiles se extraen de las variables originales y se
combinan linealmente, reduciendo el nimero variables, ahora definidas como transformadas o
componentes principales (PC). Su representacién grafica se basa en situar las muestras en fun-
cion de su varianza, es decir, a mayor distancia entre las muestras mayor componente de la
variable y por tanto mayor varianza. En esta figura se muestran las dos primeras dimensiones
con mayor nivel de varianza (PC1 representa el 37 % de la varianza del estudio y PC2 12 %). Dado
gue la dimensién PC1 integra un porcentaje mayor, es el componente que mas influye en la
agrupacion de las muestras, especialmente en la poblacion EYFP+ (verde). Esto contrasta con la
dispersion de las poblaciones IB4+ y la DN y se traduce a una mayor variabilidad. La dimensién

PC2 es la que define principalmente la segregacién entre las muestras IB4+ y la DN.
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Figura 43. Mapeo genético y analisis exploratorio de los resultados obtenidos tras la secuenciacion de
las muestras EYFP+, IB4+ y DN. A) Esquema representativo del proceso seguido para el aislamiento y
secuenciacién de neuronas EYFP+, IB4+ y DN. B) Cobertura del genoma para la seccién del cromosoma
donde se localiza el gen Trom8 en un ejemplo de cada tipo de muestras DN, IB4+, EYFP+ (izquierda). A la
derecha puede verse las mismas muestras alineadas localmente a la secuencia de la proteina fluorescente
EYFP. C) Expresion media del gen Trom8y Eyfp para las muestras secuenciadas de cada poblacién. Unidad
de expresion, TPM (transcrito por milldn) y CPM (conteos por millon) (**p<0.01 y *p=0.012. Prueba
ANOVA-Tukey). D) Correlacion entre las unidades de expresién para ambos genes (Eyfp y Trom8). Se
muestra la regresion lineal con su coeficiente de determinacidn, R?=0.94 (p<0.001 ***, prueba de corre-
lacidn de Pearson). E) Mapa de calor del coeficiente de correlacion (Spearman) entre las muestras (unidad,
conteos normalizados) y F) el andlisis del componente principal (PCA, unidad de expresién log2CPM) mues-
tra una segregacion diferente del transcriptoma para las tres poblaciones purificadas en los dos ejes. Nu-
mero de replicados biolégicos EYFP+ n=8, IB4+ n=7 y DN n=7.

4.2.3. Andlisis de la expresion diferencial en las poblaciones EYFP+, IB4+ y DN

A continuacién, a partir de los datos generados tras la secuenciacién de las muestras, procedi-
mos a identificar los genes diferencialmente expresados (DE) en cada poblacidn. El andlisis dife-
rencial se realizd comparando por pares, usando el paquete estadistico EdgeR (Robinson,
McCarthy and Smyth, 2009); los resultados del analisis se representan en los diagramas “volcan”
de la figura 44A. En el eje X se representan los valores, en base logaritmica (Log2FC, FC “fold
change”), de la expresion relativa que se obtuvieron para cada gen en las poblaciones neurona-
les indicadas. El valor p, corregido por el método Benjamini-Hochberg o FDR (False Discovery
Rate), se representa en el eje Y como -logFDR para una mejor visualizacién de los datos, de ma-
nera que los genes con valores mas altos tienen mayor poder estadistico; aquellos genes con un
cambio logaritmico mayor de 1 (Log2FC > 1) y un p-valor <0.05 estan coloreados en rojo y se
consideraron como DE. Ademas, los graficos de esta figura indican que existe una asimetria en
la dispersién de los datos y se traduce en que el nimero de genes DE identificados fue mayor en

las poblaciones IB4+ y DN respecto a la poblacion EYFP+ (figura 44A).

En la poblacién EYFP+ identificamos 85 genes diferencialmente sobrexpresados, es decir, genes
DE positivamente con un log2FC > 1y FDR < 0.05 con respecto a la poblacién IB4+y 212 al com-
pararla con la poblacién no fluorescente (DN). En cambio, en la poblacidon IB4+ encontramos
1536 genes con alta probabilidad de estar diferencialmente expresados con respecto a la pobla-
cién EYFP+y 314 genes comparando con la poblacion no fluorescente DN (figura 44B). Los genes
diferencialmente sobreexpresados (Log2FC > 1y FDR < 0.05) al comparar ambas poblaciones se
consideraron marcadores enriquecidos para esa poblacidn, siendo 43 para EYFP+ y 208 para

B4+,
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Figura 44. Andlisis de expresion génica diferencial en las poblaciones EYFP+, IB4+ y DN. A) Graficos tipo
volcan representando los genes diferencialmente expresados (DE) en cada una de las comparaciones rea-
lizadas por pares. Los puntos rojos representan genes diferencialmente expresados con un umbral
|Log2FC|>1y FDR<0.05 (linea punteada). Se indican ademas los nombres de los canales idnicos diferen-
cialmente expresados. B) Diagramas de Venn y C-D), mapas de calor, representando los genes diferencial-
mente sobreexpresados en las poblaciones EYFP+ e I1B4+ (Log2FC>1 y FDR<0.05 al compararlas con las
otras dos poblaciones). La escala de color representa la unidad de expresidn relativa (Log2FC), siendo rojo
el valor maximo y verde el minimo. E) Tabla con los 15 primeros genes DE mas abundantes segun el Log2FC
para la poblacion EYFP+y IB4+.

En las figuras 44C-D, los genes enriquecidos para las poblaciones EYFP+ e IB4+ se representan
con sus valores de expresion diferencial (Log2FC al compararlos con las poblaciones restantes).
Véase también la tabla 44E donde se indican los 15 genes mds abundantes en funcién de su

Log2FC para las poblaciones EYFP+ e IB4+.

Los resultados obtenidos tras el andlisis de expresién diferencial ofrecen una lista muy hetero-
génea de moléculas, canales idnicos, neuropéptidos y factores de transcripcion que estan po-
tencialmente enriquecidos en las neuronas EYFP+ e IB4+. En este listado aparece, como era de
esperar, el gen Trom8 en las neuronas EYFP+ y el gen Mrgrpd en las IB4+ (Zylka, Rice and
Anderson, 2005). También identificamos en la poblacién EYFP+ el gen Calca, que codifica al neu-
ropéptido CGRP o PACAP (Adcyap1) y son marcadores conocidos de nociceptores peptidérgicos
(Zhang et al., 1996).

En el andlisis, nos centramos en el patron de expresidon de genes de familias de canales idnicos,
receptores moleculares y neuropéptidos mediadores de la somatosensacidn y la nocicepcion,
que estan diferencialmente expresados en las poblaciones EYFP+ e IB4+ (figura 45A). En general,
la poblacion EYFP+ muestra una elevada expresion en las familias de canales idnicos y moléculas
analizadas, a excepcidn de algunos receptores GABAérgicos. Dentro de las distintas familias de
canales idénicos podemos destacar las subunidades reguladoras KChIP1 (Kcnip1), Kv8.1 (Kcnv1)
para los canales de potasio y Asic3 de la familia de canales de sodio ASIC. El canal TASK3 (Kcnk9),
cuya expresion en las neuronas TRPM8+ ya ha sido validada en estudios previos (Morenilla-Palao
etal., 2014; Liao et al., 2019), se encuentra principalmente expresado en las muestras EYFP+. La
poblacién IB4+ se define, como cabria esperar, por la baja expresion de neuropéptidos. Ademas,
destaca su enriquecimiento en receptores GABAérgicos, el receptor MRGPRD, la subunidad
KChlIP4 (Kcnip4) y el canal de potasio con rectificacién interna (Kir), KIR6.1 (codificado por el gen
Kcnj8). En cuanto a la familia de canales de sodio dependientes de voltaje, ambas poblaciones
expresan canales TTX resistentes, particularmente interesante es la expresién de Na,1.8
(Scn10a) y Na,1.9 (Scnlla) en la poblacién EYFP+, de la que no se tiene constancia en otros

estudios de expresion. En relacion con la familia de canales TRP, encontramos que los canales
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TRPMS8 y TRPV1 se expresan esencialmente en la poblacidn EYFP+, mientras que TRPA1y TRPC3
presentan niveles elevados de expresidn en la poblacidn IB4+. No obstante, nuestros datos tam-
bién muestran expresién de TRPA1 en la poblacién EYFP+, un resultado que contrasta con la baja
o nula co-expresidon de ambos canales que se evidencia en la literatura, dato que coincide con la
baja reactividad de las neuronas EYFP+ al compuesto AITC (referente a la seccion 1 de los resul-

tados).

También realizamos un analisis adicional, agrupando los genes en un contexto funcional. Para
ello, analizamos si los genes DE de las poblaciones EYFP+ e IB4+ definen algin término ontolé-
gico en la categoria de proceso biolégico (BP) de la base de datos Gene Ontology (GO). Estos
términos constituyen una nomenclatura genérica para describir las funciones de genes con ca-
racteristicas comunes, en base a tres categorias: procesos biolégicos, componentes celulares y
funciones moleculares y es especialmente Util para detectar cambios en el perfil genético que
puedan pasar inadvertidos con el andlisis individual de genes. Nuestro interés se centrd en agru-
par los genes DE segun su funcidn para las poblaciones EYFP+ y IB4+ (genes sobreexpresados,
log2FC > 1y FDR < 0.05 al compararlos con la poblacién negativa DN). El andlisis inicial reveld
que la poblacién EYFP+ esta relacionada con multiples funciones neuronales como neurotrans-
mision, actividad idnica, sefializacidn sinaptica o percepcion sensorial (figura 45B, histograma
en verde). En comparacién, la poblacion IB4+ estaba significativamente enriquecida (p-valor <
0.05) con términos relacionados con el sistema inmune (p.e. “Neutrophil mediated immunity”,
“Neutrophil degranulation”, “Neutrophil activation involved in immune response”, etc) (verse los

términos del histograma coloreado en rojo de la figura 45B).

Debido al posible enriquecimiento de células no neuronales, evaluamos la pureza de las mues-
tras analizadas clasificando los genes DE en funcién de su origen neuronal, no neuronal o ines-
pecifico (véase materiales y métodos para mas detalles). La poblacién EYFP+ presenta el mayor
grado de pureza con mas del 85 % de los genes identificados de origen neuronal. Por el contrario,
la poblacién IB4+ presenta una menor cantidad de genes identificados como neuronales (24 %)
siendo la mayoria inespecificos (42 %) (Thakur et al., 2014; Lopes, Denk and McMahon, 2017) o
células satélites (34 %) (figura 45C). La presencia de un mayor porcentaje de genes con origen
no neuronal puede ser debido a la adhesién de células endoteliales a la isolectina-B4 (Alroy,

Goyal and Skutelsky, 1987). En la tabla 7 del anexo 2 se indica el listado completo de genes.

Una vez reasignados los genes en funcién de su origen celular, realizamos de nuevo el andlisis
de ontologia para los genes DE neuronales de las poblaciones EYFP+ e IB4+. Los términos con
mayor poder estadistico fueron “Chemical synaptic transmision” y “Anterograde trans-synaptic

signaling” para la poblacion EYFP+, que son términos relacionados con la actividad neuronal.
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Para la poblacién IB4+ muchos de los términos encontrados estan relacionados con la regulacion

del calcio intracelular (p.e. “Calcium-ion regulated exocytosis” o “Calcium ion-regulated exocyto-

sis of neurotransmitter”). También encontramos términos que agrupan genes relacionados con

funciones neuronales (“Neuronal action potential”, “Regulation of dopamine secretion”) o so-

matosensacion o dolor (“Sensory perception of pain”). Nétese que los resultados para la pobla-

cion EYFP+ practicamente no cambian en cuanto a los términos enriquecidos GO tras su filtrado,

lo que apoya una gran pureza de esta poblacién neuronal.
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Figura 45. Perfil genético de las muestras EYFP+, IB4+ y DN. A) Mapa de calor de expresidn de los trans-
critos (TPM) de genes DE de la poblacidn EYFP+ o IB4+ (log2FC>1 y FDR<0.05) para receptores glutama-
térgicos (Glut. recep.) o gabaérgicos (GABA), neuropéptidos y canales idnicos en las tres poblaciones de
neuronas purificadas; las columnas muestran las muestras individuales y las filas los transcritos especifi-
cos. La escala de color representa los niveles de expresion, rojo indica expresion alta y azul expresidn baja
(unidad de expresidén normalizada en TPM). B) Analisis de ontologia genes DE al comparar por pares las
poblaciones EYFP+ (verde) y B4+ (rojo) respecto a la poblacion DN con los 10 mejores términos en la
categoria de proceso bioldgico (BP) de la base de datos GO. Se expresa en valor -log (p-value). C) Porcen-
taje de genes de origen neuronal, no neuronal o indeterminado para los genes diferencialmente expresa-
dos de la poblacién EYFP+ y IB4+ con respecto a la poblacién control DN. D) Mismo analisis que en B
teniendo en cuenta Unicamente los genes con origen neuronal.

4.2.4. Estudio comparativo del transcriptoma de las poblaciones EYFP+ e IB4+ con di-

ferentes bases de datos

A la vista de los resultados obtenidos, en los que observamos una expresion inesperada de neu-
ropéptidos y otros marcadores de nociceptores en la poblacion EYFP+, principalmente CGRP y
canales de sodio resistentes a TTX, nos propusimos identificar la poblacion TRPMS8+ en las bases
de datos de otros estudios. Para ello, comparamos el patrén de expresidén obtenido de las po-
blaciones EYFP+ e IB4+ con los datos del transcriptoma de las principales subpoblaciones de
neuronas que identifican a los grupos PEP, NPEP y NF de dichas bases de datos, tanto en trabajos

de expresion poblacional cdmo en estudios de expresion en célula Unica.

En una primera aproximacion, los datos que obtuvimos para las poblaciones EYFP+ e IB4+ se
compararon con la poblacion IB4+/ Nay1.8+ e IB4-/ Nay1.8+, enriquecidas con el canal Nay1.8+
de acuerdo con su fenotipo nociceptivo (Chiu et al., 2014), y con la poblacién de los mecanorre-
ceptores tipo C de bajo umbral (C-LTMRs), también enriquecida con el canal Nay1.8+ y principal-
mente identificada por la expresién de los marcadores Th, VGLUT3 (Reynders et al., 2015). Ade-
mas, contrastamos nuestros datos con la poblacién de los propioceptores que expresan el mar-
cador parvalbumina (Pvalb), también aislada en el trabajo de Chiu y colaboradores y que corres-
ponde a un conjunto de neuronas dentro de la poblacién NF200 (NF) (véase materiales y méto-

dos para mas detalle).

En el mapa de calor de la figura 46A se representa, en unidades TPM, los genes enriquecidos en
las poblaciones EYFP+ e IB4+ (genes DE enriquecidos con log2FC > 1y FDR < 0.05 al compararlas
con las poblaciones restantes), que son ademds marcadores especificos para las poblaciones
Nay1.8+/IB4+, Nay1.8+/1B4-, C-LTMRs o propioceptores, identificados en sus respectivos estu-
dios (Chiu et al., 2014; Reynders et al., 2015); en la barra lateral izquierda, se indica la identidad

de cada subpoblacidn de la base de datos con la que estamos comparando nuestros datos (C-
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LTMRs amarillo, rojo Nay1.8+/1B4+, Nay1.8+/1B4- azul y propioceptores en verde). Su cuantifica-
cidon puede verse ademas en la figura 46B. En ella se observa que todos los marcadores de nues-
tra poblacion EYFP+ se identifican en la poblacién Nay1.8+/IB4- de la otra base de datos que
comparamos. En cambio, nuestra poblacion IB4+ se define mayoritariamente por marcadores
propios de la poblaciéon Nay1.8+/1B4+, junto con un menor nimero de otros genes que pertene-
cen a la poblacién Nay1.8+/1B4- y practicamente no encontramos marcadores comunes con los

de las poblaciones C-LTMRs y propioceptores.

De los estudios mencionados, en el realizado por Chiu y colaboradores, examinan directamente
la expresidn diferencial entre las neuronas Nay1.8+/IB4- y Nay1.8+/1B4-. Asi pues, establecimos
una relacion para la unidad de expresion diferencial (en valor de Log2FC) obtenida de su estudio
al comparar Nay1.8+/IB4- vs Nay1.8+/IB4+ con nuestros datos cuando comparamos las pobla-
ciones EYFP+ vs IB4+. Si la poblacién EYFP+ identifica al conjunto de neuronas Nay1.8+/IB4- de-
beriamos observar una buena correlacion entre los cambios en la expresion diferencial de am-
bos estudios. No obstante, y tal como puede observarse en la figura 46C, no encontramos una
relacidn directa entre ambas bases de datos. Esto sugiere que, aunque la poblacién EYFP+ pre-
senta marcadores especificos comunes a la poblacidn Nay1.8+/IB4- no la representa en su tota-

lidad.

Los resultados de la secuenciacion muestran ademas una alta expresion del canal TRPV1 en
nuestra poblaciéon EYFP+. Estd descrito que TRPV1 se expresa en un 40 % de las neuronas
TRPMS8+ (Lippoldt et al., 2013; Morenilla-Palao et al., 2014) y en aproximadamente el 26 % de
las neuronas Nay1.8+, siendo la mayoria positivas dentro de la poblacién TRPV1+ (sélo el ~5 %
de las neuronas TRPV1+ no expresan el canal) (Patil, Hovhannisyan and Akopian, 2018). Por con-
siguiente, decidimos contrastar nuestra poblacidon EYFP+ con la poblaciéon TRPV1+, aislada tam-
bién mediante la técnica de FACS-Seq, en el trabajo de (Goswami et al., 2014). En este caso, se
ha comparado el valor medio de la unidad de expresion en TPM o RPKM (“Reads per kilo base
per million mapped reads”) para las muestras TRPM8+ y TRPV1+ respectivamente, ya que los
trabajos presentan estrategias de separacidn celular diferente: en nuestro caso, separamos en
las tres poblaciones EYFP+, IB4+ y DN, mientras que en el estudio de Goswami y cols, separan
sélo en dos (TRPV1-y TRPV1+). Asi pues, no podemos analizar la expresion diferencial, sino que
tenemos que comparar ambas poblaciones en funcidn de su expresion absoluta. La correlacién
entre ambas unidades de expresidn fue alta y estadisticamente significativa (p < 0.001, prueba

de correlacién de Pearson) con un coeficiente de determinacién (R?) de 0.697 (figura 46D).

En resumen, la comparacién con otros estudios de expresion realizado por FACS-Seq concluye

que:
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® La poblacion EYFP+ expresa marcadores especificos de la poblacion nociceptiva
Nay1.8+/IB4- (estudio de Chiu y cols). No obstante, la correlacién entre las poblaciones
indica que el perfil de expresion de las neuronas EYFP+ no representa a la poblacion

Nay1.8+/IB4- sino mas bien una subpoblacion de ésta.

® La comparacion con el trabajo de Goswami y cols, junto con la alta expresidn del canal
TRPV1 indica que la poblacion EYFP+ es molecularmente semejante a la poblacién de
neuronas TRPV1+, que también expresa Nay1.8+. Si bien es cierto que se ha demostrado
la expresion de TRPV1 en las neuronas TRPMS8+, parece estar presente en algo menos
de la mitad de la poblacidn, sin mencionar que la co-expresion de Nay1.8+ y TRPMS8 es

practicamente inexistente segln lo descrito en la bibliografia.
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Figura 46. Comparacion del perfil genético de nuestras muestras IB4+y EYFP+ con otras bases de datos
de FACS-Seq. A) Mapa de calor representando la unidad de expresién en TPM de los genes DE para la
poblacidn EYFP+ o IB4+ (genes DE con log2FC>1 y FDR<0.05 al compararlos con las otras dos poblaciones)
que son ademas marcadores para las neuronas Nav1.8+/IB4- (azul), Nav1.8+/IB4+ (rojo), mecanorrecep-
tores de bajo umbral tipo C (C-LTMRs, amarillo) o propioceptores Pvabl+ (Prop, verde). Escala de color en
unidad de expresion normalizada (TPM) que representa en rojo expresion alta y azul expresion baja. B)
Histogramas apilados mostrando el porcentaje de los genes DE para la poblaciéon EYFP+ y IB4+ que son
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marcadores especificos para las poblaciones mencionadas de otros estudios. C) Grafico de dispersion re-
presentando la unidad de expresion diferencial (Log2FC) al comparar las poblaciones Nav1.8+/1B4- vs
Nav1.8+/IB4+ del trabajo de Chiu et al, con la expresidn diferencial entre neuronas EYFP+ vs IB4+ de nues-
tro estudio. D) Correlacion de los valores de expresién para la poblacion TRPV1+ (Log2 (RPKM+1), Read
per kilobase million, eje Y) del trabajo de Goswami et al., 2014, con la poblaciéon EYFP+ de nuestro estudio
(Log2 (TPM+1), eje X). ***p<0.001, prueba de correlacién de Pearson, R?=0.697.

Debido a que los trabajos mas recientes de transcriptémica estan identificando cada vez mas
subpoblaciones neuronales molecularmente distintas, quisimos comprobar ademas si el patrén
genético observado en la poblacién EYFP+ coincide con los subgrupos moleculares identificados
en los estudios de secuenciacion de célula Unica. Aunque generalmente, se detecta un menor
numero de genes que en la secuenciacion en bloque, la secuenciacién de célula Unica permite

identificar grupos poblacionales mas selectivos.

Para el analisis comparativo con los trabajos de secuenciacion de célula Unica, se combinaron
las bases de datos procedentes de diferentes estudios, (Usoskin et al., 2015; Li et al., 2016; Zeisel
et al., 2018; Sharma et al., 2020) siguiendo el protocolo de analisis descrito en el trabajo de Ma
et al., 2020, aumentando asi el nUmero de neuronas sensoriales analizadas disponibles. Breve-
mente, las neuronas de DRG secuenciadas se agruparon y se normalizaron en funcidn del ta-
mafio de las librerias (valor medio de la suma de las lecturas para todas las células) y la variabi-
lidad preexistente por efecto de lote entre los distintos trabajos se corrigid por el método “mat-
ching mutual nearest neighbors”, (MNN, verse materiales y métodos). Dado que en los diferen-
tes estudios mencionados identificaron distintos subgrupos celulares, y con el objetivo de unifi-
carlos, reasignamos de nuevo los tipos neuronales de las neuronas secuenciadas en los primeros
trabajos publicados de Liy Usoskin. Para ello, un predictor de clases a partir de un modelo inicial,
utilizé como referencia los subgrupos identificados en los trabajos mas recientes de Zeisel y

Sharma (véase materiales y métodos para mas detalles).

Los graficos de las figuras 47A, muestran parte del protocolo de normalizacidn y la identificacion
de los subgrupos neuronales; en los dos primeros graficos se representan la relacion de los com-
ponentes principales (PC) para las neuronas individuales secuenciadas antes y después de su
normalizacién y la transformacidn por el método MNN. Obsérvese que antes del andlisis, las
neuronas se agrupaban segun pertenezcan a un estudio u otro, indicando claramente un efecto
de lote de cada condicidn experimental. Una vez realizada la transformacién, las neuronas se
agrupan independientemente del trabajo del que procedan. El ultimo grafico muestra la distri-
bucién de las neuronas analizadas tras la identificacion y agrupacion en funcidn de los subgrupos
neuronales. El grafico esta representado utilizando el algoritmo estadistico t-SNE (“T-distributed

Stochastic Neighbor Embedding”), un proceso de reduccion de dimensionalidad derivado del
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analisis de componente principal (PCA). Este tipo de andlisis permite una mejor visualizacién de
distintos subgrupos en bases de datos complejas, como es en el caso de la secuenciacidn por
célula unica. En el grafico se indican los principales subgrupos moleculares de neuronas senso-
riales identificados en la mayoria de los trabajos publicados sobre scRNA-Seq (“A8-LTMR*, “C-
LTMR", “Neuronas de frio“, “NF1 (AS-LTMRs)“, “NF4 (propioceptores)”, “NP1 (Mrgprd-noci)”,
“NP2 (Mrgpra3-pruriceptores)”, “NP3 (Sst-pruriceptores)”, “PEP1.1 (C-noci)“, “PEP1.2 (C-noci)“,
“PEP1.3 (C-noci)“, “PEP1.4 (C-noci)“, “PEP2 (AS-noci)“).

A continuacién, se obtuvo el nivel de expresién medio y el nimero de neuronas positivas en
cada nuevo subgrupo neuronal identificado, que expresaban algunos de los marcadores (genes
sobreexpresados de la poblacién EYFP+ con respecto a IB4+ y la DN), que se identificaron en la
seccion anterior (referente a la figura 44C). En la figura 47B, los circulos representan la expresion
de cada gen DE de nuestra poblacién EYFP+ en cada una de las nuevas poblaciones identificadas
en el analisis de célula unica. Las poblaciones peptidérgicas PEP1.1-4 y PEP2 estan enriquecidas
para muchos de los marcadores de la poblaciéon EYFP+. Esto contrasta con la expresidon del gen

Trpm§8, restringida solamente dentro del grupo de “neuronas de frio”.

Andlogamente, cuando contrastamos qué genes DE identificados para las poblaciones EYFP+ e
IB4+ son marcadores especificos para cada subpoblacidn neuronal, observamos que las subpo-
blaciones de neuronas peptidérgicas contienen una proporcién mayor de marcadores coinci-
dentes para la poblacion EYFP+ (figura 47C, histograma, verde). Por otro lado, el perfil molecular
de la poblacién IB4+ estd constituido en gran parte por marcadores de la poblacion MRGPRD+ y
seguidamente por neuronas MRGPRA3+. También se puede apreciar que encontramos marca-

dores especificos de otras subpoblaciones en menor proporcion.

En conclusidn, el estudio comparativo en este bloque de experimentos nos ha permitido definir
el caracter molecular de las poblaciones neuronales EYFP+ e IB4+ aisladas tras el FACS. Contrario
a nuestras expectativas, la poblacién EYFP+ define ademds un conjunto de neuronas Nay1.8+
peptidérgicas con alta expresion para el canal TRPV1, sugiriendo un perfil nociceptivo no identi-
ficado en los estudios de expresidn. Por su parte, la poblacién IB4+ purificada presenta cierto
grado de contaminacion por células de origen no neuronal, como pueda ser glia o células satéli-
tes. No obstante, alin somos capaces de asociar el perfil de expresidn con la poblaciéon neuronal

IB4+, tanto en estudios llevados a cabo usando FACS-Seq como scRNASeq.
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Figura 47. Comparacion del perfil genético de nuestras muestras IB4+y EYFP+ con otras bases de datos
de scRNA-Seq de neuronas sensoriales. A) Los datos del transcriptoma de célula tGnica de los estudios de
Usoskin et al., 2015; Li et al., 2016; Zeisel et al., 2018; Sharma et al., 2020, se transformaron y normaliza-
ron por el método MNN. El grafico PCA de la izquierda muestra dos componentes principales para las
neuronas secuenciadas de la base de datos de Usoskin (azul), Li (naranja), Zeisel (verde) y Sharma (rojo)
anterior y posterior a su normalizacidn (grafico PCA central). Notese que el nimero de neuronas del tra-
bajo de Sharma es mucho mayor que el del resto (Usoskin n=622, Zeisel n=1580, Li n=204 y Sharma
n=10029 células). A la derecha se muestra un grafico t-SNE tras la normalizacidn, identificando los princi-
pales tipos celulares encontrados en los trabajos de scRNA-Seq para neuronas de DRG (Gatto et al., 2019).
B) Distribucidon de la expresién de algunos de los genes DE de nuestra poblacion EYFP+, en funcidon de cada
uno de los subgrupos neuronales identificados por analisis sScRNA-Seq. El porcentaje de células positivas
en cada subpoblacion que expresa dicho gen (unidad de expresion > 0) esta representado por el tamafio
del circulo y el valor medio de la expresidn del gen se representa por el color del circulo. C) Porcentaje de
genes DE para la poblacion EYFP+ (verde) y IB4+ (rojo) (Log2FC> 1, FDR< 0.05 al compararlas con las otras
dos poblaciones), que identifican a los 100 primeros marcadores especificos de cada tipo celular segtin su
Log2FC.

4.3. Heterogeneidad molecular de las neuronas TRPM8+

En la literatura, no existen datos que demuestren de manera consistente la co-expresion de las
neuronas TRPM8+ con marcadores nociceptivos como Nay1.8 y/o CGRP, entre otros. No obs-
tante, los estudios de expresion mas recientes sugieren la presencia de una poblacién con baja
expresion para el gen Trpm8 que no ha sido caracterizada en su totalidad (Nguyen et al., 2017;

Kupari et al., 2021). Para validar si el perfil molecular de nuestra poblacién EYFP+ que aislamos
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por FACS corresponde a esta poblacidn, nos propusimos primero identificarla in silico en traba-
jos recientes de secuenciacion de célula Unica. La diversidad de las neuronas TRPM8+ se con-
firmo posteriormente en los experimentos de hibridacidn in situ que realizamos en ratones WT

(C57BL/6IR]) y transgénicos para la linea TRPMS8BACEYFP.
J)Y g p

4.3.1. Identificacion de neuronas TRPM8+ de baja intensidad en diversos tejidos so-

matosensoriales

En el bloque experimental previo, obtuvimos el perfil génico de las neuronas sensoriales EYFP+
e IB4+ purificadas en el ratén TRPMS8BACEYFP y observamos que la poblaciéon EYFP+ posee una
gran similitud con los nociceptores Nay1.8+ peptidérgicos. En linea con este novedoso resultado,
otros estudios han observado que una pequefia fraccién de neuronas TRPM8+ expresan el neu-
ropéptido CGRP (Calca), marcador de neuronas peptidérgicas (Lippoldt et al., 2013; De Jong et
al., 2015; Nguyen et al., 2017). En concreto, Nguyen et al., 2017, observaron una subpoblacién
de neuronas TRPM8+/CGRP+ al secuenciar a nivel de célula Unica el transcriptoma de las neuro-
nas sensoriales del ganglio trigémino. Estas neuronas no se clasificaron dentro de los dos sub-
grupos TRPM8+ identificados, denominados en el trabajo como C1y C2, posiblemente debido a

que dichas neuronas presentaban niveles de expresion para Trom8 muy bajos.

Con esta premisa, utilizamos la base de datos de este estudio para identificar la poblacion de
neuronas TRPM8+ peptidérgicas de nuestro trabajo. Los datos originales de Nguyen y cols, se
representan en el inserto de la figura 48A y marcada con un circulo rojo se indican las subpobla-
ciones TRPM8+. También se ha marcado en un circulo azul a los subgrupos donde se asigharon
las neuronas TRPM8+/CGRP+. Para identificar la poblacion de neuronas con baja expresion del
gen, re-analizamos los datos del estudio considerando que una célula es positiva para Trom8 si
expresa cualquier valor de expresidon > 0 y volvimos a determinar los subgrupos moleculares
mediante el andlisis de agrupacion o “clustering” exclusivamente en las neuronas TRPM8+. Asi,
nos aseguramos de que todas las neuronas TRPM8+ se clasifiquen independientemente de otros
grupos celulares. Tras definir los componentes principales que determinan la complejidad de los
datos, las células se agruparon en funcidn de su perfil molecular mediante el algoritmo de Seurat
Lovain, véase materiales y métodos para mas detalle). La figura 48A muestra la nueva agrupa-

cion de las neuronas TRPM8+ visualizadas con el método de reducciéon de dimensionalidad tSNE.

El andlisis detecta cuatro subpoblaciones molecularmente distintas. El primer dato interesante

es que los cuatro grupos encontrados presentan un nivel variable de expresion para el gen
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Trpm8, lo cual sugiere que su funcién cémo termorreceptores también es distinta. Se denomi-
naron HighM8, M1M8 y M2M8 (“M”, “médium”) y LowMS8; la expresién media para el gen fue
2.3 +0.05,1.82 £0.04, 1.79 £ 0.05 y 1.1 + 0.07 respectivamente (unidad de expresidn RPM,

“reads per million”, grafico violin de la figura 48A).

Los 10 genes con mayor expresion en funcién de su Log2FC para cada subgrupo se indican en el
mapa de calor de la figura 48B, donde se representan sus valores de expresién en unidad RPM.
En el eje horizontal se representan las neuronas TRPM8+ reagrupadas en funcién de los subgru-
pos identificados. Resaltamos que el grupo LowM8 posee una alta expresion para genes con
propiedades nociceptivas, siendo Calca uno de los mas abundantes en unidad de expresion me-
dia. Otro marcador especifico de esta poblacidn es el canal de sodio Na,1.9 (Scnlla), expresado
también en la poblacion EYFP+ segun el andlisis de expresién diferencial (véase de nuevo la fi-

gura 45A).

Respecto a las otras poblaciones TRPM8+, no pudimos deducir su posible funcién a partir de los
marcadores mas abundantes, aunque destacamos la expresién del péptido galanina (Gal) en uno
de los dos grupos de neuronas con expresiéon media (M2M8). Gal es también un marcador ex-
presado en nuestra poblacidn EYFP+ y en la poblacién TRPM8+ segln otros estudios de expre-
sién de neuronas sensoriales primarias, en los que se encuentra el trabajo original de Nguyeny
colaboradores (Nguyen et al., 2017; Zeisel et al., 2018; Hockley et al., 2019). Por otro lado, los
subgrupos HighM8 y M1M8 son semejantes molecularmente hablando, dado que poseen una
expresion similar media para muchos de los genes identificados. Con todo, destaca una expre-
sidn elevada de la enzima glutation peroxidasa 1 (Gpx1) o el neurofilamento de cadena media
(NF-M), codificado por el gen Nefm, en el grupo HighM8. En contraste, el marcador de propio-
ceptores Pvabl y el polipéptido ligero de neurofilamento (NF-L, Nefl) se encuentran mas expre-
sados en la poblacién M1M8. Cabe destacar que el grupo M1MS8 también expresa la subunidad
B del canal de sodio Scn4b, comunmente conocido como marcador de neuronas PVALB+ (Chiu

etal., 2014).

Dado que el trabajo de Nguyen y cols. esta realizado en neuronas procedentes del ganglio trigé-
mino, realizamos el mismo andlisis de “clustering” para el conjunto de neuronas de DRG de las
bases de datos que proceden de la combinacidn de los trabajos de Usoskin et al., 2015; Li et al.,
2016; Zeisel et al., 2018; Sharma et al., 2020, obtenidos por secuenciacién de célula Unica y
analizados en el apartado anterior. Si bien hay un nimero mayor de células secuenciadas en
DRG, el nimero de neuronas TRPM8+ fue similar en ambos ganglios, lo que concuerda con una

mayor expresion de TRPM8 en el TG.

171



Resultados

Tras el analisis, logramos identificar cuatro subgrupos de neuronas con expresién variable de
Trom8 en unidades RPM (1.58 + 0.03, 1.34 + 0.02, 1.3 £ 0.04 y 0.9 % 0.03, grafico violin de la
figura 48C) y que denominamos igualmente, HighM8, M1M8, M2M8 y LowM8. Similar al estudio
en TG, en el mapa de color de la figura 48D se representan los 10 genes mds abundantes en
cada subgrupo en funcién de su Log2FC. De nuevo, el grupo de baja expresién para Trom8
LowM8_DRG, presenta también marcadores nociceptivos, destacando Calca, Na,1.8 (Scn10a) y
Na,1.9 (Scnila). En cambio, las poblaciones TRPM8+ con expresion media y alta para el gen, no
comparten los marcadores encontrados en las neuronas del trigémino, indicando que su natu-
raleza molecular es distinta. El gen de la pronociceptina Pnoc, se expresa especialmente en las
neuronas de DRG de alta expresion y ya habia sido identificado previamente como marcador del

subgrupo PEP7 en el trabajo de Zeisel y cols del 2018.

Los resultados obtenidos en el bloque 2 de experimentos indican que las neuronas EYFP+ aisla-
das por FACS poseen una expresién elevada de marcadores nociceptivos, incluidos Calca, Snclla
0 Scn10a, también presentes en los grupos LowMS8 de neuronas TG y DRG. Estos datos sugieren
que la mayoria de las neuronas EYFP+ aisladas pertenecen al grupo LowM8. Para explorar esta
hipdtesis, en los mapas de calor de las figuras 48E se muestra la expresion de los genes DE iden-
tificados en la poblacidn EYFP+ para las neuronas analizadas por scRNA-Seq. Tal como se ob-

serva, la mayoria de los marcadores presentan una expresion mas alta en el grupo LowMS8.

Ademas, en los histogramas de las figuras 48E, hemos cuantificado el nimero de genes DE para
la poblacién EYFP+ que son también marcadores especificos para los subgrupos M8 segun el
analisis de los datos por célula Gnica. Se aprecia que los genes DE de la poblacién EYFP+ definen

principalmente al grupo LowM8.

En resumen, estos datos sugieren que el perfil nociceptivo de la poblacién EYFP+ se debe a la
existencia de un subgrupo de neuronas con baja expresion de TRPM8 que expresan también
CGRP y Na,1.8 entre otros muchos. Esta poblacion no habia sido identificada previamente y su
baja expresion para el gen Trom8 sugiere que se trata de neuronas WF-EYFP+ caracterizadas en
la linea TRPMS8BACEYFP. Las neuronas WF-EYFP+ representan el 80 % de las neuronas EYFP+, lo
que a su vez explica el hecho de que la mayoria de los genes DE identificados tras su aislamiento

pertenezcan al grupo LowM8, dado que es la poblacién mas abundante.
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Figura 48. Identificacion molecular de diferentes subgrupos de neuronas TRPM8+. A) Graficos t-SNE,
representando la agrupacion de las subpoblaciones de neuronas TRPM8+: HighM8, M1M8, M2M8 y
LowMS8, identificadas a partir de los datos originales de las poblaciones C1y C2 del estudio de Nguyen y
colaboradores en TG, sefialado en rojo en el inserto. A la derecha se muestra un grafico violin con la ex-
presiéon media del gen Trom8 para cada uno de los subgrupos identificados (unidad de expresion RPM,
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***p<0.01, prueba ANOVA-Tukey). B) Mapa de calor representando la unidad de expresion (RPM, escala
de color, azul minimo y rojo maximo) de los 10 genes con mayor expresion diferencial (Log2FC) para cada
subgrupo TRPM8+ identificado de neuronas TG. C, D) Mismo andlisis realizado en Ay B para las neuronas
DRG analizadas en la seccién 4.2.4 que se obtuvieron a partir de la agrupacion y normalizacién de las
bases de datos de los trabajos de Usoskin et al., 2015; Li et al., 2016; Zeisel et al., 2018; Sharma et al.,
2020. En el inserto en C se indica con un circulo rojo la poblacion TRPM8+ identificada en este analisis.
Debido a su relevancia en este trabajo, la expresidn de los genes Scnl0a para TG y Trom8 para DRG, se
representaron también en los mapas de calor de en B y D (*). Estos genes son también marcadores para
los grupos LoWTRPM8 y HighTRPMS, respectivamente, pero no entraron dentro de los 10 mejores segun
su Log2FC. E) Expresion (RPM) de los genes DE identificados para la poblaciéon EYFP+ y obtenidos en la
seccion 4.2.3, en cada uno de los subgrupos TRPM8+ obtenidos por scRNA-Seq; los histogramas a la de-
recha muestran la proporcidon de genes DE identificados de la poblacion EYFP+ en la seccidn 4.2.3 que
identifican a marcadores de los subgrupos de TRPM8+ (para considerarse marcador la expresién debe
superar el log2FC>0.25 al comparar con los subgrupos restantes). El porcentaje esta expresado sobre el
total de genes DE de la poblacién EYFP+ (n=43).

Seguidamente analizamos en mas detalle el perfil molecular de los grupos de alta y media ex-
presion de TRPMS8. A excepcidn del grupo LowMS8, tal como se aprecia a simple vista en la figura
anterior, no observamos marcadores comunes entre las neuronas TRPM8+ de DRG y TG. Por
ello, con el objetivo de determinar si las subpoblaciones de neuronas TRPM8+ identificadas en
los distintos ganglios son similares entre ambos tejidos, evaluamos su analogia usando el pro-
grama estadistico MetaNeighbor (Crow et al., 2018). El método es una variante del realizado en
la seccidn 4.2.2, figura 43E, para andlisis de célula Unica. En este caso se calcula el coeficiente
de correlacidn Spearman entre células individuales vecinas en vez de por muestra o replicado
bioldgico. Posteriormente, el algoritmo intenta predecir el tipo celular asignado en funcién del
coeficiente y puntua la semejanza entre dos grupos con el valor AUC o AUROC (area bajo la curva
ROC, “Receiver Operating Characteristic”). Cuanto mds cercano a 1 sea el valor AUROC mayor
probabilidad de que ambos grupos sean idénticos, mientras que un valor de 0.5 nos indica una

relacién aleatoria.

En la figura 49A se representa una matriz con los valores AUROC obtenidos tras el andlisis de
Metaneighbor de las subpoblaciones de neuronas TRPM8+ del TG y de DRG. Las poblaciones
LowM8 de TG y DRG son las que presentan una correlacion mas estrecha con un valor AUROC >
0.9. Por el contrario, las poblaciones de alta y media expresidn tienen una menor correlacién, lo
que indica que existen diferencias entre los subgrupos TRPM8+ de alta y media expresion

cuando comparamos entre TG y DRG en cuanto a su perfil molecular.
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Figura 49. Comparacion de composicion molecular de los subgrupos de neuronas TRPM8+ de TG y DRG.
A) Mapa de calor mostrando los resultados tras el analisis MetaNeighbor en versidn no supervisada. En el
eje vertical se indican los subgrupos TRPM8+ en DRG y en horizontal los subgrupos en TG. Los nimeros
dentro de las celdas indican el valor AUROC para cada comparacién. La escala de color indica el valor
AUROC normalizado, siendo rojo el maximo valor y por tanto maxima similitud y azul el minimo y mayor
diferencia. B) Graficos violin representando la expresién media de los genes con una expresién variable
entre los subgrupos de TG y DRG.
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El andlisis de Metaneighbor nos permite identificar, ademas, los genes especificos que son va-
riables entre TG y DRG para cada subgrupo (HighM8, M1M8, M2M8 o LowMS8). En los graficos
de violin de la figura 49B, se muestran algunos de estos marcadores, encontrandose que muchas
de las diferencias moleculares entre los subgrupos TRPM8+ en DRG y TG se debe a una expresion
diferencial de canales idnicos. Podemos destacar los canales de potasio activados por calcio o
Kca BKcal.l (Kcnmal) y SKca (Kcnn2), con valores de expresion mas altos en las neuronas
HighM8 de DRG y TG, respectivamente. Ademas, los canales K,7 (Kcng2), Trpvl, Na,1.1 (Scnla),
la subunidad beta tipo 4 (Scn4b), o el canal mecanosensible PIEZO2 y las subunidades alfa 1y 2
de los receptores GABAérgicos (Gabral y Gabra2), tienen mayor nivel de expresién en las neu-

ronas HighM8 del TG en comparacién con los DRG.

4.3.2. Validacion de la heterogeneidad molecular de las neuronas TRPM8+

En la seccidn anterior, demostramos mediante el re-analisis de las bases de datos de célula Unica
existentes que los subgrupos de neuronas TRPM8+ presentan diferencias moleculares entre si,
tanto en TG como DRG. Para validar estos resultados, realizamos experimentos de hibridacion
in situ fluorescente (RNAscope) en cortes histolégicos de DRG en animales silvestres

(C57BL/6JRj) para intentar identificar la expresién de los marcadores en los distintos subgrupos.

Se seleccionaron, por un lado, genes expresados diferencialmente en la poblacion LowM8 de
DRG (con baja expresién de TRPM8+ segun el analisis de la seccidén anterior, seccién 4.3.1). En
concreto, estudiamos la expresidn de los genes Cacna2d1, Calca, Gfra3, Trpvl, Scnlla, Trpal,
Htr3a y Piezo2. La mayoria de estos genes estan expresados diferencialmente en nuestra pobla-
cién EYFP+ obtenida por la técnica de FACS-RNASeq (véase de nuevo las figura 44C y 45 del
bloque 2 de experimentos), y son ademds conocidos marcadores peptidérgicos. En el caso del
receptor de serotonina tipo 3 (Htr3a) y Piezo2 también se expresan en neuronas mielinicas

(Ranade et al., 2014; Ritter and Southard-Smith, 2016; Patil, Hovhannisyan and Akopian, 2018).

Por otro lado, seleccionamos marcadores para los grupos de alta y media expresion de TRPM8+
(HighM8, M1M8 y M2M8), algunos de ellos validados en la poblacién general, seglin otros estu-
dios, TRPMS8+: Cplx1, Foxp2, Gal, Nefh, Tacly Pnoc (Kobayashi et al., 2005; Nguyen et al., 2017,
Zeisel et al., 2018), ademas del canal ASIC1 y TREK-1, codificado por los genes Asicl y Kcnk2
(Yamamoto, Hatakeyama and Taniguchi, 2009; Morenilla-Palao et al., 2014; Adelman et al.,
2019). También estudiamos su co-expresidon con dos marcadores que definen poblaciones me-
canorrepectoras de bajo umbral (LTMRs), que supuestamente estan sobreexpresados en el

grupo intermedio M2M8 (Th y Ntrk2).
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La figura 50A muestra imagenes representativas del doble marcaje para cada gen expresado en
los distintos grupos TRPM8+, indicado en la parte superior de laimagen, de Trom8y de laimagen
superpuesta de ambos marcajes. Las neuronas que expresan los dos marcadores se indican con

las flechas y los insertos ampliados muestran ejemplos de co-expresién con Trpm8.

Obsérvese también que en el mapa de calor de la figura 50B se representan los valores de ex-
presidn de las neuronas de DRG en funcién de los subgrupos TRPM8+, obtenidos del re-andlisis
de los datos en la seccién anterior (referente a la figura 48D), para cada marcador estudiado en

esta seccion.

Los histogramas de la figura 50C indican la proporcién de neuronas que co-expresan Trom8y el
gen seleccionado tras la cuantificacion de las imagenes obtenidas por RNAscope. Su cuantifica-
cién muestra mayor co-localizacién de los marcadores identificados para los genes Pnocy Foxp2,
seguido por Kcnk2, Cplx1 y Ntrk2, para los grupos de expresion alta e intermedia (HighM8,
M1M8 y M2MS8, respectivamente). Destaca el elevado porcentaje de neuronas con expresion
de Trom8 y TrkB+ (Ntrk2). Este resultado puede ser considerado como anémalo ya que no se ha
descrito previamente la co-expresidon de estos dos genes, incluso inconsistente segun ciertos

estudios en la especie murina (Kobayashi et al., 2005; Nickolls et al., 2020).

Para Asicl, Nefh y Gal, su porcentaje de co-expresion fue bajo aunque coherente con los datos
de otros estudios ya que se conoce su expresién en neuronas de gran tamafio con propiedades

mecanosensibles (Cheng, Jiang and Chen, 2018), mielinicas y peptidérgicas respectivamente.

Por el contrario, los marcadores para las neuronas con baja expresién de TRPM8+, exhiben por-
centajes de co-expresidon bajos con Trpm8, siendo los mds altos para Cacna2d1 (subunidad del
canal Ca,, a261), Trpvl y Scnlla. Estos datos son coherentes con lo publicado en la literatura,
ya que son marcadores conocidos de nociceptores peptidérgicos. Por tanto, podemos concluir
que las neuronas TRPMS8+ de baja expresion representan una fraccion muy pequena del con-

junto de neuronas peptidérgicas.
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Figura 50. Identificacion de marcadores especificos para las neuronas de alta-media y baja expresién de
Trom8. A) Imagenes representativas de microscopia confocal mostrando la co-expresién de Trpom8y otros
marcadores seleccionados en rodajas de DRG usando la técnica de hibridacion in situ (RNAscope). Se
muestra la expresidn de genes identificados en neuronas HighM8 y los grupos M1M8 y M2M8 (Pnoc, Tacl,
Asicl, Gal, Foxp2, Cpxl1, Kcnk2, Nefh, Th y Ntrk2) (expresion alta y media de TRPMS) y los identificados
en neuronas LowM8 (baja expresion de TRPMS8; Cacna2dl, Scnlla, Calca, Trpal, Gfra3, Htr3a, Trpvl y
Piezo2). Barra de escala 50 um. Las flechas indican neuronas doblemente positivas para ambos marcajes
y los insertos ampliados muestran ejemplos de la co-expresion de estos marcadores en neuronas TRPM8+.
B) Mapa de calor con la expresidn para los marcadores testados en los experimentos de hibridacidn in situ
en las neuronas TRPM8+ de DRG analizadas en la seccidon anterior. Se indican los cuatro grupos identifi-
cados (referente a la seccién 4.3.1). Unidad de expresion (RPM). C) Promedio del porcentaje de neuronas
que co-expresan Trpm8 con los genes estudiados. Cada gen se testd en 2-3 rodajas de animales diferentes
(n=2-3 animales) y los circulos indican los valores individuales del porcentaje de co-expresidn de los genes
por animal.

Asimismo, ampliamos nuestro estudio a otros seis genes, algunos relevantes en la nocicepcién
como son Oprm1, Kcnn2, Asic3 y otros identificados como marcadores para alguna de las pobla-
ciones LTMRs, descritas en la introduccidon (Wdcn2, Cacnalh, P2ryl y Scn8a). Al igual que en la
anterior figura, imagenes representativas y los porcentajes de co-expresidén para cada gen se
muestran en la figura 51. Por un lado, observamos una co-expresién elevada de Trom8 con el
receptor opidceo Mu 1 (Oprm1)(23.1 %) y con el canal de potasio activado por calcio de pequefia
conductancia SK2 (Kcnn2) (19.1 %), ambos relacionados con la nocicepcién (Sun et al., 2019;
Smith, 2020). La expresidon de otro miembro de la familia SK, en concreto SK3, ya habia sido
comprobada en un estudio anterior de nuestro grupo de investigacién (Morenilla-Palao et al.,
2014), asi como la expresidon de Oprm1 en neuronas TRPM8+ (Shapovalov et al., 2013). Las neu-
ronas TRPM8+ presentan ademas, co-expresion con el canal de potasio TASK3 (Knck9) (18.1 %)
gue también habia sido validado en el estudio previamente mencionado (Morenilla-Palao et al.,

2014).
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Figura 51. Identificacion de otros marcadores especificos para nociceptores y mecanorreceptores en las
neuronas TRPMS8+. A) Imagenes representativas de microscopia confocal de la expresion de Trom8 y de
los genes indicados en la parte superior de las imagenes, en rodajas de DRG, usando la técnica de hibri-
dacion in situ (RNAscope). Barra de escala 50 um. Las flechas indican neuronas doblemente positivas para
ambos marcajes y los insertos ampliados ejemplos de la co-expresidon de estos marcadores en neuronas
TRPM8+. B) Mapa de calor con los niveles de expresidén de los marcadores testados en los experimentos
de hibridacion in situ en las neuronas TRPM8+ de DRG secuenciadas en los principales trabajos de scRNA-
Seq. Se indican los cuatro grupos identificados (referente a la seccién 4.3.1). Unidad de expresién (RPM).
C) Promedio del porcentaje de neuronas que co-expresan Trom8 con los genes estudiados. Cada gen se
testd en 2-3 rodajas de animales diferentes (n=2-3 animales) y los circulos indican los valores individuales
del porcentaje de co-expresion de los genes por cada animal.

Dado que el perfil molecular de las neuronas TRPM8+ varia en funcién de su nivel de expresion,
analizamos el porcentaje de neuronas positivas para cada gen estudiado en funcidn de la expre-
sién de Trpm8, cuantificando el nimero de puntos fluorescentes por célula. En el mapa de calor
de la figura 52A se ha vuelto a representar el nivel de expresion (RPM) de las neuronas TRPM8+
analizadas en la seccién 4.3.1, y que proviene de los datos de scRNA-Seq para los genes que
estudiamos por RNAscope. Las células TRPM8+ estdn ordenadas de menor a mayor expresion
del gen Trom8 (de izquierda a derecha), indicado en el eje horizontal. Los genes se agruparon
segun su clasificacion como marcadores de las poblaciones LowM8, M1M8, M2M8, HighM8 o
ninguno de los grupos anteriores (“Otros marcadores”) obtenidos tras el andlisis de la seccion

anterior.

En cambio, en la figura 52B se muestra la distribucion de la expresidn para cada gen proveniente
del andlisis de imagen de los experimentos de RNAscope y expresados como puntos fluorescen-
tes en funcion de la expresién de Trpm8. Dado que en los experimentos de RNAscope nos limi-
tamos a un maximo de tres sondas estudiadas por célula, en vez de células, en este grafico cada
celda en el eje horizontal representa un rango de valores o “bins” para la distribucién del nivel
de expresion de Trom8 (izquierda minima expresion, derecha maxima). Los genes interrogados
muestran la misma ordenacién establecida que la mostrada con los datos de scRNA-Seq. Ade-
mas, en los graficos de dispersion de la figura 52C, puede visualizarse individualmente los niveles
de expresion (puntos fluorescentes) de los genes estudiados al comparar con la expresiéon de
Trom8. En las combinaciones donde existe una correlacidon estadisticamente significativa (p

<0.05 en la prueba de correlacién de Pearson) se indican los coeficientes de determinacién (R?).

En conjunto, se aprecia que muchos de los genes presentan una distribucion similar para ambas
técnicas al comparar los dos mapas de calor de las figuras 52A-B. Destaca, por ejemplo, que los
marcadores del grupo LowMS8 Calca, Scn1la, Piezo2 y Trpal presentan valores de expresién mas

altos en neuronas con niveles bajos para Trom8. Para Gfra3, Cacna2d1 y Htr3a se observa que
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también se expresan en neuronas de alta expresidn, aunque seguimos encontrando mas neuro-
nas positivas con niveles de expresidn minimos para Trom8 (véase también la figura 52C). En
contraste, la mayoria de los marcadores de los grupos intermedios junto con Pnoc, se expresan
en todo el rango de expresidn y con niveles especialmente altos en aquellas de mdxima expre-
sién. Para otros genes, en cambio, los resultados de scRNA-Seq y RNAscope no concuerdan. Por
ejemplo, P2ry1, Ntrk2, presentan una correlacién alta con los niveles de Trom8 en la técnica de
RNAscope que no observamos en los estudios de scRNA-Seq. En el caso de los genes Oprm1y
Kcnn2, aunque la correlacion es muy débil, encontramos mas células que co-expresan con Trom8
en los experimentos de RNAscope que para los estudios de secuenciacion de célula Unica. Asi-
mismo, sorprende el bajo nimero de neuronas TAC1+ y GAL+ encontradas en la poblacion

TRPMS8+ tras los experimentos de RNAscope.
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Figura 52. Los experimentos de hibridacion in situ demuestran que la co-expresion de los marcadores
estudiados varia en funcidn del nivel de expresion de Trom8. A) Mapa de calor con los niveles de expre-
sidn de los marcadores en los experimentos de hibridacion in situ (RNAscope) en las neuronas TRPM8+
de DRG secuenciadas en los principales trabajos de scRNA-Seq (referente a la seccién 4.3.1). Las células
TRPM8+ (n=222) se han ordenado en el eje horizontal en funcidn de su nivel expresidon de Trom8. La escala
de color indica la expresion media sin normalizar (RPM) para cada célula. Los genes estan ordenados se-
gun su pertenencia a los cuatro grupos identificados en la seccién 4.3.1 o como otros marcadores. B)
Mapa de calor representando la expresion obtenida (puntos fluorescentes) en los experimentos de RNAs-
cope para los mismos genes que en A, en funcidn de la expresidon de Trpm8. La escala de color indica la
expresién media de cada gen (puntos fluorescentes) en el rango de valores para la expresion de Trom8
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(eje horizontal). La expresion del gen Kcnk9 sélo se representa en los graficos de los datos obtenidos por
RNAscope ya que su expresion fue minima para scRNA-Seq (*). C) Correlacion de los valores de expresion
(puntos fluorescentes) para dichos genes en neuronas TRPM8+ seglin los experimentos de RNAscope. Se
indica el coeficiente de determinacién (R?) y la regresidn lineal en aquellas combinaciones con un p-valor
< 0.05 para la prueba de correlaciéon de Pearson.

Por ultimo, ampliamos el estudio de expresién molecular en las neuronas TRPM8+ analizando la
expresion conjunta de algunos de los genes que hemos identificado previamente. En la figura
53A-B, se muestran las imagenes superpuestas de las combinaciones estudiadas y la cuantifica-
cién de sus porcentajes de co-localizacién en neuronas TRPM8+. En la figura 53C hemos repre-
sentado la distribucién de las neuronas positivas para los genes estudiados en funcién de su

expresion de Trpm8.

De estos resultados queremos destacar que los marcadores Pnoc, Foxp2 y Cplx1 co-expresan en
un porcentaje mas alto en neuronas TRPM8+ de alta y media expresion (figura 53C). Ademas, el
83.7 % (77/92) de las neuronas FOXP2+/TRPM8+y un 71.6 % (63/88) para CPLX1+/TRPMS8+ son
PNOC+, sugiriendo que estos marcadores identifican al mismo grupo de neuronas TRPM8+ (fi-
gura 53B). No obstante, existe un porcentaje considerable de neuronas PNOC+/TRPM8+ que no
co-localiza con Foxp2 y Cpix1 (38.4 %, 40/125 para Pnoc-Foxp2 y un 68.7 %, 138/201 para Pnoc-
Cplx1), perteneciendo principalmente a neuronas de baja expresion para Trom8 (figuras 53C).
Ambos resultados contrastan con una expresion mucho mas restringida de Pnoc segun los datos
obtenidos en los trabajos de scRNA-Seq, donde sdlo se expresa en neuronas de alta expresion
de Trpm8 (vease de nuevo figura 52A). Si bien es cierto que los niveles de expresion para Pnoc
son mas altos en neuronas TRPM8+ de alta expresion, tal como demuestra las correlaciones

entre los marcadores estudiados y Trpm8 representadas en la figura 52C.
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Figura 53. Co-expresion y distribucion de marcadores con alta y media expresion en neuronas TRPMS8+.
A) Iméagenes de microscopia confocal representativas de RNAscope para los genes indicados. Los insertos
muestran, ampliados, ejemplos de la co-expresion de estos marcadores en neuronas TRPM8+. Barra de
escala 50 um. B) Porcentaje de neuronas positivas y C), su distribucion en funcion del nivel de expresion
de Trpm8 para los genes correspondientes. Nimero de neuronas TRPM8+ para cada combinacidn; Foxp2-
Pnoc n=255, Pnoc-Cpix1 n=423.

Seguidamente, en la figura 54 se representan distintas combinaciones de marcadores de bajay
media expresion e identificamos, por ejemplo, que Nefh y Cacna2d1 co-expresan en un porcen-
taje bajo (12.3 %, 9/73 del total de neuronas TRPMS8+) (figura 54B). El resultado es coherente
con estudios de expresidn donde muestran que estos dos marcadores identifican neuronas mie-
linicas y nociceptivas tipo C respectivamente (Chiu et al., 2014). Otro de los marcadores noci-
ceptivos estudiados, el canal Na,1.9 (Scnlla) se expresa también Unicamente en neuronas de
bajo nivel de expresion de Trpm8, y contrasta con la expresion mas extendida de Foxp2 (marca-
dor del subgrupo M1M8), en todas las neuronas TRPMS8+. En el caso de Calca (CGRP), co-expresa
en neuronas TRPV1+ (el 60 %, 9/15 de la poblacién CALCA+ expresa Trpv1 dentro de la poblacidn
TRPMS8+) principalmente en neuronas con valor de expresidon baja para Trom8 (grupo LowM8).
No obstante, destaca también el numero de neuronas TRPV1+ en el rango medio y alto de ex-
presion para Trom8 dado que este gen se identificd como un marcador del grupo LowM8 en la
secciodn anterior (véase figura 54C). Es mas, TRPV1 presenta un elevado porcentaje de co-locali-

zacion con Kcnk2 (TREK-1), marcador del grupo intermedio M1M8, en neuronas TRPM8+ con
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distintos niveles expresién para este gen, siendo el 94.2 % (33/35) de las neuronas

TRPV1+/TRMS8+ positivas para TREK-1.
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Figura 54. Co-expresion y distribucion de marcadores con baja y media expresion en neuronas TRPM8+.
A) Imagenes de microscopia confocal representativas de RNAscope para los genes indicados. Los insertos
muestran, ampliados, ejemplos de la co-expresion de estos marcadores en neuronas TRPM8+. Barra de
escala 50 um. B) Porcentaje de neuronas positivas y C), su distribucion en funcion del nivel de expresion
de Trpm8 para los genes correspondientes. NUmero de neuronas TRPM8+ para cada combinacion; Nefh-
Cacna2d1 n=145 células, Nav1.9 -Foxp2 n=122, Trpvl-Calca- n=138 y Trpv1-Kcnk2 n=77.

En resumen, mediante experimentos de hibridacion in situ hemos podido verificar la heteroge-
neidad molecular que advertimos en los analisis de expresion diferencial de los principales tra-
bajos de secuenciacién por célula Unica. Ademas de la existencia de distintas subpoblaciones de
neuronas TRPMS8+ ya descrita en los trabajos originales, los resultados expuestos en esta seccion
demuestran que las neuronas TRPM8+ poseen un perfil molecular diferente que varia en funcion

del nivel de expresion del gen Trpm8. En lineas generales, la poblacion con niveles mas bajos de
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Trom8 presenta mayores niveles de expresién y co-localizacién de distintos marcadores noci-
ceptivos, principalmente peptidérgicos y canales iénicos como Trpal, Na,1.9 o Piezo2, este ul-
timo relacionado ademas con la mecanosensacion (Ranade et al., 2014; Woo et al., 2015; Florez-
Paz et al., 2016). Paraddjicamente, las neuronas con altos niveles para Trpom8 expresaban mar-
cadores tipicos de LTMRs cdmo P2ry1 o Ntrk2, aunque los niveles de Nefh se mantuvieron rela-

tivamente constantes en neuronas de alta y baja expresion para Trom8.

4.3.3. Validacion de la expresion para marcadores nociceptivos en neuronas de baja

expresion para EYFP+y TRPM8+

Los resultados obtenidos hasta ahora demuestran un patréon molecular diferente en las neuro-
nas TRPMS8+ de alta expresién en comparacion con las de baja expresion, presentando estas
ultimas un patrdn nociceptivo. Esto resultados, junto a los datos funcionales, de correlacion en-
tre TRPMS8 y EYFP y de expresidn génica (FACS-Seq) sugieren que las neuronas inicialmente de-
nominadas como WF-EYFP+ se corresponden con las clasificadas como LowM8. En la seccion
anterior, demostramos que el perfil molecular de las neuronas TRPM8+ varia en funcién de su
expresion para Trom8. No obstante, no estudiamos directamente la co-expresidén del marcaje

reportero ya que estos experimentos se realizaron en animales silvestres (C57BL/6JRj).

Por ese motivo, nos propusimos validar dos de los marcadores nociceptivos especificos de las
neuronas LowMS8 segun el andlisis realizado en la seccién 4.3.1, CGRP (Calca) y Na,1.8 (Scn10a),
mediante técnicas de hibridacidn in situ fluorescente (RNAscope) en rodajas de DRG y TG obte-
nidas de animales de la linea TRPMS8BACEYFP. Dado que el objetivo es estudiar comprobar que el
marcaje fluorescente de nuestro modelo reportero es capaz de identificar las neuronas TRPM8+
nociceptivas, usamos el nivel de Eyfp (puntos fluorescentes) como clasificador, separandolas en
IF y WF (véase los mosaicos de las figuras 55A y D). Asimismo, también confirmamos la especi-
ficidad de la proteina fluorescente con la sonda Trpm8. Las neuronas IF y WF-EYFP+ positivas

también para Trpm8 se indican con las flechas y las puntas de flechas respectivamente.

Al cuantificar los resultados, observamos que las neuronas positivas para Calca y Na,1.8 presen-
taban niveles de expresidn bajos para Eyfp tal como se observa en las distribuciones de las figu-

ras 55B y E, encontrandose muy pocas neuronas EYFP+ a niveles maximos.

Cuando contabilizamos la co-localizacién de Calca y Nav1.8 en neuronas EYFP+/TRPM8+ positi-
vas, encontramos que el 42.2 % (19/45) de las neuronas WF-EYFP+/TRPM8+ de DRG expresan
Calca y el 50 % (20/40) expresan Nay1.8. Estos porcentajes fueron mas altos que para la pobla-

cion IF-EYFP+/TRPMS8+, con un porcentaje de co-localizacion del 26.3 % (5/19) y de un 25 %
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(5/20) para Calca y Na,1.8 respectivamente (figura 55C). Los datos para TG muestran una ten-
dencia similar, encontrandose mas neuronas positivas para la poblacién WF-EYFP+, con un 41.7
% (5/12) y un 65.5 % (19/29) para Calca y Na,1.8 que para la poblacién IF (8.3 % (1/12) y 38 %

(8/21) respectivamente (figura 55F).
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Figura 55. El marcaje EYFP del ratén TRPMS8BAEYFP identifica a neuronas nociceptivas TRPM8+ que ex-
presan los marcadores CGRP (Calca) y Nav1.8 (Scn10a) en los ganglios sensoriales DRG y TG. A) Imagenes
representativas de experimentos de hibridacidn in situ para la co-expresion de Calca y Scn10a en las neu-
ronas EYFP+/TRPMS8+ en rodajas de DRG del ratén transgénico TRPMS8BACEYFP. Las flechas y las puntas de
flecha indican neuronas consideradas como IF-EYFP+/TRPMS8+ y WF-EYFP+/TRPM8+ respectivamente y
los recuadros muestran ejemplos ampliados de co-localizacion entre los marcajes. Barra de escala 50 um.
B) Distribucion del nimero de neuronas TRPM8+ que son, ademads, Calca+ o Nay1.8+ (rojo, seglin proceda)
0 negativas para estos genes (azul), en funcién de la expresion de EYFP+. C) diagramas de Venn mostrando
los porcentajes de co-localizacidén de Eyfp-Trpm8 para Calca y Scn10a en neuronas de DRG, respectiva-
mente. D), E) y F) mismo analisis que en A, By C para neuronas del TG. Niumero de ratones n=2 usados
para cada combinacién de DRG y TG respectivamente.
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En resumen, los resultados obtenidos en ratones TRPM8BACEYFP arrojaron datos muy similares
a los comentados en la seccidn anterior para ratones silvestres. Los datos de RNAscope también
mostraron que TRPV1 se expresa ademas en neuronas TRPM8+ con expresién media y alta. Para
confirmar la co-expresiéon de TRPMS8 con el canal TRPV1 aprovechamos su reactividad especifica
ante el compuesto capsaicina y que ya hemos estudiado funcionalmente mediante imagen de
calcio en el primer bloque experimental. Asimismo, ampliamos el estudio para el canal TRPA1
dado que nuestro protocolo de estimulacién incluia la aplicacién de AITC. Al analizar todos los
datos obtenidos en la linea TRPMS8BAEYFP para los agonistas mencionados observamos que la
proporcién de neuronas WF-EYFP+ que respondieron a capsaicina (34.8 %; 64/184) y a AITC (20.6
%; 38/184) fue mayor que en la poblacidn IF-EYFP+, 22.8% (13/57) y 5.3% (3/57) respectiva-
mente. Esta diferencia fue estadisticamente significativa para AITC, pero no para capsaicina,
aungue muestra una clara tendencia de aumento (p = 0.035, p = 0.06 prueba exacta de Fisher a

una via) (figura 56A).
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Figura 56. Las neuronas WF-EYFP+ responden mas a los agonistas capsaicina y AITC. A) porcentaje de
respuesta a los agonistas capsaicina (Caps, 100 nM) y AITC (100 uM) en las poblaciones IF-EYFP+ (verde
claro) y WF-EYFP+ (verde oscuro) (¥*p<0.05, prueba exacta de Fisher a una via). B) Proporcién de neuronas
que respondieron sélo a AITC (Caps-/AITC+), sélo a capsaicina (Caps+/AITC-), o a ambos agonistas
(Caps+/AITC+). C) Valor medio de la amplitud (F340/380 de la respuesta y D), amplitud en funcién de la

190



Resultados

intensidad de fluorescencia para las neuronas IF y WF-EYFP+. NUmero de células IF-EYFP+ analizadas n=57
y WF-EYFP n=184.

En la figura 56B se detalla ademas el porcentaje de neuronas que respondieron a ambos esti-
mulos, siendo el porcentaje mayor en las neuronas WF-EYFP+, aunque esta diferencia no llegd

a ser significativa (12% (22/184) vs 5.3% (3/57), p = 0.21, prueba exacta de Fisher a una via).

Se compard ademas la amplitud de las respuestas ante AITC y capsaicina, como medida indirecta
de la expresion de los canales TRPA1 y TRPV1. En este caso, hemos observado diferencias en el
valor medio de la amplitud de la respuesta al estimulo de capsaicina entre las poblaciones IF y
WF-EYFP+ (0.2 + 0.05 (IF-EYFP+) vs 0.33 + 0.03 (WFP-EYFP+), p=0.048, prueba t-Student a una
via) (figura 56C). Cuando representamos el incremento en el calcio intracelular en funcién de la
fluorescencia EYFP (figura 56D), no vemos una correlacion clara, aunque llama la atencion que

las neuronas WF-EYFP+ presentaron valores mas altos para ambos agonistas.

En suma, los genes asociados cominmente a neuronas con propiedades nociceptivas, como
TRPA1, TRPV1, CGRP (Calca) y Na,1.8, se expresan en mayor medida en neuronas doblemente
positivas para EYFP+/TRPMS8+ con baja expresién/fluorescencia para la proteina fluorescente
EYFP y coincidiendo con los datos de los experimentos de RNAscope en ratones silvestres, donde
observamos este patréon molecular en neuronas con baja expresion de Trpm8. Por tanto, el ratén
transgénico TRPMS8BACEYFP nos permite identificar el grupo complementario de neuronas

TRPMS8+, no descritas previamente en la literatura.

4.4. Efecto del agente quimioterapéutico oxaliplatino en las neuronas

EYFP+, IB4+y DN

En este bloque de experimentos nos centramos en el estudio funcional y molecular de la neuro-
patia inducida por el compuesto quimioterapéutico oxaliplatino. Previo a la caracterizacion de
su efecto en neuronas sensoriales primarias, se llevd a cabo el desarrollo de este modelo de

dolor neuropdtico en animales de la linea transgénica TRPMS8BACEYFP.

4.4.1. El oxaliplatino produce alodinia mecanica e hiperalgesia al frio

Para inducir la neuropatia, se inyectaron intraperitonealmente (i.p.) tres dosis de 6 mg/kg de
oxaliplatino los dias 0, 2 y 4 en ratones TRPM8BACEYFP de ambos sexos (n = 26 vehiculo y n = 30
oxaliplatino) (véase de nuevo materiales y métodos para consultar mas detalle del protocolo

utilizado). El desarrollo de la neuropatia se confirmé mediante la prueba de von Frey y la prueba
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de la placa fria unilateral para evaluar la alodinia mecanica e hiperalgesia al frio, respectiva-

mente, los dias 7 y 8 tras la inyeccidn de oxaliplatino.

En las figuras 57A y B se muestra que la administracién sistémica de oxaliplatino produce un
descenso del umbral mecanico y de latencia al frio. Para evaluar el desarrollo de la sensibilidad

|ll

mecanica, previo a la induccion de la neuropatia, se midieron los umbrales basales (“basal”, el
dia 0, antes de la primera inyeccion), sin observar diferencias significativas entre los animales
controles y los que se usaron con el tratamiento (0.65 + 0.05 g vehiculo vs 0.63 + 0.04 g oxalipla-
tino, p = 0.72, prueba no paramétrica Mann Whitney no pareada). A dia 7, el promedio del um-
bral mecanico de los ratones tratados disminuyd significativamente respecto a su valor basal

(0.63 £ 0.04 g basal vs 0.26 + 0.03 g D7, p < 0.0001, prueba no paramétrica Wilcoxon pareada).

En el grupo control (vehiculo) también observamos un descenso en el umbral mecanico a dia 7
(0.65 + 0.05 g basal vs 0.4 £ 0.05 g D7, p = 0.0008, prueba no paramétrica Wilcoxon pareada),
no obstante, el descenso sigue siendo mayor en el grupo tratado con oxaliplatino observando
diferencias significativas entre ambos (0.4 + 0.05 g vehiculo vs 0.26 + 0.03 g oxaliplatino,

p=0.047, prueba no paramétrica de Mann-Whitney) (figura 57A).

Para la prueba de la placa fria unilateral a 0 2C, medida a dia 8 tras la primera inyeccion, se
produjo un descenso significativo en la latencia de la respuesta al estimulo de frio en los anima-
les tratados con oxaliplatino respecto al grupo control (18.8 *+ 1 seg vehiculo vs 13.6 + 0.9 seg

oxa, p = 0.0003, prueba t-Student no pareada) (figura 57B).
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Figura 57. El oxaliplatino produce hipersensibilidad al frio y a estimulos mecanicos. A) Umbral mecanico
(g) con la prueba de von Frey en ratones, previamente (“basal”) y al dia 7 (D7) después de la primera
inyeccidn i.p. de vehiculo (azul) o de oxaliplatino (naranja) (***p<0.001, *p<0.05, prueba Mann Whitney
con respecto al grupo control y prueba Wilcoxon pareada con respecto a su valor basal. B) Latencia en
segundos para la prueba de la placa fria a 0 2C de los ratones control y tratados al dia 8 tras la primera
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administracion del compuesto (***p<0.001, prueba t-Student no pareada). Los puntos representan el va-
lor obtenido en cada animal (n=26 y n=30 veh y oxa, respectivamente). Los puntos coloreados en marrdn
indican los animales que se usaron posteriormente para el estudio de imagen funcional por calcio y ana-
lisis de expresion.

Tras examinar el efecto del oxaliplatino en las pruebas conductuales, aquellos animales que pre-
sentaban un fenotipo mds marcado de hipersensibilidad mecanica y al frio fueron sacrificados
junto con sus controles para extraer los ganglios DRG y realizar experimentos funcionales y de
expresion (en la figura 57B se indican en marrdn los animales utilizados para los estudios post

conductuales).

4.4.2. El oxaliplatino produce un aumento de la sensibilidad al frio in vitro

El estudio funcional in vitro se realizé6 mediante imagen de calcio en cultivos primarios de DRG
de ratones tratados y sus controles, caracterizdndose las poblaciones de neuronas EYFP+, IB4+
y DN usando el mismo protocolo utilizado en la seccion 4.1.3 (ver diagrama de la figura 58A y

los trazos representativos de la figura 58B).

En una primera exploracién de los datos, observamos que las neuronas de los animales tratados
con oxaliplatino son mas sensibles a los estimulos del frio (12.7 % (68/534 vehiculo vs 19 %
105/552 oxaliplatino), mentol (12.7 % 68/534 vehiculo vs 19.6 % 108/552 oxaliplatino) y al esti-
mulo conjunto de frio y mentol (24.5 % 131/534 vs 34.6 % 191/552), sobre el nimero total de
neuronas analizadas (figura 58C). Estos aumentos fueron significativos para los tres estimulos (p
< 0.01y p<0.001, prueba exacta de Fisher). Por el contrario, no se observaron diferencias en las
respuestas a los estimulos con AITC y capsaicina (34.6 % (185/534) vehiculo vs 34.2 % (189/552)
oxaliplatino; 28.5 % (152/534) vehiculo vs 28.8 % (159/552) oxaliplatino, para los estimulos de
AITC y capsaicina respectivamente (p = 0.89 y p = 0.94, prueba exacta de Fisher). Tampoco se
observaron diferencias en la amplitud media del aumento de fluorescencia (fura2 340/380) ante

los diferentes estimulos (figura 58D, prueba ANOVA-Sidak).
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Figura 58. Efecto del oxaliplatino sobre neuronas cultivadas de DRG. A) Protocolo simplificado para la
obtencidn de neuronas de DRG en los experimentos de imagen de calcio in vitro de ratones tratados con
oxaliplatino y con vehiculo. B) Trazos representativos de los incrementos del calcio intracelular de neuro-
nas de las cuatro subpoblaciones estudiadas (verde claro IF-EYFP+, verde oscuro WF-EYFP+, rojo
IB4+/EYFP-y gris DN) del grupo tratado (oxa) y control (veh). C) Cuantificacion del porcentaje de respuesta
y D) amplitud (F340/380) para los estimulos estudiados (**p<0.01y **p<0.001, prueba exacta de Fisher).
E) Distribucién del porcentaje (referenciado al total de células analizadas) y valor medio del umbral de
neuronas que responden al frio en funcién del rango para su umbral de temperatura (prueba ANOVA-
Sidak) y F), agrupandose segln sean umbrales muy altos (vHT <19 2C), umbrales altos (HT 19-26.5 2C) y

194



Resultados

umbrales bajos (LT >26.5 2C) de ratones tratados y sus controles (prueba t-Student no pareada). G) Distri-
bucidn y valor medio del didmetro (inserto) de las neuronas sensibles al frio (“CS, cold sensitive”) analiza-
das para ambos grupos. ntwta=534 (vehiculo) y niwtai=552 (oxaliplatino) de neuronas analizadas en n=7 ra-
tones para cada condicién experimental.

Cuando analizamos la temperatura de activacion en respuesta al estimulo de frio, no encontra-
mos diferencias en el valor promedio entre el grupo control y tratado (23.7 + 0.9 2C vehiculo vs
23.5 + 0.69 9C oxaliplatino, p = 0.83, prueba t-Student no pareada). Ademas, al distribuir las
respuestas al frio en rangos de temperatura, se observa que el aumento del nimero de neuro-
nas sensibles en la condicién tratada es uniforme en todas las temperaturas estudiadas (figura
58E y F). Asimismo, tampoco hubo cambios significativos en el didametro medio de las neuronas

sensibles al frio (figura 58G).

A continuacién, clasificamos las neuronas que responden al frio y mentol en funcién de su res-
puesta al AITC, separandolas en neuronas AITC+ y AITC- (figura 59A, grafico superior); el por-
centaje de neuronas AITC- sensibles al frio resulto significativamente mayor en el grupo tratado
comparado con su vehiculo sobre el total de neuronas analizadas (12 % (66/552) vs 8 % (43/534),

p =0.034, prueba exacta de Fisher).

Igualmente, al estudiar las respuestas a mentol, se observd una mayor proporcion de neuronas
AITC- y AITC+ que respondieron al frio en el grupo tratado respecto al control (10.3 % (57/552)
oxaliplatino vs 6.7 % (36/534) vehiculo para la poblacion AITC-, p = 0.04 prueba exacta de Fisher)
(9.2 % (51/552) oxaliplatino vs 6 % (32/534) vehiculo para AITC+). No obstante, la poblacién
sensible al AITC y mentol presentd una clara tendencia clara de aumento respecto a los controles

(p =0.052, prueba exacta de Fisher) (figura 59A, grafico inferior).

Adicionalmente, se estudid si el oxaliplatino altera la reactividad ante los diferentes agonistas
de las neuronas sensibles al frio o mentol (figura 59B). El nimero de neuronas sensibles al frio
que responden al AITC, capsaicina o al mentol es similar en ambos grupos 36.7 % (25/68), 32.3
% (22/68) y 70.6 % (48/68) en el grupo vehiculo y 37.1 % (39/105), 29.5 % (31/105) y 65.7%
(69/105) en neuronas tratadas, respectivamente. Los resultados fueron similares entre las neu-
ronas sensibles a mentol (47.1 % (32/68), 30.9 % (21/68) y 70.6 % (48/68) grupo vehiculo y 47.2
% (51/108), 19.4 % (21/108) y 63.9 % (69/108) grupo tratado para AITC, capsaicina y frio). Estos
datos sugieren que el aumento de las respuestas al frio y al mentol no es especifico de ninguna
poblacién sensible a los agonistas estudiados. No obstante, en la poblacidon AITC+ observamos
un aumento significativo en el nimero de neuronas sensibles al mentol (17.3 % (32/185) control
vs 27 % (51/189) oxaliplatino, p = 0.026, prueba exacta de Fisher) y presenta una tendencia para
el estimulo del frio (13.5 % (25/185) vehiculo vs 20.6 % (39/189) oxaliplatino, p = 0.07, prueba
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exacta de Fisher) (verse figura 59C). No se observaron cambios en la poblacidon sensible a cap-

saicina.

En su conjunto, el tratamiento con oxaliplatino produce, un incremento de las respuestas al frio
y al mentol en neuronas AITC-, aunque también observamos una tendencia de aumento en las
neuronas AITC+. Ademas, el nUmero de neuronas sensibles al mentol aumenta en esta poblacidon
(véase de nuevo figura 59A y C), sugiriendo que el farmaco produce también una sensibilizacion
en el canal TRPAL. En consecuencia, para estudiar mas exhaustivamente el efecto del oxalipla-
tino en las respuestas a frio, dividimos las neuronas sensibles en cinco clases en funcién de su
perfil quimio-sensible y térmico (figura 59D) (Gers-Barlag, 2020). Tal como mostramos en esa
seccion, las respuestas mediadas por TRPA1 presentan umbrales altos (< 19 2C), mientras que
las respuestas al frio mediadas por TRPMS, presentan umbrales mads bajos y pertenecen a neu-

ronas que responden a mentol:

1. “Tipo TRPMS8”: neuronas que responden a frio con una temperatura de activacion > 19
2C, ademas de activarse con mentol, pero no con AITC.

2. “Tipo TRPMS8/TRPA1”: neuronas que responden a frio con una temperatura de activa-
cion > 19 C, ademas de AITC.

3. “Tipo TRPA1”: neuronas que responden al frio con una temperatura de activacién < 19
2C, ademas de AITC.

4. Neuronas reclutadas por mentol: Neuronas que no respondieron al primer estimulo de
frio, pero respondieron al frio en presencia de mentol. En este grupo hemos incluido
neuronas que respondieron individualmente a mentol si dicha respuesta es mayor al
aplicar el estimulo combinado. Se incluyen neuronas AITC+ y AITC-.

5. Sdlo frio: neuronas que responden a frio, pero no a mentol o AITC. Solo se incluyeron
aquellas en las que no observamos un aumento en la amplitud de la respuesta al aplicar

mentol y frio cuando comparamos con el primer pulso de frio aplicado individualmente.

En la figura 59D puede observarse que el principal efecto sobre las neuronas de frio tras el tra-
tamiento con oxaliplatino consiste en un aumento en el nimero de neuronas reclutadas cuando
aplicamos el estimulo conjunto de mentol y frio (11.2 % (60/534) vehiculo vs 15.8 % (87/552)
oxaliplatino, p = 0.033, prueba exacta de Fisher). De éstas, el 40.2 % (35/87) respondieron sélo
a AITC, el 18.4 % (16/87) sélo a capsaicina y 18.4 % (16/87) a ambos estimulos en la condicién
de oxaliplatino, siendo las proporciones muy similares al comparar con el vehiculo y sin diferen-

cias significativas para ningun otro grupo (prueba exacta de Fisher) (figura 59E). Las neuronas
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reclutadas no responden al primer estimulo de frio y constituyen parte del incremento obser-
vado tras aplicar mentol mds frio en el grupo tratado; los ejemplos de trazos para el incremento

de calcio para cada tipo de perfil pueden observarse en la figura 59F.

No observamos diferencias significativas entre los otros tipos de respuesta, aunque el porcen-

taje es siempre mayor en la condicion tratada (figura 59E).

En las figuras 59G-H hemos comparado la amplitud y el umbral de temperatura de las respuestas
al frio (F) y mentol + frio (M+F) para las neuronas individuales de los grupos vehiculo (azul) y
oxaliplatino (naranja). Las neuronas control “tipo TRPMS8”, “TRPA1/TRPMS8” y “TRPA1” muestran
un incremento del calcio en las respuestas al frio + mentol en comparaciéon con sélo frio. En la
condicidn tratada la sensibilizacién al frio por el agonista mentol se observa también en las neu-
ronas “tipo TRPMS8” y “TRPA1” pero no en “TRPMS8/TRPA1”. Asimismo, la amplitud al segundo
estimulo de frio es mayor en neuronas reclutadas por mentol y tratadas con oxaliplatino que en

la condicién control (0.12 £ 0.013 vs 0.18 + 0.016, p = 0.0073, prueba t-Student).

Los valores medios de la temperatura umbral se desplazaron a valores mads altos para el estimulo
M+F en la poblacién, TRPM8+ y en la supuestamente TRPMS8-, “tipo TRPA1” para ambas condi-
ciones. También se observa un desplazamiento del umbral de temperatura hacia valores mas
altos para la poblacion “reclutada” en comparacion con el grupo vehiculo (24.9 + 0.99 2C
vehiculo vs 27.7 + 0.76 °C oxaliplatino). Este cambio resulto significativo (p = 0.025, prueba t-

Student, figura 59H).

En conjunto, estos resultados demuestran que el oxaliplatino produce una sensibilizacién al frio
a nivel celular, consistente con lo observado en las pruebas conductuales. Cuando estudiamos
su patrdn de respuesta ante agonistas para los canales TRP, el incremento es debido principal-
mente a actividad en neuronas AITC-. A su vez, el oxaliplatino produce también un incremento
en el nimero de respuestas a mentol predominantemente en la poblacidn AITC-, sugiriendo que
el efecto es independiente de TRPA1 (véase de nuevo figura 59A). No obstante, hemos obser-
vado que el oxaliplatino es capaz de sensibilizar a neuronas TRPA1+ en respuesta a mentol (re-
ferente a la figura 59C), y, ademds, se produce un aumento de la respuesta al frio en presencia
de mentol (neuronas reclutadas) tanto en neuronas AITC+ y AITC-. Estas neuronas presentan
una amplitud y umbrales de temperatura mds altos que en la condicién control por lo que no

podemos descartar un posible efecto de la neuropatia también sobre el canal.
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Figura 59. Las neuronas sensibles al frio alteradas tras la induccion de la neuropatia por oxaliplatino
presentan diferentes perfiles quimio-sensibles. A) Graficos de sectores circulares representando el por-

centaje de neuronas AITC+ e AITC- que responden al frio (grafico superior) o a mentol (grafico inferior).

Abreviaturas: “CS, cold sensitive”, “MS, mentol sensitive”, “Cl, cold insensitive” y “Ml, menthol insensitive”

(*p<0.05, al comparar las respuestas entre control (veh) y oxaliplatino (oxa), prueba exacta de Fisher). B)
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Porcentaje de neuronas sensibles al frio (arriba) o mentol (abajo) que respondieron a los estimulos AITC,
capsaicina y frio o mentol (segun corresponda) (prueba exacta de Fisher). C) Nimero de neuronas AITC+
(arriba) y Caps+ (capsaicina) que respondieron al frio o mentol (*p<0.05, prueba exacta de Fisher). D)
Numero de neuronas con distinto perfil termoquimico expresado sobre el total de neuronas analizadas
(*p<0.05, prueba exacta de Fisher). E) Proporcién de las neuronas denominadas como “reclutadas” en
funcién de su respuesta a AITC, capsaicina (Caps), o ambos agonistas. NUmero de neuronas “reclutadas”
n=60 grupo control y n=87 grupo tratado (prueba exacta de Fisher). F) Trazos representativos de los dis-
tintos tipos funcionales en los que hemos clasificado a las neuronas sensibles al frio. H) Amplitud y G)
umbral de temperatura para las respuestas al frio (“F”) y frio + mentol (F+M) de neuronas individuales
control (azul) o tratadas (naranja). Para los tipos “TRPMS8”, “TRPM8/TRPA1”, “TRPA1” y “sélo frio” se re-
presentan las neuronas que respondieron a los dos pulsos de frio (individualmente y en presencia de
mentol), *p<0.05, ***p<0.001, prueba exacta t-Student pareada y *p<0.05 y **p<0.01 prueba t-Student
no pareada indicado en negro. Nimero de neuronas n=30 control y n=43 tratado para “tipo TRPM8”, n=5
control y n=13 tratado para “TRPMS8/TRPA1”, n=20 control y n=26 tratado para “tipo TRPA1”, n=7 control,
n=60 control y n=87 tratado para “reclutadas” y n=9 tratado para “sélo frio”.

4.4.3. Estudio de las respuestas ante agonistas especificos de los canales TRP en neu-

ronas EYFP+, IB4+ y DN obtenidas de ratones tratados con oxaliplatino

Tras estudiar el efecto general de la neuropatia inducida por oxaliplatino sobre la poblacién de
neuronas DRG, procedimos a investigar si los cambios se circunscriben a alguno de los grupos
de neuronas caracterizadas en el bloque 4.1, clasificando las neuronas presentadas en la seccién

anterior en IF-EYFP+, WF-EYFP+, IB4+/EYFP- 0 DN.

Los histogramas de la figura 60A, resumen la cuantificacion de las respuestas ante los agonistas
utilizados para cada una de las subpoblaciones neuronales. Se indica ademas el nimero de neu-
ronas AITC- o AITC+ sensibles al frio. El efecto del tratamiento con oxaliplatino, observado para
la poblacidn total de neuronas, no es especifico para ninguna poblacién estudiada y en todas se

aprecia un aumento del porcentaje de respuestas al frio y al mentol.

Dentro de la poblacidn IF-EYFP+, el aumento es significativo para las respuestas al estimulo de
frio que aumentd de un 75 % (24/32) en condicion control vs 92.3 % (36/39) en neuronas trata-
das con oxaliplatino (p = 0.047, prueba exacta de Fisher a una cola). Las respuestas a mentol
fueron un 62.5 % (20/32) vs 87.2 % (34/39) en la condicion de oxaliplatino, siendo este cambio
estadisticamente significativo (p = 0.016, prueba exacta de Fisher a una cola), mientras que para
el estimulo de mentol y frio también se observa un aumento en la condicién tratada, aunque el
cambio no fue estadisticamente significativo (78.1 % (25/32) vs 92.3 % (36/39), p = 0.086, prueba

exacta de Fisher a una cola).

Para la poblacién WF-EYFP+ no observamos cambios significativos en la respuesta a ninguno de

los estimulos estudiados; aunque en el estimulo de M+ F se aprecia una mayor tendencia de
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aumento en la proporcion de neuronas que responden en el grupo tratado con oxaliplatino (33.6

%; 42/125) respecto al control (24.5 %; 25/102, p = 0.88, prueba exacta de Fisher a una cola).

El nimero de neuronas que responden al frio en la poblacion IB4+/EYFP- también aumentd (10.7
% 13/122 vs 20.2 % 25/124, p = 0.029, prueba exacta de Fisher a una cola). Para el mentol, el
aumento también fue significativo (13.1 %, 16/122 vs 28.2 %, 35/124, p = 0.0027, prueba exacta
de Fisher), y para M+F (34.4 % 42/122 vs 46.8 % 58/124, p = 0.033 prueba exacta de Fisher a una
cola). Al separar las neuronas sensibles al frio en AITC-y AITC+, observamos que dicho aumento
es debido a una mayor proporciéon de neuronas que responden a AITC y por tanto que expresan

TRPA1 (9 % (11/122) vs 16.1 % (20/124) para el frio.

Respecto a las neuronas DN, el incremento en porcentaje de respuesta para el estimulo de frio
y M+F, resulté estadisticamente significativo (3.5 % (9/254) vs 7.6 % (18/237), para el estimulo
de frioy 10.2 % (26/254) vs 14.8 % (44/237) para M+F, p = 0.038 y p = 0.006 respectivamente,
prueba exacta de Fisher a una cola). Para los demds agonistas el aumento no llegd a ser signifi-

cativo (figura 60A).

De manera similar a la clasificacidn realizada en la figura 59D, analizamos el perfil quimio-sensi-
ble de las neuronas sensibles al frio para cada subpoblacidn en el grupo control y el tratado con
el oxaliplatino. Asi, separamos en “tipo TRPMS8”, “tipo TRPA1”, “tipo TRPM8/TRPA1”, “recluta-
das” y “sélo frio” (figura 60B). Dentro de la poblacidn IF-EYFP+, la mayoria de las neuronas sen-
sibles al frio que contribuyen al aumento en la condicién oxaliplatino, presentan una respuesta
propia de TRPMS8, mostrando una clara tendencia de aumento en el grupo tratado (59.4 %
(19/32) vs 77.9 % (31/39), p = 0.056, prueba exacta de Fisher a una via). Las poblaciones WF-
EYFP+ y DN presentan principalmente un aumento de neuronas reclutadas (11.8 % (11/102)
control vs 20.8 % (26/125) tratado, p = 0.031 para WF-EYFP+; y 5.9 % (15/254) control vs 10.97
% (26/237) tratado, p = 0.031, prueba exacta de Fisher a una via). Ademas, el nUmero de neuro-
nas “tipo TRPM8/TRPA1” aumenta significativamente en la poblacién DN tratada (0 % (0/254)
control vs 20.8 % (5/237) tratado, p = 0.026, prueba exacta de Fisher a una via). En la poblacion
IB4+ se observa un incremento de la respuesta al frio tipica dependiente de TRPA1 (8.2 %
(10/122) control vs 13.7 % (17/124) tratado, p = 0.12) y en las neuronas reclutadas (21.3 %
(26/122) vs 24.2 % (30/124), p = 0.34), aunque en ambos casos, no llegd a ser estadisticamente
significativo. Adicionalmente, analizamos el perfil de respuestas de las neuronas reclutadas para
los agonistas AITC y capsaicina. Tal como se muestra en la figura 60C, los perfiles quimiosensibles
fueron muy similares entre poblaciones sin diferencias significativas para la condicion tratada y

su control.
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Figura 60. Perfil quimio-sensible y efecto del oxaliplatino sobre las poblaciones EYFP+, IB4+ y DN. A)
Cuantificacidn del porcentaje de respuesta para cada subpoblacién (**p<0.01 y *p<0.05, prueba exacta
de Fisher a una cola). Abreviaturas: “F, frio”. B) porcentaje del nimero de neuronas que responden a frio
en cada grupo establecido en la seccidén anterior y expresado como el porcentaje sobre el nimero total
de neuronas de cada poblacién. Para IF-EYFP, n=32 control y n=39 oxaliplatino, WF-EYFP+ n=102 control
y n=125 oxaliplatino, IB4+/EYFP- n=122 control y n=124 oxaliplatino, DN n=254 control y n=237 oxalipla-
tino (*p<0.05, prueba exacta de Fisher a una cola). C) Proporcion de las neuronas denominadas como
“reclutadas” en funcién de su reactividad a AITC, capsaicina (Caps), o ambos agonistas. NUmero de neu-
ronas “reclutadas” n=11 (WF-EYFP+), n=26 (IB4+/EYFP-), n=15 (DN) para el grupo control (veh), y n=26
(WF-EYFP+), n=30 (IB4+/EYFP-), n=26 (DN) en el grupo tratado. D) Histograma comparativo de los porcen-
tajes de respuesta al estimulo de frio; primer estimulo y tras su reclutamiento con mentol (neuronas “re-
clutadas”) para las poblaciones IF-EYFP+, WF-EYFP+, IB4+/EYFP- y DN, sobre el total de neuronas analiza-
das (*p<0.05 y **p<0.01 al comparar el nimero de respuestas totales, prueba exacta de Fisher).

En resumen, los datos expuestos indican que, cuando separamos las neuronas sensibles al frio
en subpoblaciones IF-EYFP+, WF-EYFP+, IB4+/EYFP-y DN existe una sensibilizacién mas marcada
en la poblaciéon IF-EYFP+ y IB4+/EYFP- ante el estimulo del frio y mentol. Junto con las DN, con-
tribuyen al incremento de las respuestas al frio. En cambio, las poblaciones WF-EYFP+ y DN se
sensibilizan en presencia de mentol, aumentando el nimero de neuronas reclutadas (responden
mas al segundo estimulo de frio) (figura 60D). No obstante, no encontramos diferencias nota-
bles en el perfil termoquimico. Pese a que los resultados no fueron concluyentes a nivel pobla-
cional, es cierto que, globalmente, se aprecia un aumento generalizado en el nimero de res-

puestas ante estos agonistas.

Por ultimo, analizamos el umbral de activacién para el estimulo de frio en las distintas subpo-
blaciones. En la figura 61A se representa el porcentaje acumulativo de neuronas que responden
al estimulo de frio en neuronas control (figura 61A, izquierda) y tratadas (figura 61A, derecha).
Tal como se observa, la curva para la poblacion DN muestra un desplazamiento hacia valores de
temperaturas mas altos; su valor promedio aumenta de 15.2 + 0.6 2Ca 19.6 + 1.1 °C (p=0.016,
prueba t-Student no pareada, figura 61B) y se debe a la aparicién de neuronas sensibles al frio
en los rangos de temperatura para los umbrales bajos y altos (véase figura 61C y D). No se ob-

servaron cambios significativos en el umbral de temperatura para las poblaciones restantes.
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Figura 61. Variabilidad en el umbral de temperatura entre las poblaciones estudiadas tras el trata-
miento con el oxaliplatino. A) NUmero acumulativo de neuronas sensibles al frio en funcion de su umbral
de temperatura. La interseccion de linea punteada horizontal y las lineas verticales sefialan la temperatura
umbral para el 50% de cada subpoblacién. B) Valor medio con su error estandar para cada subpoblacién
(*p<0.05 prueba t-Student). C) Porcentaje de neuronas sensibles al frio en el rango indicado expresado
sobre el total de neuronas analizadas y D), cuantificacién del nimero de neuronas de bajo umbral (“LT-
CS, Low-Threshold”, >26.5 °C), alto umbral (“HT-CS, High-Threshold”, 26.5-19 °C) y muy alto umbral (“vHT-
CS, very High-Threshold”, <19 °C), para para las poblaciones IF-EYFP, WF-EYFP+, IB4+/EYFP-y DN en ambas
condiciones. Nimero de neuronas sensibles al frio n=9 (DN), n=13 (IB4+/EYFP-), n=13 (WF-EYFP+) y n=24

(IF-EYFP+) para la condicién control (veh) y n=18 (DN), n=25 (IB4+/EYFP-), n=17 (WF-EYFP+) y n=36 (IF-
EYFP+) para la tratada, ntota=534 y nwotai=552 para control y tratado respectivamente.
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4.4.4. Perfil transcriptomico de las neuronas sensoriales tratadas con oxaliplatino

La caracterizacion funcional de la neuropatia inducida por oxaliplatino mediante los experimen-
tos de imagen funcional de calcio in vitro, muestra que existe una sensibilizacién de las neuronas
de DRG a los estimulos de frio y mentol. Estos resultados son coherentes con aquellos obtenidos
por conducta, donde los animales exhiben una hipersensibilidad al frio en la prueba de la placa
fria. Sin embargo, el papel de TRPMS8 en la neuropatia no se pudo determinar con claridad, dado
gue encontramos un aumento generalizado y una sensibilizacion de las respuestas a frio y men-
tol incluso en neuronas presuntamente TRPMS8 negativas; los resultados de la seccién anterior

sugieren que las poblaciones EYFP+, IB4+ y DN estan de algun u otro modo involucradas.

Asi pues, nos planteamos un abordaje distinto para identificar los mecanismos moleculares que
pudieran estar alterados en las distintas subpoblaciones de neuronas sensoriales. Al igual que
en la seccion 4.2.2, realizamos la secuenciacidon masiva de neuronas aisladas por FACS para las
poblaciones EYFP+, IB4+y DN, en este caso centrandonos en la comparacion dentro de la misma
subpoblacién entre animales control y tratados con oxaliplatino (ver esquema del paradigma
experimental en la figura 62A); las librerias de ARN se prepararon y secuenciaron utilizando la
plataforma Illumina NextSeq500 para n=6, n=5 y n=3 réplicas bioldgicas en condicidn control y
n=6, n=6 y n=3 del grupo tratado para las poblaciones EYFP+, IB4+ y DN, respectivamente. Con
el objetivo de identificar los cambios génicos después del tratamiento con oxaliplatino, en el
analisis se compard la misma poblacién control y tratada, por lo que el analisis estadistico

usando el paquete EdgeR se realizé por separado para cada poblacion.

El andlisis bioinformatico fue similar al protocolo utilizado en la seccién 4.2.2 con pequeiias va-
riaciones; realizamos una normalizacién mediante controles negativos o “houskeepings” donde
se calculd el factor de variacidon no deseada a través del paquete estadistico RUVSeq antes del
realizar el andlisis diferencial (para mas detalle véase de nuevo la seccién 3.13.3 de materiales
y métodos). En la figura 62B se ha representado la primera y la segunda dimensidn del compo-
nente principal (PCA) después de la normalizacion. Se aprecia una agrupacion en funcién de la
condicidn (control o tratada) para cada una de las tres poblaciones estudiadas, lo que indica que

el oxaliplatino afecta a nivel transcriptémico las neuronas seleccionadas.

Al igual que en la seccidn 4.2, los genes se consideraron diferencialmente expresados (DE) si
presentan un |Log2FC|> 1 como unidad de expresidn relativa, y un p-valor ajustado <0.05 (FDR,
“False Discovery Rate”). Los genes DE para cada poblacidn pueden observarse en los diagramas
“volcdn” y en los mapas de calor de las figuras 62C y D. Una primera exploracién de los datos

nos indica que los genes alterados tras el tratamiento permiten una correcta segregacién de las
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muestras segln su tratamiento. Ademas, ndtese que el nimero de genes DE identificados varian
dependiendo de la subpoblacidon neuronal examinada, sugiriendo que el oxaliplatino afecta de
manera distinta segun el tipo celular y actuando posiblemente sobre mecanismos celulares di-
versos. La poblacién inespecifica DN presenta el mayor nimero de genes diferencialmente ex-
presados, la mayoria de ellos sobreexpresados (en total 1796 genes DE identificados). La pobla-
cidon IB4+ presenta 794 genes diferencialmente alterados tras el oxaliplatino, mientras que en la
poblacién EYFP+ encontramos un menor nimero de genes alterados, 663 (figura 62D). Este me-
nor nimero podria también ser coherente con la mayor pureza de la poblaciéon EYFP+. De entre
los genes DE destaca la sobreexpresion de Trom8 en la poblaciéon IB4+ y DN, pero no en la EYFP+

(vease de nuevo la figura 62C).

A continuacion, exploramos en mas detalle la relevancia bioldgica de los datos obtenidos,
usando varios tipos de analisis de enriquecimiento de genes. El primero de estos procedimientos
se conoce como “Gene Set Enrichment Analysis” (GSEA) (Mootha et al., 2003; Subramanian et
al., 2005). A diferencia de otros andlisis de enriquecimiento, algunos ya usados en esta memoria,
como los términos de “Gene onthology” (GO), este método permite puntuar los genes segun su
nivel de expresién diferencial de acuerdo con una lista de genes de interés. Una de las ventajas
de este tipo de analisis es que no nos limitamos a usar una base de datos ya establecida, por lo
gue pudimos comparar nuestros genes DE con estudios de asociacidn de genoma humano com-
pleto (GWAS) relacionados con patologias del dolor (véase en mas detalle la seccion 3.13.3 de

materiales y métodos).

Las figuras 62E y F muestran los resultados obtenidos del analisis, tras puntuar los valores de
expresion obtenidos de los experimentos de RNA-Seq con las distintas bases de datos seleccio-
nadas. En la figura 62E se han representado dos ejemplos con la mejor correlacion (en funcion
del p-valor ajustado por el método Benjamini & Hochberg, FDRgsea) al comparar los distintos
fenotipos de patologias humanas; las poblaciones IB4+ y DN son las que presentaron una rela-
cién mas estrecha en los términos asociados a “Headache” y “Limb pain”, respectivamente

(véase también figura 62F).

En la figura 62F también se indica la puntuacion del enriquecimiento (“Enrichment score”, ES,
en este caso denominado NES, “Normalized Enrichment Score”, ya que esta normalizado al ta-
mafio muestral de las bases de datos utilizadas); un valor NES positivo indica que la base de
datos estd enriquecida al principio del “ranking” que obtenemos tras puntuar los genes DE (y
por tanto enriquecida en genes sobreexpresados en las muestras control), mientras que un valor
negativo indica el enriquecimiento al final, es decir, en muestras tratadas con oxaliplatino y por

tanto genes sobreexpresados en la condicidn de oxaliplatino.
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Figura 62. Analisis de la expresion diferencial de las poblaciones EYFP+, IB4+ y DN y su asociacién con
términos relacionados con patologias humanas. A) Esquema del protocolo seguido para el aislamiento y
secuenciacion de neuronas EYFP+, IB4+ y DN tras la induccion de la neuropatia por oxaliplatino. A dife-
rencia del andlisis realizado en las secciones 4.2.2-3, el analisis comparativo se efectud entre las mismas
subpoblaciones neuronales en diferentes condiciones experimentales. B) El analisis del componente prin-
cipal (PCA, unidad de expresion log2CPM) muestra una segregacion diferente del transcriptoma para las
tres poblaciones purificadas de neuronas tratadas y sus controles (EYFP+ verde, IB4+ rojo, y DN gris). C)
Gréficos tipo volcan representando los genes diferencialmente expresados (DE) en cada una de las sub-
poblaciones neuronales. Los puntos verdes representan genes diferencialmente sobreexpresados en la
condicidn tratada con oxaliplatino, “UP”, con un umbral Log2FC>1 y FDR<0.05 y los puntos rojos infraex-
presados, “DOWN”, Log2FC<-1y FDR<0.05 (linea punteada). Se indican ademas los nombres de los cana-
les idnicos diferencialmente expresados. D) Mapas de calor con la expresion de los transcritos (TPM) de
genes DE (|Log2FC|>1y FDR<0.05) en la condicidn control y tratada en las tres poblaciones estudiadas. E
y F) Analisis GSEA (“Gene set enrichment analysis”) de los genes DE para las poblaciones EYFP+, IB4+y DN
tras la induccién de la neuropatia. En E) se muestra el andlisis resultante para dos términos asociados con
patologias humanas y que muestran mejor asociacion para las alteraciones genéticas observadas tras la
neuropatia; “Headache” y “Limb pain”, que se relacionaron con la poblacién DN e IB4+ respectivamente.
Se indican los valores NESy el p-valor para estos términos. En F) se resumen los mejores términos (FDRGsea
< 0.05) del analisis para cada poblacién. El término “PAIN”, se encuentra representado aparte y en este
caso expresa en p-valor.

El patrén de expresion para todas las patologias analizadas se resume en la figura 62F; en ella
puede observarse que las poblaciones mds enriquecidas en términos patoldgicos relacionados
con el dolor son las poblaciones IB4+ y DN. Ademas, la mayoria presenta un valor NES negativo
por lo que los términos se relacionan con genes sobreexpresados en las muestras tratadas con

oxaliplatino.

Adicionalmente, también analizamos el enriquecimiento de los genes DE tras el oxaliplatino con
el término generalizado del dolor, sin especificar una patologia concreta (denominado como
“PAIN” en la figura 62E). En este caso, los genes DE de la poblacién IB4+ es la que presenta una
relacidn mas estrecha, seguida por la poblacién DN. La poblaciéon EYFP+ esta inversamente rela-
cionada con un valor ES. Esto indica que los genes expresados negativamente tras el tratamiento
con el oxaliplatino son los que presentan gran relevancia en procesos de generacién del dolor
para esta poblacidon. En cambio, para la poblacién IB4+ y DN los genes sobreexpresados en la
condicidn tratada tienen mas relevancia en las patologias del dolor. Notese que para el término
generalizado del dolor el p-valor no se encuentra ajustado, dado que sélo hemos analizado una

base de datos (figura 62E).

Las figuras 62E y F, sugieren que las poblaciones DN e IB4+ pueden tener un papel relevante en
la generacion de dolor en la neuropatia inducida por oxaliplatino, sin embargo, desconocemos
qué procesos bioldgicos pueden estar implicados. Para ello, aparte del analisis por GSEA, tam-

bién investigamos los términos enriquecidos de la base de datos Gene Ontology (GO). De entre
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los términos en la categoria proceso biolégico (BP), en la figura 63A, se recogen aquellos mas
probables segln su nivel de significacidon (p-valor) para los genes DE tanto sobreexpresados
como infraexpresados en la condicidn de oxaliplatino segun la poblacién estudiada. Cabe desta-
car que algunos de los términos encontrados se relacionan con células no neuronales como es
el caso de procesos de gliogénesis, vascularizacién, alteracion en la diferenciacién de los eritro-
citos o procesos propios del sistema inmunitario, indicando que los efectos producidos por el
compuesto no se limitan sélo a las neuronas sensoriales, sino que otras células son participes de

los cambios observados.

Puesto que las poblaciones DNy IB4+ presentan cierto grado de heterogeneidad (verse de nuevo
figura 45C), clasificamos los genes DE en nuestras poblaciones segun su origen neuronal y no
neuronal, siguiendo el mismo procedimiento que se utilizé en la seccién 4.2.3. En este caso tam-
bién distinguimos si las células no neuronales pertenecen al sistema inmune dado su importan-
cia en el desarrollo del dolor y ciertas neuropatias, especialmente en la hipersensibilidad meca-
nica (Cobos et al., 2018). Es mas, existen pruebas directas de la alteracién de células inmunes

tras el tratamiento con oxaliplatino (Stojanovska et al., 2019).

Un dato inesperado teniendo en cuenta que el nimero de genes DE es distinto dependiendo de
la poblacién, es que su proporcion para los marcadores de cada clase (neuronal, inmune, neu-
ronal/inmune, células satélites o inespecifico) no varia entre las muestras DN, IB4+ y EYFP+ (fi-
gura 63B). Dentro de los genes de origen neuronal, la mayoria de los cambios se generan en
genes marcadores para nociceptores Nay1.8+/IB4- (figura 63C). En el caso de los genes con ori-
gen no neuronal cabe destacar que la desregulacion de células satélites presenta el mayor por-
centaje. Respecto del sistema inmune, la mayoria de los genes alterados son marcadores de las
células auxiliares CD4+/Th1, participando también los macréfagos, aunque en menor medida
(figura 63C). Las células Th1 son los mediadores principales de los procesos inflamatorios de los
que dependen los macréfagos y otras células T citotdxicas, ademas de que regulan positiva-

mente la liberacién de IFN-y (Rosas et al., 2014; Brown et al., 2015).

En la figura 63D, se muestra ademds cémo se distribuyen los términos ontoldgicos obtenidos en
la figura 63A tras clasificarlos en funcidn de su origen neuronal o no neuronal. Nétese que los
procesos bioldgicos no se repiten ni entre las categorias ni entre las poblaciones DN, B4+ y
EYFP+, a excepcion de la organizacion de la matriz extracelular que aparece alterado para genes
de origen no neuronal en la poblacién IB4+ y DN y resaltado en azul en la figura. Esto sugiere
que el oxaliplatino afecta de forma distinta a las subpoblaciones estudiadas y dentro de éstas
entre los distintos tipos celulares, pudiendo quizds explicar la variada sintomatologia que pro-

voca la neuropatia.
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Figura 63. El oxaliplatino provoca una alteracién molecular diferente en células neuronales y de origen
no neuronal. A) Anélisis de ontologia genes DE para las poblaciones DN (gris), IB4+ (rojo) y EYFP+ (verde)
con los 10 mejores grupos de términos en la categoria de proceso bioldgico (BP) de la base de datos GO.
Los términos se han separado segun agrupen genes sobreexpresados o infraexpresados. B) Porcentaje de
genes de origen neuronal, satélite, sistema inmune, neuronal-inmune o indeterminado para los genes
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diferencialmente expresados de las subpoblaciones DN, IB4+ y EYFP+. C) Misma representacion que en B)
sin separar entre las poblaciones DN, I1B4+ y EYFP. Los sectores circulares detallan si los genes de origen
neuronal definen las poblaciones Nav1.8+/IB4-, Nav1.8+/1B4-, propioceptores (“Proprio”) y C-LTMRs, re-
ferente a la figura 46 o a macrofagos (M), células Thl o células Th17 en el caso de genes relacionados
con el sistema inmunitario. D) Mismo analisis que en A) para los grupos de genes alterados en funcién de
su origen celular y la poblacion donde se expresan (se representan los 5 mejores términos para cada ca-
tegoria). La barra de escala indica el p-valor estadistico expresado como -log10(p-valor), siendo en rojo en
maximo y azul minimo.

Seguidamente, al explorar el solapamiento de los genes DE, se observa que prdcticamente los
genes alterados no se repiten entre las subpoblaciones (ver los diagramas de Venn de la figura
64A), ya sean desregulados positiva o negativamente. Sélo se identificaron 31 genes comunes
para las tres poblaciones que se indican en la tabla 64B. De éstos, Hba-al, H2-Ab1, H2-Aa, Hbb-

b1, 5$100a8 y Cd74 estan relacionados con deficiencias inmunitarias (figura 64C).

Igualmente, analizamos los procesos biolégicos implicados segun aquellos genes alterados de
manera especifica en una subpoblacién celular determinada. En este caso, quisimos identificar
aquellos procesos alterados segun la base de datos de vias celulares KEGG (del inglés “Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes”), ya que nos permite definir mejor las interacciones mo-
leculares dentro de las células que definen una via metabdlica o de sefalizacién. Las figuras 64D
muestran la red de interaccidn segun su asociacién génica para los términos enriquecidos de
genes DE alterados en una poblacidn especifica. Téngase en cuenta que, aunque los genes ana-
lizados sélo se expresan en una u otra poblacién es posible que participen en procesos comunes
con otros genes inespecificos en las poblaciones restantes. En la tabla 8 del anexo 2 pueden

consultarse los genes DE con mayor nivel de expresion para cada grupo.

Consecuente con los genes DE obtenidos, la poblacidon DN es la que presenta un nimero mas
elevado de vias de sefializacion alteradas ya que presenta una red de interaccion mayor que las
otras dos poblaciones (figura 64D). De los términos mas enriquecidos se incluyen la matriz ex-
tracelular (“ECM receptor-interaction”) y rutas de sefalizacidn celular PI3K/AKT/mTOR o Hippo,
ambos relacionados con la supervivencia celular, siendo potenciales dianas para mecanismos
afectados tras el oxaliplatino. Al examinar los resultados obtenidos en las demas poblaciones,
encontramos que en la poblacién IB4+ los genes alterados estan principalmente relacionados
con la infeccion por el virus Herpes 1 con la familia de proteinas Zinc finger proteins (ZFP), que
pueden estar alterados en procesos inmunitarios para la secrecién del interferon. Ademads, tam-
bién encontramos genes relacionados con la activacidn neuronal por ligandos de receptores
acoplados a proteinas G (GCPRs) (figura 64D, panel central). Los principales términos relaciona-
dos con genes DE especificos de la poblacidn EYFP+, incluyen alteraciones en el metabolismo del

nitrégeno o la N-glicosilacién de proteinas (figura 64D, panel de la derecha).
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Figura 64. Las vias de sefalizacion y los mecanismos celulares alterados por el tratamiento con oxalipla-
tino son especificos de cada subpoblacién. A) Diagramas de Venn mostrando genes alterados positiva-
mente (izquierda, Log2FC > 1, FDR<0.05) y negativamente (derecha, Log2FC < -1, FDR<0.05) para las sub-
poblaciones EYFP+, IB4+y DN. B) Tabla con los 31 genes alterados comunes entre las tres poblaciones. Se
indica la direccién de la regulacién (“UP” sobreexpresados, “DOWN”, infraexpresados) para las tres po-
blaciones estudiadas. C) Andlisis de interacciones, segun el analisis del programa ClueGo para los genes
comunes indicados en B (términos BP de la base de datos GO) y D) términos KEGG, especificos de cada
poblacion DN (izquierda), IB4+ (centro) y EYFP+ (derecha). Las redes estan representadas usando la mo-
dalidad “Cerebral layout”. E) Adaptacidn grafica de la via mmu04080: "Neuroactive ligand-receptor inter-
action” identificada en el analisis de enriquecimiento para la poblacion IB4+ en D) en la base de datos de
KEGG. Los colores en los receptores indican el valor de expresion diferencial (Log2FC) al comparar entre
las muestras IB4+ (grafico superior) y EYFP+ (grafico inferior) tratadas y sus controles. Verde indica sobre-
expresion y rojo infraexpresidn en la condicién oxaliplatino.

En referencia a la activaciéon de GCPRs por ligandos, este término puede tener un papel relevante
para explicar la sensibilizacién de neuronas IB4+, por lo que se ha representado en mas detalle
en el panel superior de la figura 64E. En ella se aprecia de forma esquematizada los receptores
o ligandos alterados por el tratamiento, la escala de color indica la unidad de expresion (Log2FC)
al comparar las muestras control y oxaliplatino de la poblacion IB4+. Se indica ademas los resul-
tados de esta misma via para la poblacidon EYFP+ (panel inferior). Aunque se encuentran genes
alterados para el mismo proceso bioldgico en ambas en ambas poblaciones, nétese que la po-

blacion IB4+ presenta mas receptores y ligandos alterados.

4.4.5. El tratamiento con el oxaliplatino produce un aumento en la expresion del ca-
nal TRPMS8 y de otros marcadores propios de la poblacion TRPMS8 de baja in-

tensidad

En la seccién anterior hemos descrito de manera generalizada las alteraciones génicas produci-
das por el oxaliplatino. Sin embargo, el dato mds relevante para nuestro trabajo es que el canal
termosensible TRPMS se encuentra sobreexpresado en las poblaciones DN y IB4+ y que origina-
riamente no lo expresaban (véase de nuevo la figura 62C y la figura 65A donde se indica la uni-
dad de expresion en Log2FC para Trpm8). Para validar este cambio, realizamos experimentos
inmunohistolégicos en rodajas de DRG de animales TRPMS8BAEYFP tratados con el oxaliplatino y

sus controles (vehiculo) y confirmar asi el patrén de expresion en neuronas TRPM8+.

Se utilizd un triple marcaje para GFP, IB4 y beta-tubulina Ill, un marcaje neuronal que permite
identificar la poblacidon total de neuronas sensoriales (figura 65B). Los datos obtenidos muestran
una mayor fluorescencia verde en rodajas de ratones tratados con oxaliplatino, tal como se
muestra en las figuras 65B-C. El analisis realizado en la figura 65C muestra que la distribucion

acumulativa de la fluorescencia de ambos grupos para imagenes (control y tratado) son distintas
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(p<0.001, prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov). El aumento de la fluorescencia en

neuronas TRPMS8BACEYFP puede ir acompafiado de un aumento de la expresién de TrpmS.

En las muestras de animales tratados con oxaliplatino, se observa un incremento en el nimero
de neuronas EYFP+ respecto al nimero total de células analizadas. Ambas poblaciones, IF-EYFP+
y WF-EYFP+, aumentan en los ratones tratados, observandose el mayor cambio en la subpobla-
cion de baja expresion WF-EYFP+, aumentando el nimero de un 13 % (213/1639) a un 29.4 %
(362/1235) (p < 0.001, prueba exacta de Fisher) (figura 65D). Este aumento no viene acompa-
fnado de cambios en el nimero total de células IB4+, aunque se aprecia un aumento notable en
la co-expresion de ambos marcadores (figuras 65D y E). En conjunto, estos datos sugieren un

cambio en el patrén de expresion de TRPMS8, aumentando su expresidn en neuronas IB4+.
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Figura 65. El oxaliplatino produce un incremento en la fluorescencia de neuronas TRPM8+ de DRG. A)
Expresion diferencial expresado en Log2FC del gen Trpom8 obtenido tras la secuenciacién de neuronas
EYFP+, IB4+ y DN tratadas y sus controles (referente a la seccién 4.4.4). El gen esta diferencialmente so-
breexpresado (Log2FC>1 y FDR<0.05) en las poblaciones IB4+ y DN. B) Imagenes representativas en mi-
croscopia confocal del marcaje de GFP e IB4 realizado por inmunohistoquimica en rodajas fijadas de DRG
de ratones TRPMSBACEYFP inyectados con el oxaliplatino (oxa) o vehiculo (veh). Las imégenes de los pane-
les derechos muestran la fluorescencia superpuesta con el marcaje B-tubulina Ill. Barra de escala: 50um.
C) Distribucion acumulativa de la fluorescencia EYFP detectada en las imagenes para la condicidn control
(azul) y tratado (naranja). Se indican los puntos de corte establecidos para determinar las neuronas EYFP+
y dentro de ellas aquellas de alta intensidad (IF-EYFP+) (***p<0.001, prueba de Kolmogorov-Smirnov). D)
y E) Cuantificacién de las neuronas IF-EYFP+ (verde claro) y WF-EYFP+ (verde oscuro) sobre el total de
neuronas analizadas. En D, se detalla ademas el porcentaje de las neuronas EYFP+/IB4+ sobre el nimero
de neuronas EYFP+ (**p<0.01y ***p<0.001, prueba exacta de Fisher), mientras que, en E, se detalla ade-
mas el nimero de neuronas IB4+ sobre el total de neuronas analizadas. NUmero de neuronas analizadas
n=287 EYFP+, n=317 IB4+ (ntota=1639) para la condicion control y n=450 EYFP+, n=214 IB4+ (ntota=1235);
n=3 animales por condicidn.

A la vista de estos resultados, quisimos determinar si la aparicidn de las nuevas neuronas EYFP+
viene acompafiado en un cambio en la naturaleza de su perfil molecular o el cambio es sélo
debido a una mayor expresién de TRPM8. Con este fin, repetimos las mismas pautas del andlisis
bioinformatico utilizado en la seccién 4.2.3 para determinar si los marcadores moleculares de
las poblaciones EYFP+, IB4+ y DN (genes DE al comparar una poblacidn con las otras dos restan-

tes) siguen estando presentes en las muestras tratadas con oxaliplatino.

Al comparar los genes DE especificos para cada poblacidn tratada EYFP+, IB4+ y DN con marca-
dores especificos de subpoblaciones neuronales identificados por secuenciacién por célula Unica
(referente a la figura 47C de la seccion 4.2.4), se observa un mayor porcentaje de marcadores
especificos de las neuronas peptidérgicas (PEP1.1-4 y PEP2) en la poblacion DN tratadas que en
la condicién control. También observamos que aumenta la proporcidon de marcadores peptidér-
gicos en las neuronas IB4+ tratadas y disminuye aquellos propios de esta poblacién correspon-
diente al subgrupo NP1 (nociceptores MRGPRD+). Por el contrario, el porcentaje de genes pep-
tidérgicos no cambio en las muestras EYFP+ tratadas (figura 66A). Tampoco se han encontrado
diferencias notables en la distribucion de genes que identifican a los subgrupos TRPM8+, iden-

tificados en la seccion 4.3.1, en muestras EYFP+ tratadas (figura 66B).

Asimismo, la figura 66C muestra un grafico PCA para el andlisis conjunto de todas las muestras
secuenciadas, tanto control como tratadas. Se observa que aquellas que pertenecen a la misma
poblacién se agrupan entre si. No obstante, se aprecian diferencias internas dentro de los grupos
poblacionales segun sean controles o tratadas con oxaliplatino (nétese como las muestras tra-
tadas para DN y en menor medida IB4+ se dispersan de mas de sus controles en la segunda

dimensién, PC2).
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Por ultimo, observamos qué genes DE de la poblaciéon EYFP+ cambian en las muestras tratadas
con oxaliplatino. La figura 66D muestra la expresion diferencial (Log2FC) de los genes DE EYFP+
obtenidos en la seccién 4.2.2 al compararla con las poblaciones B4+ (grafico superior) y DN
(inferior). En azul se indican los valores obtenidos en dicha seccidn (condicién control) y en na-
ranja el mismo andlisis en muestras tratadas con oxaliplatino. Se observa que muchos de estos
genes no llegaron a superar el corte Log2FC > 1 para considerarlos como genes DE en la condi-
cion patoldgica. Se indica ademas qué genes presentaron un poder estadistico FDR<0.05 para la
condicidn tratada con un asterisco tras el andlisis de expresidn diferencial. Téngase en cuenta
que en la condicidn control todos estos genes obtuvieron un poder significativo FDR <0.05 (fi-
gura 66D). Este resultado sugiere que el aumento de la expresion de Trom8 va acompafiado con
un cambio en la naturaleza de las neuronas sensoriales en las poblaciones IB4+ y DN hacia genes

con propiedades peptidérgicas.

Asimismo, cuando representamos la expresion diferencial de dichos marcadores respecto a sus
controles, observamos que muchos se encuentran diferencialmente sobreexpresados, principal-
mente en la poblaciéon IB4+. Tal como hemos mencionado anteriormente, se detecta una sobre-
expresion de Trom8 en la poblacién IB4+ y también en la DN (figura 66E). Esta remodelacion
genética podria ser clave para entender las causas moleculares de la aparicidon de nuevas neu-

ronas sensibles al frio silentes en la neuropatia.

215



Resultados

EYFP+ B+ & E i e
“Weh Orxa | —
AT B Em i -
CLTH = i 40 i
H i
i Yeh 20
w:ﬁﬂh*‘ eyl 5 i
AFL CRALTHE 7 1]
W (P ETe e | -
g c .|*- .. =
W Sk Prgoaadi- s .
el sy a0 :- Po®
PEFLL |C-rex) _i? * §
PEPLY Eadi E-ﬂh ¥
FEFL (el EI
PEFLA e z
PEPD WR-rexc RN TS T & e ()
T et PrrrtrTTrT T o veh Bl - & vl D}
9 I0 40 &2 B9 O 20 40 GO BD 0 20 40 &80 8D o
D Fran:citin cha g e carls grupes (%) 2 a8 1 3 H
PG T venan e
15
—~10_L E
L3 W Wah
@ " = Coa
%
+-
£
E’ 2
=3
o
—

’ IIII IIII I
{3 S G A

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIrIII::IIIIIIIIIIIJIIIII

ﬁ@wﬁ%f@f A

216



Resultados

Figura 66. El oxaliplatino aumenta la expresion de marcadores peptidérgicos en neuronas IB4+y DN. A)
Porcentaje de genes DE para la poblacion EYFP+, IB4+y DN (Log2FC>1, FDR<0.05 al comparar con las otras
dos poblaciones restantes en condicidn control), que identifican a los 100 primeros marcadores especifi-
cos de cada tipo celular seguin su Log2FC. El analisis se realiz6 en muestras control (azul) y tratadas (na-
ranja). B) Mismo andlisis realizado en la poblacién EYFP+ (control y tratada), para los marcadores que
identifican los subgrupos de TRPM8+ (referente a la seccidn 4.3.1) (para considerarse marcador, la expre-
sidn debe superar el log2FC>0.25 al comparar con los subgrupos restantes, véase de nuevo la figura 48E).
El porcentaje esta expresado sobre el total de genes DE de la poblacion EYFP+ (n=43 control y n=21 tra-
tado). C) Andlisis del componente principal (PCA, unidad de expresién log2CPM) para todas las muestras
secuenciadas, EYFP+ control y oxa (verde claro y oscuro respectivamente), IB4+ control y oxa (rojo claro y
oscuro) y DN control y oxa (gris y negro). D) y E) Expresidn diferencial expresado en Log2FC de los marca-
dores tipicos obtenidos en la seccion 4.2.2-3 para la poblacién EYFP+. En C, al comparar con la poblaciéon
IB4+ (panel superior) y DN (panel inferior) en condiciones control (vehiculo, azul) y tratadas (oxa, naranja)
y D, comparando las muestras tratadas en funcién de sus controles (EYFP+ verde, IB4+ rojo y DN gris). Se
indica el punto de corte para el Log2FC>1 y los genes que se consideraron DE cuando comparamos las
muestras tratadas (Log2FC>1y FDR<0.05).
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Discusion

5.1. Las neuronas TRPM8+ presentan una dualidad funcional y molecu-

lar

En este trabajo, nos hemos propuesto realizar la caracterizacion molecular y funcional de las
neuronas TRPM8+ del ganglio raquideo de ratén adulto, las cuales carecen de las propiedades
tipicas de nociceptores: no expresan canales Na, resistentes a TTX, no expresan CGRP o SP y
responden a temperaturas en el rango inocuo (McKemy, Neuhausser and Julius, 2002; Peier,
Mogrich, et al., 2002; Dhaka et al., 2008; Griffith, Docter and Lumpkin, 2019). No obstante, dado
gue comparten expresién con algunos de los marcadores especificos de la poblacién peptidér-
gica, tales como TRKA, GAL o TRPV1 (Babes, Zorzon and Reid, 2004; Kobayashi et al., 2005;
Nguyen et al., 2017), muchos autores las consideran nociceptores de frio, ademas de ser termo-
rreceptores para el frio inocuo. Por tanto, es frecuente que se les atribuya un papel en la sensa-

cion nociva, el cual no ha sido totalmente esclarecido.

En la literatura, las neuronas TRPM8+ presentan incoherencias en algunos aspectos de su carac-
terizacion. Por ejemplo, el porcentaje de neuronas sensoriales TRPM8+ estimado a partir de
técnicas inmunohistolégicas o de hibridacidn in situ es variable, encontrdndose entre un 5 % y
un 10 % en DRG (Peier, Mogrich, et al., 2002; Takashima et al., 2007; Dhaka et al., 2008). Asi-
mismo, la identificacion de neuronas TRPM8+ usando la técnica scRNA-Seq es mucho menor, en
algunos casos siendo menos del 1 %, sobre el total de neuronas secuenciadas (Usoskin et al.,
2015; Zeisel et al., 2018). En contraposicién, los datos obtenidos mediante experimentos fun-
cionales indican que existe un porcentaje mayor de neuronas que responden al frio, alrededor
del 15-20 % del total de neuronas sensoriales, y sugiere ademads la existencia de otra poblacion

sensible al frio TRPMS8- (Nealen et al., 2003; Dhaka et al., 2007; Karashima et al., 2009).

No obstante, aun no se ha esclarecido qué canal es el responsable de las respuestas al frio en
ausencia de TRPMS. Los principales candidatos propuestos, los canales idnicos TRPA1 o TRPCS5,
los cuales ejercen un papel ya demostrado en la termosensibilidad del ganglio nodoso (NG) o en
los dientes, presentan discrepancias, segun algunos trabajos en DRG (Jordt et al., 2004; Bautista
et al., 2006; Zimmermann et al., 2011). Ademas, estudios mas recientes realizados mediante
experimentos de imagen de calcio in vivo apuntan a que es, de hecho, TRPMS8 el que media la
termosensibilidad en el rango nocivo hasta temperaturas de 1 2C, o tras una patologia

(Yarmolinsky et al., 2016; Luiz et al., 2019).

Resulta particularmente sorprendente que un nimero tan bajo de neuronas con expresion de

un Unico canal termosensible intervengan en una actividad tan compleja como es la deteccién
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térmica del frio ambiental, capaz de evocar sensaciones muy diferentes segun el nivel de tem-
peratura alcanzado durante el estimulo. Por ejemplo, el frio puede generar una sensacion anal-
gésica al aliviar la inflamacidn, o producir dolor por dafios por congelacién cuando el descenso
de temperatura es muy grande. Ademas, estas neuronas sensoriales son capaces de detectar
cambios de temperatura muy distintos, que abarcan desde variaciones tan precisas de 0.5 2C,
hasta bajadas de temperatura bruscas de mas de 10 2C. Por el contrario, en la termotransduc-
ciéon del calor, parece que participan multiples canales idnicos (p.e. TRPV1, TRPV2, TRPM3 vy
TRPAL1). Estos canales parecen tener una funcién parcialmente redundante, ya que es necesaria
la eliminacidn de mas de uno para detectar déficits en la sensibilidad a las altas temperaturas

(Vandewauw et al., 2018)

Aparte de la modulacion que pueda sufrir la sefal térmica en areas del sistema nervioso central,
una explicacién plausible es que la heterogeneidad molecular de la poblacion TRPM8+ defina su
funcién para detectar diferentes temperaturas. Algunos de los posibles mecanismos molecula-
res presentes en estas neuronas para aumentar su rango dinamico ya han sido propuestos: por
ejemplo, la expresiodn variable de los canales de potasio determina el umbral de activacién por
frio de estas neuronasy por ende, el rango de temperaturas al que se encuentran “sintonizadas”

(Viana, De la Pefia and Belmonte, 2002; Madrid et al., 2009; Morenilla-Palao et al., 2014).

Sin embargo, los estudios de scRNA-Seqg en neuronas sensoriales no han identificado la expre-
sién diferencial de estos canales en los subgrupos TRPM8+. En realidad, aunque los subgrupos
TRPM8+ identificados en DRG y en TG en los estudios de Nguyen y Zeisel presentan diferencias
moleculares, no se ha podido establecer una relacién entre su perfil transcriptémico con el ob-

tenido funcionalmente, que las clasifica en LT o HT-CS.

Teniendo en cuenta el nimero tan bajo de neuronas TRPM8+ que se identificaron tras la obten-
cidon del transcriptoma, resulta plausible considerar que la poblacién TRPM8+ aun no ha sido
caracterizada en su totalidad, tal como defiende las conclusiones obtenidas de este trabajo. Esto
puede deberse a que la cobertura de la secuenciacion era insuficiente para detectarlas, ya que
tal como hemos indicado en nuestros resultados, las neuronas expresan bajos niveles para
Trom8. A continuacion, centraremos la discusion en los marcadores obtenidos en su perfil mo-

lecular y su posible interpretacién.
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5.1.1. La poblacion TRPMS8+ de baja expresion pasa inadvertida en la mayoria de las

lineas reporteras para TRPMS8

Dado a que en muchas ocasiones el uso de anticuerpos ha mostrado una baja eficiencia para
identificar al canal, la mayoria de los trabajos han optado por el uso de lineas reporteras
TRPMS8+, o la aplicacién de agonistas especificos para la caracterizacion de estas neuronas. Entre
los distintos modelos reporteros disponibles en la literatura, nuestro andlisis morfoldgico, fun-
cional y molecular de esta poblacién neuronal se ha realizado usando la linea TRPMSBACEYFP.
Esta linea ha sido extensamente caracterizada en nuestro grupo de investigacién derivando, en
la publicacidn de varios trabajos funcionales y de expresion (Morenilla-Palao et al., 2014; Alcalde
et al., 2018; Arcas et al., 2019; Ordas et al., 2021), entre los que se incluye un estudio limitado

del perfil genético en neuronas EYFP+ realizado por Morenilla-Palao y colaboradores.

La linea TRPMS8BACEYFP presenta la particularidad de detectar un mayor nimero de neuronas
TRPMS8+ que otros modelos reporteros; en un trabajo previo llevado a cabo en nuestro grupo,
se identificaron alrededor de un 20 % de neuronas fluorescentes en DRG, un porcentaje similar
a los datos presentados en esta memoria (Ordds Fernandez, 2019). En el trabajo mencionado
también se examinaron otras lineas reporteras para TRPMS8, y en todas se obtuvieron un nimero
mas bajo de neuronas TRPM8+ con un porcentaje en torno al 10 %. Otro rasgo caracteristico de
la linea TRPMB8BACEYFP es que exhibe una sefial fluorescente muy alta al compararla con las otras
lineas, lo que permite detectar neuronas de baja expresion, siendo posible clasificarlas en las
poblaciones IF-EYFP+ y WF-EYFP+, con fluorescencia variable (Alcalde et al., 2018; Ordas
Fernandez, 2019; Gers-barlag, 2020; este trabajo). La poblacion IF-EYFP es menos abundante,
con un porcentaje estimado del 20-30 % mientras que las WF-EYFP+ suponen el 80-70 % de la

poblacién total de neuronas EYFP+ en DRG y TG, respectivamente.

Si analizamos las caracteristicas morfoldgicas y funcionales de las dos poblaciones celulares, las
neuronas WF-EYFP+ presentan un diametro mayor, (aprox. 20 um) y responden rara vez a los
estimulos habituales del canal TRPMS8. Las neuronas IF-EYFP+, en cambio, son particularmente
pequefias (aprox. 15 um de didmetro) y presentan porcentajes muy altos de respuesta ante
agonistas de TRPMS, en especial aquellas con un tamafio celular muy pequefio. En base a estas
observaciones, podemos concluir que las neuronas con alta intensidad de fluorescencia perte-
necen efectivamente la poblacion TRPM8+ comuinmente descrita y muy bien caracterizada en
la literatura. En contraste, hay muy pocos estudios sobre las neuronas WF-EYFP+, debido posi-
blemente a su baja fluorescencia en otros modelos reporteros. En la seccidn 4.2.1. de los resul-

tados, determinamos si la variacion de la fluorescencia encontrada en las neuronas EYFP+ se
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debe a una expresién variable de TRPMS o si, por el contrario, las neuronas WF-EYFP+ presentan

un marcaje espurio:

Mediante experimentos de hibridacién in situ (RNAscope), demostramos que la fluorescencia
reportera es especifica en el ratén TRPMSBACEYFP, y que presenta una correlacion directa entre
la expresidn de los genes Trom8 y Eyfp. Este dato implica también una relacién entre la fluores-
cencia endégena y la expresion del canal y, por consiguiente, la fluorescencia de nuestro ratén
reportero puede utilizarse como una medida indirecta de la expresion de Trpom8. Los datos ob-
tenidos por imagen funcional de calcio también demuestran que el uso de la aplicacién conjunta
de los estimulos de mentol y frio aumenta el nimero de respuestas ante estos agonistas que su
aplicacién individual, sugiriendo que las neuronas WF-EYFP+ expresan menos canales TRPM8
funcionales y es necesario aplicar un estimulo mas potente para observar la entrada del calcio
intracelular secundario a su apertura. Un resultado similar se obtuvo en el trabajo de Alcalde et
al., en 2018, en donde observaron que la aplicacién conjunta de los estimulos de mentol y frio
generan pequefias despolarizaciones en neuronas de baja fluorescencia mediante registros elec-
trofisiolégicos en el ganglio trigémino. Esta activacidn no se observo al aplicar los estimulos in-

dividualmente.

El hecho de que sean menos sensibles a los agonistas de TRPMS8 dificulta su identificacion fun-
cional cuando se usan animales silvestres. En todo caso, es posible encontrar en la literatura
varios trabajos en los que se describe una segunda poblacidn sensible al frio cuyo perfil se podria
corresponder con las neuronas WF-EYFP+ y con temperaturas de activacién mas bajas. Ademas,
esta poblacién presenta niveles de calcio mas altos en respuesta a la capsaicina pero menores
para mentol que las IF-EYFP+, sensibilidad a AITC y expresidn de canales Na, TTX resistentes
(Viana, De la Pefia and Belmonte, 2002; Thut, Wrigley and Gold, 2003; Babes, Zorzon and Reid,
2004; Xing et al., 2006; Sarria et al., 2012; Teichert et al., 2012).

Pero, écdmo es posible que la linea reportera TRPMS8BACEYFP sea la Unica que identifique a la
poblacién TRPM8+ de baja expresiéon? Una explicacidn plausible es que la capacidad de la linea
TRPMSBACEYFP para detectar niveles bajos de expresion de TRPMS se deba a una mayor inser-
cidon de las copias del constructo. El modelo se generd a través de la insercion de un BAC artificial,
expresando la proteina EYFP bajo el promotor de TRPMS. Resulta particularmente interesante
que otra linea reportera para TRPM8 también generada por la integracién de un BAC presenta
unas caracteristicas similares a nuestro ratdn transgénico. En la caracterizacidn esta linea,
TRPMB8BAGFP, Takashima y colaboradores observaron que el porcentaje de respuesta para el
mentol fue del 80 %, aclarandose que utilizaron una concentracion dos veces mas alta (200 uM),

que la usada en este trabajo. Este porcentaje podria ser considerado bajo para la reactividad tan
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alta que presenta la IF-EYFP+ a los compuestos mentolados (mas del 70 % de la poblacion IF-
EYFP+ de pequefio tamafio, < 20 um, responde al mentol a 100 uM), y sugiere que parte de la
poblacién GFP+ caracterizada en dicho estudio incluye a la poblacién de baja expresién denomi-
nada WF-EYFP+. Ademas, las neuronas GFP+ presentaron un tamafio celular medio de 18.9+ 0.5
um en DRG, muy similar al obtenido en este trabajo para la linea TRPMS8BACEYFP (20.3 + 0.4 um).
No obstante, el dato mas interesante para nuestro estudio es que los autores observaron una
co-localizacién parcial con el neuropéptido CGRP (20 % para DRG, y 30% para TG). Asimismo,
aunque en el trabajo original no lo mencionan, es posible apreciar una diferencia de intensidad

entre las neuronas GFP+.

En otra de las lineas reporteras para TRPMS8 caracterizadas por la Dra. Ordas Fernandez, deno-
minada TRPM8-Cre y generada en el laboratorio del Dr. Mark Hoon, se identificaron neuronas
fluorescentes con un tamanio celular grande, de alrededor de 20 um, y consecuente con los re-
sultados obtenidos para la de Takashima y nuestro propio trabajo. Asimismo, el modelo trans-
génico se cred también por recombinacion aleatoria utilizando el mismo BAC, aunque en este
caso se incorpord el constructo Cre bajo el promotor de TRPMS8. En consecuencia, esta linea
puede cruzarse con diferentes proteinas recombinantes gracias al sistema Cre/loxP y se utilizd
para caracterizar funcionalmente las neuronas TRPMS8+ al expresar la sonda GCaMP5
(Yarmolinsky et al., 2016). Un dato muy interesante obtenido de este estudio es que una pe-
quefia fraccidon de neuronas TRPM8+/CGRP+ respondian con menor frecuencia a los estimulos

de frio.

Por ultimo, de los modelos reporteros disponibles, la linea TRPM8%f se ha utilizado en homoci-
gosis para estudiar el efecto de la ablacién del canal TRPMS. Este ratdn fue el primero en desa-
rrollarse por Dhaka y colaboradores y, acorde a sus resultados, es el menos idoneo para identi-
ficar la poblacién TRPM8+ de baja fluorescencia (Dhaka et al., 2008; Ordas Fernandez, 2019). A
diferencia de las lineas descritas en los parrafos anteriores, su generacién se basa en estrategias
de “gene knockin” (verse de nuevo materiales y métodos) y la poblacién fluorescente presentan
el perfil caracteristico de las neuronas descritas como IF-EYFP+ en esta memoria. Asi, el nimero
de neuronas fluorescentes es reducido, de alrededor del 10 % sobre el total. También presentan
un tamafio celular menor (didmetro medio de 15.3 £ 0.4 um) y una especificidad de respuesta
mucho mayor ante los estimulos propios del canal en hemicigosis; aproximadamente el 80 % de
las neuronas fluorescentes respondieron al estimulo de frio en comparacién con el 40 % en
nuestra linea cuando agrupamos la poblacién de alta y baja fluorescencia (Ordds Fernandez,
2020; resultados de esta Tesis). Ademads, presenta una sefial de fluorescencia baja para GFP en

comparacion con otras lineas, pese a que su sefial se ha potenciado mediante el cruce con otra
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linea reportera (Dhaka et al., 2008). Por ultimo, debemos sefalar que los estudios de expresion
en los que usaron el ratén TRPM8C ™, presentaron una co-localizacién nula o muy baja con algu-
nos de los genes DE obtenidos tras nuestro estudio transcriptémico y que estdn potencialmente

expresadas en neuronas WF-EYFP+, tales como SP, CGRP o TRPV1 (Dhaka et al., 2008).

En conclusion, estos datos sugieren de forma convincente que los animales transgénicos gene-
rados por recombinacién por BAC son preferibles para el estudio de la poblacién TRPM8+, ya
gue permite detectar mas neuronas de baja expresién y siendo mdaxima en el caso del ratén
TRPMSBACEYFP. Las regiones gendmicas de los BACs presentan una longitud mas extensa que los
transgenes utilizados en estrategias de “gene targeting”, por lo pueden incluir elementos regu-

latorios que ayuden a una expresidén génica mas fiable (Heintz, 2001).

5.1.2. Comparacion del perfil molecular obtenido de la linea TRPM8BAEYFP mediante

diferentes técnicas de expresion

En la seccidn 4.2. de los resultados, obtuvimos el perfil molecular de la poblacién TRPM8+ iden-
tificada por fluorescencia a través del marcaje del ratdn TRPMSBAEYFP, y se procedié a su ana-
lisis de expresion diferencial al compararlo con las poblaciones neuronales no solapantes B4+
(EYFP-/1B4+) y DN (EYFP-/IB4-). De acuerdo con la literatura, las neuronas IB4+ constituyen ma-
yoritariamente las neuronas MRGPRD+, un subgrupo de nociceptores no peptidérgicos Nay1.8+
y TRPA1+ (Zylka, Rice and Anderson, 2005; Barabas, Kossyreva and Stucky, 2012). La poblacién
no especifica DN, en cambio, estaria supuestamente enriquecida por nociceptores Nay1.8+/IB4-
, heuronas mielinicas NF+ y otras células satélites de origen no neuronal presentes también en
DRG. Sin embargo, al aislar las neuronas de una manera tan agresiva, esperariamos un enrique-
cimiento en células de menor tamaio, mas resistentes al efecto de friccion que puede produ-
cirse por la separacion en el citdmetro y constituidos principalmente por nociceptores Nay1.8+

y otras células satélites de origen no neuronal.

No obstante, el analisis reveld que la poblacidn EYFP+ era la que presentaba el patron genético
propio de nociceptores Nay1.8+/IB4-, con expresion diferencial de Calca (CGRP), Trpvi, Gfra3,
Adcyapl (PACAP), Gal, Tacl, Ntrk1 (TRKA) entre otros genes (véase de nuevo las figuras 46A-B
de la seccidn 4.2.4). Para el propio gen Scn10a, que codifica el canal Na,1.8, se obtuvieron nive-
les mas elevados que para la poblacion DN (Log2FC = 0.9 y FDR = 0.02), pero sin diferencias
significativas respecto a la poblacion IB4+. En este ultimo caso, el resultado es coherente con
estudios previos ya que el canal de sodio se expresa también en neuronas IB4+ (Fang et al., 2006;

Chiu et al., 2014).
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Asimismo, debemos mencionar que tanto la poblacidn DN como la IB4+, expresaron marcadores
propios de células con origen no neuronal. Este resultado se debe tener en consideracion ya que
puede enmascarar los niveles de expresidon obtenidos al comparar la poblacién IB4+y la DN con
la EYFP+, que representa una poblacién neuronal mas pura (verse de nuevo los resultados de la
seccidn 4.2.3, figura 45). En consecuencia, la unidad de expresidon expresada en “fold change”
puede estar sobrerrepresentada para algunos de los genes enriquecidos en la poblacién EYFP+,
y explicaria los niveles tan altos en el caso de los genes Calca, Ntrk1, Trpv1 o Trpal, los cuales se
expresan también en otros nociceptores IB4+ y/o DN. La presencia de genes de origen no neu-
ronal en estas poblaciones es también importante para interpretar los resultados obtenidos tras
el analisis del transcriptoma en la NPIO. Recuérdese que en la seccion 4.4.4. observamos que la
poblacién DN y seguida de la poblacion IB4+ eran las que presentaban mas alteraciones (mayor

numero de genes DE) tras la neuropatia, posiblemente porque constituyen poblaciones celula-

res mas heterogéneas.

Posteriormente, para verificar si la poblaciéon EYFP+ estaba constituida por un subgrupo de neu-
ronas Nay1.8+ o la representaba en su totalidad, comparamos el perfil genético obtenido en la
seccion 4.2.2-3. con los datos obtenidos de la poblacion Nay1.8+/ IB4- procedente del trabajo
de Chiu y colaboradores en 2014, y de la poblacién TRPV1+, obtenidos de Goswami et al., 2014,
realizados también mediante la técnica de FACS-Seq. Los resultados muestran una buena corre-

lacion al comparar con la poblaciéon TRPV1+ (figura 46C).

Dado que alrededor del 90 % de las neuronas TRPV1+ peptidérgicas expresan Na,1.8 (Patil,
Hovhannisyan and Akopian, 2018), los resultados son ademas coherentes al comparar con datos
obtenidos de neuronas secuenciadas a nivel individual en DRG (referente a la seccion 4.2.4, fi-
gura 47B). En este analisis, los marcadores especificos identificados de las neuronas EYFP+
(Sstr2, Trpvl1, Gfra3, Gal, Adcyapl, Tacl, Calca entre otros) coincidieron con aquellos que tam-
bién definen las subpoblaciones PEP1.1, PEP1.2, PEP1.3, PEP1.4 y PEP2, y que designan a las
poblaciones peptidérgicas identificadas por secuenciacion de célula Unica (Usoskin et al., 2015;
Li et al., 2016; Zeisel et al., 2018). Aun asi, podemos observar que un pequefio porcentaje de los
genes DE identificados para la poblacién EYFP+ son marcadores especificos de los subgrupos
tipicos para TRPM8+, acorde con otros trabajos de scRNA-Seq, y representados conjuntamente
como neuronas de frio en la figura 47C de los resultados de esta memoria. En dichos genes se
incluyen Pnoc, Prdm12, o Isl1 (Nguyen et al., 2017; Zeisel et al., 2018), que presentaron niveles

de expresidon mas altos al compararlos con las poblaciones IB4+ o DN.
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Asimismo, el estudio previo de expresion de las neuronas TRPM8+ realizado también por nues-
tro grupo de investigacién mediante la caracterizacién de la linea TRPMS8BACEYFP, en este caso a
través de la tecnologia de microarray, permite la comparacion directa de la poblacidon EYFP+ con
nuestros datos (Morenilla-Palao et al., 2014). Al comparar los marcadores identificados en am-
bos trabajos se puede apreciar que existe una mayor representacion de la poblacién TRPM8+
clasica en el estudio de Morenilla-Palao et al (figura 67A). No obstante, es importante afadir
gue, aunque se utiliza la misma linea reportera para ambos trabajos, existen diferencias que

deben tenerse en consideracidn y que puedan explicar los resultados encontrados:

1) Los animales utilizados en el anterior estudio eran neonatos con una edad aproximada entre
P9y P12 mientras que en nuestro caso utilizamos animales adultos. La edad puede ser un factor
determinante en el perfil molecular de las neuronas TRPM8+; en el estudio de Takashima y co-
laboradores encontraron que las neuronas TRPM8+ de los animales neonatos presentan por-
centajes de co-expresién menores para TRKA, periferina, TRPV1 y CGRP, estabilizdndose su ex-

presion adulta a partir de P14 (Takashima, Ma and McKemy, 2010).

2) Ambos trabajos presentan estrategias de separacién por fluorescencia diferentes que puede
limitar una lectura homogénea al comparar ambos datos; en el caso del array, se estudié en
neuronas TRPM8+y TRPMS8-, separadas sélo por el marcaje de fluorescencia de la proteina EYFP.
En cambio, en este trabajo, las neuronas TRPMS8- se segregaron en neuronas IB4+ y DN, por lo

que los niveles de expresion al realizar el analisis diferencial no son representativos.

3) La técnica utilizada en el array permite el estudio de un nimero limitado de genes (se selec-
cionaron sdlo 94 genes), por lo que parte del trasfondo genético permanece oculto. Ambas téc-
nicas, ademas, presentan procesos de amplificacion clonal diferentes, con diferentes unidades
de magnitud. Aun asi, a grandes rasgos, se ha podido establecer una correlacién positiva entre

los niveles de expresidn de los genes comunes detectados en ambos trabajos (véase figura 67B).

De los marcadores identificados en ese estudio, el gen Knck9, que codifica el canal de potasio
TASK3, también se demostré que el canal juega un papel importante en la excitabilidad de las
neuronas termosensibles (Morenilla-Palao et al., 2014). En linea con estos resultados, nuestros
datos de FACS-Seq muestran también niveles mas altos de Kcnk9 en las neuronas EYFP+ (Log2FC
=9.61y 4.91 para la poblacion DN e I1B4+, respectivamente), aunque si analizamos su expresion
absoluta, los valores de TPM fueron minimos (el valor medio en TPM fue sdlo de 2.96 en la
poblacién EYFP+ y practicamente cercano a cero en las poblaciones DN e IB4+), lo que indica
deteccion muy pobre del gen. No obstante, creemos que la baja expresion de TASK3 es princi-

palmente debido a limitaciones de la técnica, ya que su deteccidn sdlo fue posible cuando ali-
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neamos el genoma de ratdn a partir de la versidn 97 (véase de nuevo la seccion 3.13.3 de mate-
riales y métodos para mas detalles); el uso de las versiones anteriores del genoma no nos ha
permitido detectar niveles del transcrito. Ademas, estudios con una metodologia similar en los
que realizaron la secuenciacion en “bulk” o a nivel de célula Unica presentan también niveles
muy bajos y en algunos casos ausentes para el gen. En cualquier caso, pudimos validar la co-
expresion de TASK3 en la poblacién TRPMS8+ a través de la técnica de hibridacion in situ (RNAs-

cope), que ya se ha descrito en el trabajo de Liao et al., en 2019.
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Figura 67. Comparacidn del perfil genético de nuestras muestras EYFP+ con el obtenido en el estudio de
Morenilla-Palao., 2014. A) Porcentaje de genes DE para la poblacion EYFP+ obtenida por RNA-Seq en este
trabajo (verde) (Log2FC>1, FDR<0.05 al compararlas con las otras dos poblaciones) y por técnica de ex-
presién de array (Log2FC>1, p<0.05) obtenido en el estudio de Morenilla-Palao., 2014 (amarillo). B) Co-
rrelacion de la expresidn de los genes estadisticamente significativos (p<0.05), en el array respecto a su
nivel de expresidn con la técnica RNA. Se indica el coeficiente de determinacién (R?). Esta relacién fue
estadisticamente significativa (p<0.001, prueba de correlacién de Pearson).

5.1.3. Marcadores peptidérgicos en las neuronas TRPM8+

Los resultados obtenidos en los experimentos de FACS-Seq nos ha permitido identificar una
poblacién TRPM8+, que expresa CGRP (Calca), y otros marcadores peptidérgicos como
Cacna2d1 o Gfra3, y que fueron posteriormente validados por la técnica de RNAscope. Para
estudiar con mas detalle, a resolucidn celular, la poblacién TRPM8+ peptidérgica recurrimos a
los datos ya publicados de los principales estudios de scRNA-Seq en neuronas de DRGy TGy las
identificamos in silico (referente a la seccién 4.3.1). En una primera aproximacion quisimos

estudiar la expresién de las neuronas de DRG TRPM8+ utilizando sélo el trabajo realizado por
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Zeisel et al., pero fue imposible ya que sdlo detectaron 17 células (~1 % del total). Asi pues,
decidimos recopilar los datos de neuronas procedentes de varios trabajos y aumentar el tamano
muestral. En trigémino, sin embargo, las neuronas secuenciadas por Nguyen y su equipo fueron

suficientes para detectar las neuronas TRPM8+ de baja expresion.

Usando las bases de datos procedentes de ambos tejidos, se identificaron hasta cuatro
subgrupos de neuronas TRPM8+ con expresion variable para este gen, siendo aquellas con
minima expresion (denominada como subgrupo LowM8 en este trabajo) las que expresan los
marcadores peptidérgicos, incluyendo CGRP, Gfra3, Adcyapl, y los canales de sodio TTX
resistentes Na,1.8 (Scn10a) y Na,1.9 (Scnila). Dado que nuestro principal objetivo era poder
identificar las neuronas TRPM8+ nociceptivas que podrian estar incluidas dentro de la poblacion
peptidérgica, el analisis de “clustering” sdlo se realizé en neuronas con expresion para Trom8.
Asi, nos aseguramos de que en la seleccidn de subgrupos no intervengan variables procedentes

de neuronas TRPMS- (figura 48, seccion 4.3.1).

Ademas, los genes marcadores de las neuronas LowM8 correspondian con los genes DE
obtenidos para la poblacién EYFP+ en la seccidn 4.2.2-3. Estos datos apuntan a que las neuronas
EYFP+ purificadas tras el FACS estdn enriquecidas en la poblacidn de baja expresion para TRPMS8
o WF-EYFP+; posiblemente debido a que representan a un porcentaje mayor dentro de la
poblacién fluorescente (recuérdese que el 80 % de la poblacion total de EYFP+ son neuronas de
baja expresién WF-EYFP+). Las neuronas TRPM8+ de alta expresion, al ser una minoria, da lugar
a que su perfil genético sea menos perceptible en los datos obtenidos tras el FACS.
Posteriormente, los experimentos de RNAscope en cortes de DRG y TG del ratén TRPMS8BAEYFP,
permitio verificar que efectivamente que las neuronas WF-EYFP+ con baja expresién de TRPM8
expresan los marcadores nociceptivos Na,1.8 y CGRP (referente a la figura 55 de la seccidn
4.3.3). Nuestro grupo de investigacion también ha demostrado la expresion de CGRP en
neuronas WF-EYFP+ a través de técnicas de inmunohistoquimica en DRG y TG usando la linea
TRPMSBACEYFP (Alcalde et al., 2018; Ordas Ferndndez, 2019). Andlogamente, los resultados
relativos a la expresion con Na,1.8 se verificaron también en TG y en DRG mediante IHQ (datos

no publicados), y en neuronas del nervio vago (Gers-Barlag, 2020).

La presencia de neuronas TRPM8+ nocicpetivas parece ser mas evidente en otras especies, como
en primates no humanos (Kupari et al., 2021) o en humanos (Nguyen et al., 2021; Tavares-
Ferreira et al., 2021). En el estudio llevado a cabo en la especie de macaco Rhesus, los autores
describen una poblacién TRPM8+ con alta expresion con propiedades moleculares similares a
los tres grupos identificados en ratén por Zeisel (Kupari et al., 2021). Lo que es mas interesante

es que también describen otro grupo peptidérgico, denominado en el trabajo como PEP3, con
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expresion de Nay1.8, Kit, CGRP o Piezo2, marcadores especificos de nuestro grupo LowMS8 en
ratdn. Ademas, las neuronas PEP3 tienen una expresion mas baja para TRPM8+. Este grupo,
PEP3, es molecularmente similar a los nociceptores tipo A5, denominado PEP2 segin la
clasificacion de Ernfors y Linarsson. En nuestro caso, no podemos corroborar si las neuronas WF-
EYFP+ identificadas en este trabajo constituyen el grupo Ad peptidérgico en ratdn; los genes DE
en los datos de FACS para la poblacién EYFP+ son coincidentes con marcadores especificos de
mas de una de las poblaciones peptidérgicas. Ademas, la poblacién EYFP+ es heterogénea, lo
que dificulta los resultados obtenidos tras la secuenciacién en bloque. Seria necesario replicar
los experimentos de secuenciacién a nivel individual y asi poder situar con mayor precisién las

neuronas WF-EYFP+ entre los grupos moleculares PEP descritos en la literatura.

En humanos, existen dos estudios independientes mencionados previamente, que han logrado
identificar neuronas TRPM8+ que expresan CGRP y Nay1.8, usando estrategias de secuenciacion
distintas (Nguyen et al., 2021; Tavares-Ferreira et al., 2021). En ambos casos la expresién de
PIEZO2 también era visible en estas neuronas. Similarmente, en el estudio de Nickolls et al.,
publicado en 2020, los autores fueron capaces de realizar la diferenciacién de termorreceptores
a partir de células pluripotentes humanas, observando una co-expresion de PIEZO2 y TRPMS,
aungue no de Na,1.8. En ese estudio, las neuronas TRPM8+/PIEZO2+ presentaban ademas ca-
nales totalmente funcionales y se pudo demostrar su sensibilidad mecdnica vy al frio en registros
in vitro. En linea con estos resultados, nuestros experimentos de RNAscope indican una co-ex-
presion baja para PIEZO2 y TRPMS8, coherente con lo publicado en la literatura en referencia al
modelo de ratdn. Si bien es cierto que las pocas neuronas doblemente positivas para ambos
genes presentan, principalmente, niveles bajos de TRPMS8. Dentro de la poblacién peptidérgica,
PIEZO2 se expresa de forma uniforme en las subpoblaciones PEP por lo que la presencia del

canal en neuronas de baja expresion TRPM8+ peptidérgicas podria ser plausible.

No obstante, en el supuesto caso de que las neuronas WF-EYFP+ expresen PIEZO2, no se ha
podido demostrar la mecano-sensibilidad en el soma de los termorreceptores de frio
(Fernandez-Trillo et al., 2020; von Buchholtz et al., 2021). Una posible explicacién es que las
neuronas LowM8 sean nociceptores mecanosensibles silentes (CMiHi). Este grupo esta formado
por neuronas sensibles a estimulos mecdnicos sdlo en situaciones de lesién o inflamacién
(Schmidt et al., 1995), y delimita principalmente a la subpoblacién molecular PEP1.3 segun la
clasificacidon de Zeisel et al. Apoyando esta hipdtesis, hemos observado que los niveles de
Chrna3, la subunidad alfa-3 del receptor de acetilcolina y que define molecularmente al grupo
PEP1.3 (Prato et al., 2017; Zeisel et al., 2018), estd sobreexpresada diferencialmente en las neu-

ronas EYFP+ (véase de nuevo la figura 44E). Ademas, las neuronas PEP1.3 expresan CGRP y
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PIEZO2, aunque en este Ultimo caso no responden mecanicamente en condiciones basales, sino
gue es necesaria la incorporacidn al cultivo de NGF para generar las corrientes a estimulos me-
canicos (Prato et al., 2017). En el futuro, seria oportuno explorar si la adicion de mediadores
inflamatorios, como NGF sensibiliza las neuronas WF-EYFP+ ante estimulos mecanicos. Contra-
riamente, también hemos observado marcadores peptidérgicos que definen otros grupos de
subpoblaciones peptidérgicas como Adcyapl, o Htr3a, siendo este ultimo marcador para el
grupo PEP2 (nociceptores tipo A8). En consecuencia, nuestros datos son insuficientes para iden-
tificar con claridad el grupo peptidérgico al que pertenece las neuronas WF-EYFP+ o si en cam-

bio, las neuronas WF-EYFP+ identifican a mas de una poblacién peptidérgica.

Por dltimo, es interesante mencionar que, en ambos ganglios, obtuvimos prdcticamente el
mismo perfil genético para las neuronas TRPM8+ de baja expresidén. La presencia de estas
neuronas en diversas localizaciones anatdmicas sugiere una funcién especifica. En linea con
estos resultados, existen muy pocos estudios que describan una co-expresion de
TRPMS8+/CGRP+ en aferentes primarios, pero predominan principalmente en la inervacion
visceral, especialmente en la mucosa intestinal, en la pulpa dental, vejiga, o los vasos sanguineos
(Harrington et al., 2011; Ramachandran et al., 2013; De Jong et al., 2015; Michot, Lee and Gibbs,
2018; Reimundez et al., 2018). Un dato interesante es que, en la mayoria de los tejidos
nombrados, la deteccién temperatura ambiental pasa a un papel secundario ya que las fibras no
estan en contacto directo con el ambiente, como es el caso de la piel. En el caso de los dientes,
en donde la deteccion al frio es muy relevante, TRPM8 no parece contribuir a la
termosensibilidad (Michot, Lee and Gibbs, 2018; Bernal et al., 2021). La inervacion de las visceras
predomina principalmente en los ganglios lumbares y sacros para los DRGs, y aunque los
experimentos de RNAscope que realizamos en la seccion 4.3.2 dividimos en funcién del nivel
anatdmico en cervical, toracico o lumbar, no encontramos diferencias en la expresién de Trpm8.
No obstante, no descartamos la posibilidad de diferencias en su expresién y seria necesario
realizar estudios mas exhaustivos a nivel individual del ganglio, analizando la co-expresion con

marcadores especificos de las neuronas WF-EYFP+ como CGRP.

En funcidn de los estudios en los que se tiene constancia de la co-expresion de TRPM8+/CGRP+
teorizamos que las neuronas WF-EYFP+ pueden tener una funcién en la regulacién de la tempe-
ratura corporal y/o la inflamacidn neurogénica. A continuacion, discutiremos con mas detalle su

posible funcidn.
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a) Relacion entre CGRP y TRPMS8: Posible funcion vasomotora de las neuronas TRPM8+ de
baja expresion

El neuropéptido CGRP es el mas potente y duradero vasodilatador endégeno conocido (revisado
por Heather and Chain, 2016). En cambio, la vasoconstriccidn esta relacionada con un decai-
miento de los niveles de CGRP. La temperatura también puede generar dicho efecto; el enfria-
miento local de los tejidos genera vasoconstriccién mientras que el recalentamiento de éstos
genera el efecto contrario (Takenaga and Kawasaki, 1999). Se ha observado igualmente que la
aplicacion tépica de mentol estimula la produccién de CGRP, tal como demostraron en el trabajo
de Kichko et al., en 2018, al estudiar la mucosa bucal de roedores. Los autores observaron que
la sobreproduccion de CGRP se intensifica al exponer el tejido a temperaturas de 14 2C. Otros
estudios también han descrito que la activacidn por agonistas de TRPM8 produce un efecto pre-
dominantemente vasodilatador, ademds de que su expresién se ha demostrado en los vasos
sanguineos (Yang et al., 2006; Johnson et al., 2009; Cheang et al., 2013; X. R. Liu et al., 2013; Sun
et al., 2014; Melanaphy et al., 2016; Xiong et al., 2017).

El papel vasodilatador de TRPMS8 parece depender del tono muscular en la que se encuentra la
musculatura. Por ejemplo, en el estudio de Johnson et al., 2009, observaron que la activacion
de TRPMS8 por mentol generaba la contraccién de las arterias en ratas cuando el vaso se encon-
traba relajado (sin contraccion). No obstante, la aplicacion de mentol o icilina producia una
fuerte relajacidn tras la vasoconstriccién generada por la aplicacién de KCl (Johnson et al., 2009;
Sun et al., 2014). Posteriormente, en los trabajos de Huang et al., 2017 y Xiong et al., 2017,
demuestran que la activacidn crénica de TRPM8 por mentol antagoniza el efecto de la angioten-
sina Il, un potente vasoconstrictor, relajando el tono muscular del musculo liso. Los efectos no
se observaron en animales TRPMS8®, Asimismo, se ha descrito que la activacidn de termorre-
ceptores de frio en la esclera produce un descenso en el flujo sanguineo, es decir una vasocons-
triccion, acompafiandose de una bajada de la temperatura local en la cérnea (Gallar, Acosta and

Belmonte, 2003).

Pero, équé relevancia bioldgica tiene la funcién vasomotora de TRPM8? Es bien conocido que el
tono muscular es fundamental para mantener la temperatura corporal en los organismos ho-
meotermos; un descenso del flujo sanguineo evita pérdida del calor a nivel local por exposicio-
nes prolongadas al frio pero también produce la falta de riego sanguineo (revisado por Sefiaris
et al., 2018). En su trabajo, Johnson et al., hipotetizan que la liberacién de CGRP inducida por
TRPMS actlla como un mecanismo de respuesta para aumentar la irrigacion de los tejidos y re-

cuperarse rapidamente tras los procesos de vasoconstriccién generada por la exposicion al frio.
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En ratones, la cola es el principal érgano termorregulador ya que permite la disipacién rapida
del calor por su gran superficie. Estudios previos de nuestro grupo demostraron la presencia de
fibras sensoriales TRPM8+ en este drgano y algunas de ellas eran también CGRP+, lo que re-
fuerza la hipdtesis de que las neuronas WF-EYFP+ juegan un papel importante en el sistema
sensorial perivascular. Es mds, se conoce que tanto la ablacién de neuronas CGRP+ como las
TRPMS8+ produce en ambos casos déficits en la termorregulacion (McCoy et al., 2013;

Reimundez et al., 2018).

En el estudio realizado por McCoy y colaboradores usaron animales CGRP®™®, carentes de las
neuronas CGRP+ tras el tratamiento con la toxina diftérica, y observaron que tardaban mas en
recuperar su temperatura corporal tras sumergirlos en agua tibia que los controles. Por tanto,
los animales presentaban dificultades para mantener la homeotermia en respuesta a un esti-
mulo térmico. A largo plazo, también sufren una pérdida de peso, fenotipo que se atribuyd a
una exacerbada sensibilidad al frio ambiental (McCoy et al., 2013; McCoy and Zylka, 2014); la
denervacion de las neuronas CGRP+ desencadena que estos animales sientan mas frio al encon-
trarse en un estado de vasoconstriccion constante y no pueden mantener la temperatura cor-
poral. Esto a su vez origina una movilizacién de las grasas con el fin de aumentar la tasa meta-
bdlica y generar la termogénesis necesaria. Los resultados del estudio fueron posteriormente
validados por Makwana y colaboradores, demostrando que los animales CGRPP™ son mds resis-
tentes a la obesidad cuando se les suministra una dieta hipercalérica. También consumen ma-
yores volumenes de oxigeno (VO.), indicativo de un gasto energético superior. Se observé tam-
bién que la temperatura local en la cola de estos animales era mas baja cuando se los exponen
a un ambiente frio a 22-21 oC, indicando que estos animales también presentan una vasocons-
triccién mas intensa a medida que descienden las temperaturas, por lo que la regulacién de la
temperatura depende Unicamente de la movilizacion de grasas para iniciar la termogénesis

(Makwana et al., 2021).

Resulta interesante que cuando se elimina el canal TRPM8 el efecto es ligeramente distinto, pero
altera también el correcto funcionamiento del metabolismo energético y del tono vascular. En
el estudio de Reimundez et al., 2018, demostraron que los animales deficientes para TRPMS, al

8DTR

igual que los ratones TRPM8®'?, presentaban hipotermia. Si bien, ésta se agudizaba a tempera-

turas mas bajas o en condiciones de ayuno. Por otro lado, a diferencia de los animales CGRPP™
en los que no se observd un aumento en la ingesta de alimentos al comparar con el grupo sil-
vestre, los animales TRPM8C presentaron hiperfagia y obesidad a largo plazo, alcanzando valo-
res maximos al estabularlos a 21 2C. En cambio, los animales silvestres presentaron una pérdida

de peso. También observaron diferencias en la temperatura corporal de la cola entre animales
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silvestres y deficientes, siendo mas altas en estos ultimos. El estudio plantea que, al eliminar el
canal TRPMS, se desregula el mecanismo vasomotor ya que estos animales son incapaces de
detectar cambios térmicos y no pueden iniciar una respuesta vasoconstrictora inducida por el
frio. Al perder mas calor que en los silvestres, el mantenimiento de la temperatura corporal
depende Unicamente de la ingesta de alimentos (Reimuindez et al., 2018; Seiiaris et al., 2018).
La presencia de TRPMS8 en las neuronas CGRP+ explicaria cdmo el canal regula la liberacién del
neuropéptido en base a la temperatura. También explicaria el efecto observado en animales
CGRPP™ ya que al eliminar las neuronas CGRP+/ TRPMS8+ no pueden reactivar el flujo sanguineo
y se encuentran en un proceso de vasoconstriccidn permanente. Sin embargo, seguirian sin-
tiendo frio dado que las neuronas TRPMS8high siguen activas (el grupo de alta expresion para
TRPMS no co-localiza con CGRP). Al igual que en los ratones TRPMS8*®, su unica posibilidad de
restaurar la temperatura es aumentando las tasas metabdlicas. Es posible que el consumo ener-
gético sea mayor tras la ablacién de neuronas CGRP+ que sdlo con la eliminacién de TRPMS8 ya
que la ablacién es mas dréstica (recuérdese de que no todas las neuronas CGRP+ expresan
TRPMS8+), y les imposibilita una ganancia de peso.

PP™R presentan una mayor hipersensibilidad al frio con un aumento

Asimismo, los animales CGR
de las respuestas aversivas en los estudios de la placa fria o la acetona, relacionando de nuevo
el péptido con la temperatura (McCoy et al., 2013; Cowie et al., 2018). Los autores atribuyen
que la hipersensibilidad al frio tras eliminar las neuronas CGRP+, se debe a un efecto inhibitorio
a nivel medular que ejercen sobre la poblacién TRPM8+, mas que la presencia de CGRP en neu-
ronas TRPM8+ a nivel periférico. No obstante, un estudio reciente ha demostrado que la abla-
cidon de neuronas CGRP+ de la asta dorsal no produce cambios en las respuestas al frio evapora-
tivo en la prueba de acetona (Loken et al., 2021). Asimismo, las neuronas CGRP+ procedentes
del ganglio son capaces de responder a estimulos de mentol o icilina (McCoy, Taylor-Blake and
Zylka, 2012). Dadas las evidencias, es mas plausible considerar la co-expresion de TRPM8 y CGRP
a nivel de neuronas sensoriales primarias. La hipersensibilidad observada en ratones CGRPP™®

puede deberse a una ganancia en la funcion de las neuronas TRPM8high por mecanismos com-

pensatorios.

b) TRPMS8y su relacion con el dolor inflamatorio

Junto con su rol vasomotor, las neuronas peptidérgicas CGRP+ tienen un papel muy importante
en la iniciacidn del proceso inflamatorio a través de la liberacidon de diversos neuropéptidos,
como la SP y CGRP (inflamacion neurogénica). Ambos producen vasodilatacion, extravasacion

capilar, activacion de macréfagos y neutréfilos que promueven la produccion y liberacién de
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otros mediadores inflamatorios. Por su parte, la presencia de factores liberados en el proceso
conlleva a la sensibilizacion de nociceptores, por lo que estos neuropéptidos magnifican la sefal

dolorosa y promueven un estado de hiperalgesia.

Aungue se conoce bien las propiedades analgésicas de TRPMS, el canal ha sido relacionado con
frecuencia con procesos pronociceptivos (Colburn et al., 2007; Caspani et al., 2009; Knowlton
and McKemy, 2010; Knowlton et al., 2011; Su et al., 2011). En estos casos, el efecto va acompa-
flado por una hipersensibilidad al frio y el bloqueo selectivo o la eliminacién del canal atenda
estas respuestas. El canal TRPM8 también se le ha relacionado con el dolor generado por la
inflamacidn visceral del colén y vejiga (Mukerji et al.,, 2006; Harrington et al., 2011;
Ramachandran et al., 2013; Hosoya et al., 2014; De Jong et al., 2015; Mueller-Tribbensee et al.,
2015; Wu et al., 2020). Es particularmente interesante que en estos dos tejidos se ha advertido,
ademas, una co-expresion inusual de fibras TRPM8+ y CGRP+, y ambos trastornos no van acom-
pafiados de una ganancia en la sensibilidad térmica, lo que sugiere una funcién desconocida del
canal. Generalmente, el bloqueo alivia el dolor generado por la inflamacién, como por ejemplo
en el modelo de cistitis en ratas (Lashinger et al., 2008), y su activacién por agonistas induce
respuestas nociceptivas (Hosoya et al., 2014). En la mayoria de los casos se observa ademas un
aumento de la expresién del canal TRPM8 (Ramachandran et al., 2013; Hosoya et al., 2014; Wu
et al., 2020).

Un dato interesante que también relaciona las neuronas TRPM8+ con el dolor visceral es que las
neuronas TRPM8+/CGRP+ que inervan al colon expresan el receptor de la serotonina 5-HT3 (co-
dificado con el gen Htr3a), segun el estudio de transcriptoma a nivel de célula Unica del trabajo
de Hockley et al., 2018. Htr3a también es un marcador identificado en nuestra poblacién EYFP+
gue se expresa predominantemente en neuronas de baja expresion. Similar a lo descrito para
TRPMS, el bloqueo selectivo del 5-HT3 tiene un efecto antiinflamatorio en el tracto digestivo en

modelos de colitis en ratas y otros roedores (Kato, 2013).

Asimismo, el papel de TRPMS8 en la inflamacidn parece ser mucho mas complejo dado que algu-
nos autores afirman en cambio que TRPMS8 presenta propiedades anti-nociceptivas en modelos
de dolor visceral. Estos estudios se han centrado especialmente en el tracto digestivo (Adam et
al., 2006; Cappello et al., 2007; Ramachandran et al., 2013; Khalil et al., 2016). En el estudio
desarrollado por Harrington et al, la aplicacion de mentol genera una desensibilizacién ante irri-
tantes exdgenos, a los compuestos AITC y capsaicina, y a la estimulacion mecanica. El proceso
parece ser dependiente de TRPMS8 ya que el efecto analgésico no se observd con animales

TRPA1, y los autores sugieren que TRPMS8 reduce la inflamacién mediada por TRPA1 y TRPV1
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(Harrington et al., 2011). Hay que destacar que tanto la activacidon de TRPV1 como TRPAL1 pue-
den iniciar el proceso de inflamacién neurogénica con la liberacidon de neuropéptidos, entre ellos
CGRP (Meng et al., 2009; Gebhardt et al., 2020). Estos resultados son coherentes con el hecho
de que la aplicaciéon de icilina reducia los niveles de CGRP in vitro en presencia de capsaicina
(Ramachandran et al., 2013), o tras estimular el colén mecdnicamente por distension
(90 mm Hg) (Khalil et al., 2016), por lo que se propuso que TRPMS inhibe la inflamacién neuro-
génica mediada por la activacién de TRPV1 y/o TRPAL.

Una explicacién plausible a la controvertida implicacién de TRPMS8 en el dolor visceral fue teori-
zada por Dussor and Cao, en 2016: se ha propuesto que el comportamiento pro- o anti-nocicep-
tivo de TRPM8 depende de si la activacidn de TRPMS8 se realiza en presencia de otros mediadores
pro-inflamatorios. Cuando se activa individualmente, generaria una sensacién de dolor. En cam-
bio, si ya se ha iniciado el proceso de inflamacién, TRPMS8 reduciria la transmision dolorosa
(Dussor and Cao, 2016). Debido a que la mayoria de las fibras entéricas observadas eran
TRPM8+/CGRP+, se puede teorizar que las neuronas WF- TRPMS8+ son reguladores clave en el
papel de TRPMS para iniciar el proceso de dolor inflamatorio o, por el contrario, resolverlo. Asi-
mismo, la ausencia del canal agrava la patologia, ya que los animales TRPM8¥® son extremada-
mente sensibles a las ulceraciones y heridas producidas por los modelos de colitis y dafio intes-

tinal (Ramachandran et al., 2013; De Jong et al., 2015; Khalil et al., 2016).

Por ultimo, debemos mencionar la implicacidon que tienen CGRP y TRPMS8 en la fisiopatologia de
la migrafia, que consiste en un desorden vascular ocasionado por una inflamacién de origen no
infeccioso en el trigémino. Por un lado, es ampliamente conocida la importancia del péptido ya
que el bloqueo de su receptor por antagonistas selectivos alivia los episodios de cefaleas de la
neuralgia (Edvinsson, 2019). El canal TRPMS8 también se le ha relacionado con el trastorno; el 50
% de los pacientes que sufren migrafia presentan alodinia al frio (Burstein, Cutrer and Yarnitsky,
2000). Ademas, los pacientes que expresan el polimorfismo rs10166942 del gen Trom8 tienen

un riesgo mayor a desarrollar la patologia (Chasman et al., 2011).

Sin embargo, la activacién del canal en las meninges puede provocar inflamacién o analgesia en
un escenario similar al escenario observado en el tracto digestivo: la aplicacién de agonistas de
TRPMS8 en la duramadre produce alodinia mecanica en el drea facial, ademas de que las tempe-
raturas frias son un desencadenante para sufrir un episodio (Prince et al., 2004). En cambio, Ren
et al., demostraron que cuando se aplica mentol en presencia de mediadores inflamatorios se
reducen los comportamientos nocifensivos derivados de la irritacién de la duramadre en ratones
(Ren, Dhaka and Cao, 2015). Aunque la co-expresién de TRPMS8 y CGRP no ha sido demostrada

en las meninges, es probable que las neuronas WF-EYFP+ puedan tener un papel en la patologia
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dado su relacidn con CGRP. Cabe sefialar que, en el trabajo previamente mencionado, utilizaron

SGFPf

lalinea reportera TRPM gue marca principalmente aquellas neuronas de alta expresion para

TRPMS, pero no las de baja expresion.

En resumen, los datos aqui expuestos y contrastados con otros trabajos nos llevan a considerar
gue las neuronas WF- TRPM8+ tengan un papel en la nocicepcion, actuando como guardianes
gue regulan la sefial dolorosa en neuronas nociceptivas. Esta hipdtesis va en linea con un trabajo
reciente donde la sobreexpresion de TRPV1 en neuronas TRPM8+ desencadena un aumento de
la sensibilidad al frio nocivo en la cdrnea (Li et al., 2019). Al inducir la patologia del ojo seco
observaron, ademas, que aumenta el nimero de neuronas TRPV1+/TRPM8+ Yy que posiblemente
pertenezcan a la poblacion WF-EYFP+. Ese trabajo también demostré que la estimulacion por
frio de las neuronas sensoriales TRPM8+/TRPV1+ cultivadas in vitro genera la liberacién de la SP
(no estudiaron el efecto para CGRP), y que el efecto es dependiente de la activacién de TRPV1
en estas neuronas. Por tanto, existe una evidencia directa que vincula las neuronas TRPM8+

nociceptivas con la transmision de la sefial dolorosa.

5.1.4. Las neuronas TRPMS8+ con expresion intermedia: posibles mecanorreceptores

tipo A6.

Las neuronas IF-EYFP+ presentan las temperaturas de activacién por frio mas altas, constitu-
yendo practicamente una poblacidn LT-CS pura (el 87 % de las neuronas sensibles a frio eran LT-
CS en la poblacion IF-EYFP+). Estos resultados sugieren que la poblacién participa principalmente
en la deteccién de pequefios cambios de temperatura, por lo que su contribucién en la deteccidn
del frio nocivo parece poco probable. Sus propiedades fisiolégicas podrian ademas explicar por
qué no se ha observado co-expresion de TRPM8 y CGRP en las capas mas superficiales de la piel
siendo las neuronas IF-EYFP+ las que se encargan de detectar variaciones de temperatura en
contacto directo con el ambiente. Con todo, no podemos descartar que las fibras
TRPM8+/CGRP+ se expresen también en la piel, ya que en ningln estudio se ha utilizado la linea

TRPMS8BAEYFP, que detecta un nimero mayor de neuronas TRPM8+ de baja expresion.

Asimismo, varios autores mencionan una estrecha interconexidn pero no co-expresion de las
fibras epidérmicas TRPM8+ y CGRP+, aunque se desconoce la relevancia biolégica (Takashima et
al., 2007; Dhaka et al., 2008). En la piel, las neuronas TRPM8+ no presentan la tipica topologia
que las clasifica en fibras peptidérgicas y no peptidérgicas sino que se distribuyen homogénea-

mente en distintas capas pero en bajo nimero, y que coincide con el escaso nimero de neuro-
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nas IF-EYFP+ cuantificadas en los ganglios sensoriales (Ordas Fernandez, 2019). Los datos fun-
cionales extraidos de estudios de microneurografia en nervios cutaneos demuestran que estas
fibras pueden ser de conduccion rapida o lenta (Campero et al., 2009). En linea con estos resul-
tados, varios estudios histoldgicos por inmunohistoquimica y de hibridacién in situ demuestran
que entre un 20-50 % de la poblacion TRPM8+ es NF+, tanto en neuronas de alta como de baja
expresion (Kobayashi et al., 2005; Takashima et al., 2007; Alcalde et al., 2018). Estos datos con-
cuerdan con nuestros resultados obtenidos por RNAscope donde se aprecia expresion de Nefh

en distintas neuronas TRPM8+ de expresidn variable en un 20 %.

Los datos también van en linea con los resultados obtenidos en el andlisis del transcriptoma de
las neuronas TRPM8+ en DRG, donde encontramos marcadores tipicos de neuronas tipo C como
TRKA, Tacl, Gal o periferina (Prph) pero también niveles mas altos de Nefh en grupos no sola-
pantes (Nguyen et al., 2017; Zeisel et al., 2018). En especial, la poblacién denominada como
PSPEP8 (TRPMS8.3) en el trabajo del grupo de Linnarson, expresa los niveles mas altos de Nefh.
Teniendo en cuenta que en dicho estudio no se pudo identificar al grupo TRPM8+ nociceptivo,
las neuronas tipo C y mielinicas que se describen constituirian parte de la poblacion IF-EYFP+. La
clasificacion utilizada en este trabajo apunta que el grupo PSPEP8 forma parte del grupo de neu-
ronas de expresion intermedia para TRPM8, denominado como M1M8 en este trabajo. Estas
neuronas también expresan otros marcadores como Cpx/1, Asicl, Kcnk2 y Gal, pero no Calca, y
es relativamente abundante dentro de la poblacion neuronal TRPM8+ secuenciada en los gan-

glios DRGs (véase de nuevo la figura 50B de la seccion 4.3.2).

El canal TREK1 (codificado por el gen Kcnk2), junto con otro miembro de la familia de canales de
potasio K2P, TRAAK (codificado por el gen Kcnk4), han sido relacionados con la sensibilidad tér-
mica, tanto al frio como al calor (Noél et al., 2009) . Asimismo, la expresion de Kcnk2 en neuronas
TRPMS8 también ha sido demostrada en varios estudios, incluido este trabajo y el anterior estu-
dio por técnicas de array usando la linea TRPMS8BAEYFP (Yamamoto, Hatakeyama and Taniguchi,
2009; Morenilla-Palao et al., 2014). Segun nuestros datos, obtenidos por la técnica RNAscope,
TREK1 co-expresa en neuronas TRPV1+/TRPMS8+ en un porcentaje considerable, tanto en neu-
ronas de alta/media como de baja expresion para TRPMS. Los resultados complementan otros
estudios donde se ha visto que aproximadamente el 50 % de las neuronas que expresan TREK1
expresan TRPV1, cuantificado sobre la poblacidn total de neuronas DRG (Alloui et al., 2006;
Yamamoto, Hatakeyama and Taniguchi, 2009). Ademas, como ya hemos mencionado previa-
mente, los animales deficientes para TREK1 presentan alteraciones para la deteccién de altas

temperaturas; estos animales son hipersensibles al calor en el rango de temperatura de activa-
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cion de TRPV1, demostrando una relacion directa de ambos canales (Alloui et al., 2006). Su ex-
presidn en neuronas TRPM8+/TRPV1+ sugiere que estas neuronas podrian participar en meca-
nismos de regulacion de la sensibilidad térmica, tanto para estimulos de frio como de calor.
Apoyando estos resultados, la caracterizacién funcional de las neuronas EYFP+ muestra que ade-
mas del grupo de baja expresidn, existe una poblacidn IF-EYFP+ sensible a capsaicina, en torno
al 20 %. Tal como hemos mencionado anteriormente, estas neuronas también presentarian ni-
veles altos de Nefh en el caso de que pertenezcan al grupo M1M8. Este resultado es bastante
singular ya que es raro que las neuronas mielinicas expresen canales TRPs. Sin embargo, se han
observado respuestas al calor y al frio en un nimero reducido de neuronas, especialmente fibras

tipo Ad con una velocidad de conduccién intermedia (Ji et al., 2007).

La complexina 1 (Cplx1) es otro de los marcadores validados por RNAscope y demostramos que
se expresa en neuronas TRPM8+ de expresidn intermedia. Segun los grupos TRPM8+ identifica-
dos en las bases de datos de célula Unica, se trata de neuronas M1M8. Aunque su funcién se
desconoce en estas heuronas, en neuronas corticales interviene en la modulacién de la transmi-
sién sinaptica, regulando la exocitosis a través del complejo Complexina/Sinaptotagmina 1. El
déficit de esta proteina produce potenciales sindpticos anémalos y asincrénicos, ademads de una
reduccion en la generacion de la actividad sindptica espontanea. Es posible que Cp/x1 contribuya
también a regular la transmision eléctrica en los termorreceptores de frio, los cuales se caracte-

rizan por una actividad espontanea y disparo en forma de rafaga (Tang et al., 2006).

Asimismo, los experimentos realizados con la técnica de RNAscope han identificado ademas
neuronas TRPM8+ con expresion de TrkB (Ntrk2), generalmente en neuronas de alta/media ex-
presiony, acorde con los resultados obtenidos del re-andlisis identifican al grupo M2M8. El perfil
molecular de estas neuronas demuestra que también expresan niveles de Nefh y Th. No obs-
tante, en referencia a este Ultimo marcador, la expresidn se identificé en algunas neuronas y
fueron muy pocas en la validacién por hibridacién in situ, coincidiendo con otros trabajos donde

también han mostrado una pobre co-expresion de ambos (Reimundez et al., 2018).

TrkB es un marcador especifico de mecanorreceptores de bajo umbral tipo & (AS-LTMRs, Li et
al., 2011). Este resultado es ciertamente sorprendente ya que en la literatura no se describe su
expresion en neuronas TRPMS. No obstante, al examinar detalladamente los resultados obteni-
dos en los principales trabajos de secuenciacion, podemos apreciar que estos dos genes co-ex-
presan en neuronas TRPM8+ de alta expresidn para primates y humanos (Kupari et al., 2021;
Nguyen et al., 2021). Las pocas neuronas TRKB+/TRPM8+ encontradas en la especie murina pro-
vienen principalmente de la base de datos de Li et al, que las identificaron como C9-1 en su

trabajo original (Li et al., 2016). Cabe recordar que este estudio presenta una profundidad de
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lectura superior a los trabajos de Linnarson o Usoskin, aunque secuenciaron un nimero mas
bajo de neuronas. El grupo C9, donde se incluye las neuronas TRKB+/TRPMS8+ tienen un didme-
tro medio de 20 um, lo que podria explicar que no se identificaran por su bajo nimero; el por-
centaje de neuronas IF-EYFP+ mayores de 20 um es bajo (17.9 % (7/39) dentro de la poblaciéon
IF, asi como el grupo M2MS8 identificado in silico es el menos abundante en DRG, verse de nuevo
la figura 48D, seccion 4.3.1 de los resultados). Ademds, hemos observado una expresién consi-
derable de P2ry1 en neuronas TRPM8+ de alta y media expresidn en los experimentos de RNAs-
cope en DRG. Aunque este hallazgo es igualmente andmalo, (similar a lo que ocurre con Ntrk2,
no se ha descrito co-expresion de P2ryl1y Trpom8), los resultados van en linea con la existencia
de una poblacién TRPM8+ de velocidad de conduccién intermedia, ya que el gen P2ry1 es otro
marcador que define a las neuronas A8-LTMRs. Es interesante afiadir que la eliminacién de
P2RY1 produce déficits térmicos, tanto al frio como al calor y no se expresa en neuronas CGRP+,
vinculdndolo directamente con neuronas termosensibles, posiblemente TRPM8+ de alta expre-
sién (Molliver et al., 2011). P2RY1 es un receptor purinérgico y existen agonistas selectivos que
podrian usarse para validar funcionalmente la expresién en neuronas IF-EYFP+ a través de expe-

rimentos de imagen de calcio.

Adicionalmente, se ha demostrado que los aferentes de las neuronas A8-LTMRs pueden respon-
der rapidamente a estimulos de frio inocuo y sus potenciales de accidn son estrechos, similares
a los observados en neuronas TRPM8+ (Li et al., 2011). Basandonos en su nivel de expresion
para el neurofilamento, ambos grupos intermedios (M1M8 y M2M8) podrian identificar las fi-
bras A sensibles al frio (Pierau and Wurster, 1981; Simone and Kajander, 1997). Es interesante
afiadir que las fibras Ab termosensibles son mds abundantes en primates que en la especie mu-
rina, donde la co-expresion de Ntrk2 con TRPMS8 parece ser mayor (Darian-Smith, Johnson and

Dykes, 1973; Dubner, Sumino and Wood, 1975; Georgopoulos, 1976).

En conclusion, el perfil molecular de algunas neuronas TRPM8+ comparten caracteristicas que
definen a los mecanorreceptores AS-LTMRs. Nuestros datos apuntan a que este grupo delimita
a un grupo raro de neuronas IF-EYFP+ de gran tamafio en DRG con expresién intermedia para
TRPMS, definido molecularmente como M2MS8. El otro grupo intermedio, M1MS8, presenta ni-
veles mas altos para Trpvl, Kcnk2, Gal y Nefh y basandonos en la caracterizacidn funcional de
las neuronas EYFP+, son neuronas de pequefio tamafio (sélo una neurona IF-EYFP+ con un dia-
metro > 20 um respondid al agonista capsaicina). La poblacién reactiva a este agonista presentd
un tamafio medio menor que la poblacién insensible 13.8 £+ 1.8 um vy 16.7 + 1.7 um, respectiva-

mente.
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5.1.5. Las neuronas TRPM8+ de alta expresion y su posible vinculacion con procesos

de analgesia

El subgrupo denominado HighM8 expresa niveles mas altos de Tacly Prph que los grupos inter-
medios, pero no se detecta ni Calca ni Gal en DRG, sugiriendo que puedan tratarse de las fibras
tipo C sensibles al frio con actividad espontanea descritas en la literatura. Estas fibras son ter-
morreceptores de frio puros, sin sensibilidad mecanica que presentan una frecuencia de disparo
muy alta ante la bajada de temperatura (Campero and Bostock, 2010; Teliban et al., 2011;

Paricio-Montesinos et al., 2020).

Las neuronas HighM8 expresan diferencialmente niveles mas altos de Pnoc y Penk, por lo que
se incluyen dentro del grupo PSPEP.7 (TRPM8.2), acorde con el estudio de Linnarsson y colabo-
radores. Pnoc codifica la prenociceptina, precursor de los neuropeptidos nociceptina, orfanina
FQ2 y nocistatina. La nociceptina y nocistatina intervienen en procesos de algesia o analgesia
respectivamente. Ademas, pueden regular la temperatura corporal, la memoria o el hambre en

el sistema nervioso central (Mallimo and Kusnecov, 2013; Andero, 2015; Hardaway et al., 2019).

Pnocy su receptor estan estrechamente relacionados con los receptores opiaceos pu (MOR): aun-
que los receptores de la nociceptina (NOP) no son sensibles a la morfina, la administraciéon cro-
nica de morfina lleva a un aumento de los receptores NOP y en cambio, ratones deficientes para
los receptores NOP exhiben una tolerancia reducida a la morfina (Ueda et al., 1997, 2000). El
canal TRPM8 también ha sido relacionado con los receptores MOR, particularmente con el tipo
p-1 (Oprm1), y existe una relacién funcional entre ambos; la morfina suprime la actividad del
canal TRPM8 por medio de los receptores MOR-1, llevando a cabo una internalizacién del canal.
En cambio, cuando se administra morfina de forma crénica tiene efectos opuestos, promo-
viendo la hiperexcitabilidad de las neuronas TRPM8+ e inhibiendo la desensibilizacién del canal
por medio de la via PKCB (Shapovalov et al., 2013; Iftinca et al., 2020). Asimismo, nuestros ex-
perimentos de hibridacién RNAscope, aunque no estan respaldados por los datos obtenidos del
transcriptoma de neuronas TRPM8+, muestran una co-expresién de MOR-1 y TRPMS8 (véase de

nuevo la figura 52B) y reafirman la asociacidn funcional observada en otros estudios.

Estos datos sugieren que las neuronas TRPM8+, especialmente aquellas HighM8 podrian estar
relacionados con procesos de analgesia (Proudfoot et al., 2006; Knowlton et al., 2013). Asi-
mismo, se ha descrito que la analgesia producida por la aplicacién de varios compuestos men-
tolados ante diferentes estimulos dolorosos esta ausente en animales deficientes para TRPMS8

(Proudfoot et al., 2006; Klein et al., 2010; Su et al., 2011; B. Liu et al., 2013). El efecto desaparece
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ademas cuando se administraba mentol con naloxona, sugiriendo que la activacién de TRPMS8

involucra una via de sefalizacidon dependiente de los opioides (B. Liu et al., 2013).

En resumen, en este apartado hemos discutido la posible relevancia bioldgica de las distintas
subpoblaciones de las neuronas TRPM8+ en funcion de su perfil molecular. En el caso de las
neuronas WF-EYFP+ e IF-EYFP+ presentarian propiedades pro-nociceptivas y antinociceptivas
respectivamente. Las neuronas con expresion intermedia podrian constituir grupos NF+ y po-
tencialmente mecanosensibles (figura 68). No podemos olvidar que los ejemplos propuestos
para las distintas funciones de las neuronas TRPMS8 se basa principalmente en el perfil transcrip-
tdmico obtenido y en los resultados de estudios previos, ya que, a excepcion del estudio de la
reactividad ante agonistas para los canales TRPMS8, TRPA1 y TRPV1, no hemos profundizado mas

en la caracterizacién funcional de las poblaciones IF y WF-EYFP+.

También debemos advertir que algunos de los marcadores descritos se basan en los resultados
positivos obtenidos de la co-expresidn con neuronas TRPM8+ obtenidos por RNAscope, y que
en algunos casos, como en Ntrk2, P2ry1, Kcnn2 y Oprm1 no se respaldaban en los datos de se-
cuenciacion de célula Unica obtenidos de distintas bases de datos. No debemos olvidar, que la
validacién por RNAscope se fundamenta en una metodologia diferente y, basdandonos en los
resultados obtenidos para detectar neuronas TRPM8+ de baja expresidn, mas sensible. Por
tanto, es muy posible que algunos de los transcritos no detectados en los estudios del transcrip-
toma soélo sean visibles por hibridacién in situ (RNAscope). Otros resultados anémalos, obteni-
dos en los experimentos por RNAscope es la baja co-expresidon de Gal o Tacl en neuronas
TRPM8+ en comparacién con otros estudios. Es posible que parte de estas discrepancias se de-
ban a los distintos criterios empleados para considerar una neurona cémo positiva para un de-
terminado marcador. En el caso de los resultados referentes a las figuras de la seccién 4.3.2, se
decidié un punto de corte comun (> 60 %, de su maxima expresidn) para todos los marcadores

testados, por lo que podria ser demasiado exigente para algunos de los marcadores.
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Figura 68. Distribucion hipotética de los grupos TRPM8+ identificados en los estudios de expresion de
célula nica en el ratén TRPMS8BACEYFP. Se representa el diagrama de dispersidn en funcién del tamafio
e intensidad de fluorescencia de las neuronas EYFP+ (referente a la figura 37), y su clasificacion en los
posibles grupos TRPM8+ identificados en la seccion 3.3.1. Acorde a su nivel de expresidon para TRPMS, el
grupo denominado como LowMS identificaria a las heuronas WF-EYFP+ en el ratén TRPMSBACEYFP. Estas
neuronas participan en la deteccidn del frio nocivo y posiblemente tengan un papel en la inflamacién. Los
grupos M1M8 y M2M8 son neuronas con expresion intermedia y posible expresién de NF. Ademas, po-
drian diferenciarse entre ellas por su tamafio celular: el grupo mas reducido corresponderia a las neuronas
M2M8, con un tamafio mayor y expresion de marcadores tipicos para LTMRs como Ntrk2 (TrkB). El grupo
M1MB8 tiene un tamafio celular menor vy al igual que el grupo LowM8, pueden expresar Trpvl, ademas de
Kcnk2 o Foxp2. Por ultimo, las neuronas de alta expresion expresarian Pnoc y es posible que tengan un
papel en procesos de analgesia

Por ultimo, debemos recalcar que la posible relevancia biolégica para las neuronas TRPM8+ que
discutimos en este apartado hacen referencia a las neuronas TRPM8+ en DRG, ya que el estudio
se focalizd en estos ganglios: tanto el perfil de las neuronas EYFP+ como la validacion de la he-
terogeneidad molecular de los experimentos de RNAscope se realizé solamente en DRG. Esta
situacién podria ser distinta para los ganglios trigéminos ya que, a excepcion del grupo LowM8,
los patrones moleculares son distintos (verse de nuevo resultados de la figura 49, seccién 4.3.1).
Por ejemplo, a diferencia de DRG, el grupo HighM8 y M1M8 de neuronas de TG presentan un
perfil molecular muy similar, con niveles comparables de Nefh y de otros neurofilamentos como
Nefm y Nefhl. Asimismo, en trigémino, el grupo HighM8 es el que presenta mayor expresion de
Ntrk2, mientras que el grupo M1M8 expresa niveles de Pvalb, Scn4b o Scnla, que son marcado-
res especificos de propioceptores y/o AB-LTMRs (Chiu et al., 2014). Estos cambios podrian tener
relacién con que en TG encontramos un nimero mayor numero de neuronas IF-EYFP+, muchas

de ellas con un tamaiio celular grande, acorde con las caracteristicas de neuronas tipo A de gran
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tamanfio (datos no publicados de nuestro grupo de investigacién). Las diferencias en el perfil mo-
lecular de ambos ganglios es otro de los interrogantes que deja abierto los resultados obtenidos
en este estudio, que podrian abordarse mediante estudios de expresién comparativos en ambos

tejidos.

5.2. El perfil molecular de las neuronas IB4+

En nuestro estudio de expresion, las neuronas TRPM8+ (identificadas por la fluorescencia EYFP)
se compararon con la poblacidn IB4+, que expresa el canal TRPA1, conclusién validada por el
alto porcentaje de respuesta a su agonista especifico AITC (Barabas, Kossyreva and Stucky,
2012). Aunque no hemos profundizado demasiado en los marcadores encontrados en la pobla-

cion IB4+, en este trabajo hemos aportado informacién adicional sobre su perfil molecular:

En concordancia con otros estudios de FACS-Seq, observamos que los genes Mrgprd, Trpc3,
Lpar3 o Grik1 son marcadores selectivos de la poblacién IB4+ (Zylka, Rice and Anderson, 2005;
Chiu et al., 2014; Reynders et al., 2015). Ademads, cuando comparamos los marcadores de nues-
tra poblacién IB4+ con aquellos de las principales subpoblaciones neuronales identificadas por
SCRNA-Seq vemos que identifican en un alto porcentaje a las MRGPRD+, que constituyen apro-
ximadamente el 75% de las neuronas IB4+ (Wang and Zylka, 2009). De entre estos marcadores,
podemos destacar como atractivo a Grik1, el canal ionotrdpico de glutamato GIuR5, el cual se le
ha relacionado con distintos procesos de dolor (revisado por Pereira and Goudet, 2019). Asi-
mismo, encontramos también marcadores que identifican a otros grupos de neuronas como las
MRGPRA3+ que también se unen a la isolectina B4 (Han et al., 2013) (referente a la figura 47

seccion 4.2.4.).

Al comparar la poblacién IB4+ con la DN, identificamos otros marcadores DE conocidos de esta
poblacién, como Chrna6, Scnlla, Trpal, Scn10a o Kcnmb1, algunos de ellos también sobreex-
presados en la poblacién EYFP+ (Chiu et al., 2014; Usoskin et al., 2015; Zeisel et al., 2018). Ade-
mas de los canales de sodio y Trpal, destacamos la sobreexpresion en la poblacién IB4+, de la
subunidad reguladora B1 del canal de potasio activado por calcio KCal.1 (codificado por el gen
Kcnmb1), que regula la hiperpolarizacién en neuronas sensoriales no peptidergicas (X. L. Zhang
et al., 2010). Por otro lado, el canal colinérgico Chrna6 se le ha relacionado con la generacidn
del dolor crénico y se expresa en varios tipos de poblaciones sensoriales neuronales incluidas

las neuronas B4+ (Wieskopf et al., 2015).
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5.3. Diferente sensibilidad térmica en neuronas de los DRG y su relacion

con su perfil molecular

La mayoria de los estudios sobre termotransduccidn coinciden en varias premisas: 1) a diferen-
cia del estimulo del calor, la deteccidén del frio es relativa, no absoluta, por lo que depende de la
magnitud del cambio de temperatura y no de la temperatura basal, 2) a mayor diferencia de
temperatura, se produce un mayor reclutamiento de neuronas sensibles al frio con umbrales de
activacion mas altos y 3) el efecto no es gradual, es decir, la mayoria de los termorreceptores al
frio estdn “sintonizados” a responder a una temperatura especifica; tras alcanzar esa tempera-
tura, la respuesta tiende a disminuir gradualmente (Ran, Hoon and Chen, 2016; Wang et al.,
2018). No obstante, los estudios de Yarmolinsky et al., y Luiz et al., realizados usando la técnica
de calcio in vivo demuestran que existe un nimero considerable de neuronas sensibles al frio
que presentan un perfil gradual y mantienen la respuesta con la bajada de la temperatura

(Yarmolinsky et al., 2016; Luiz et al., 2019).

Las respuestas graduales o adaptativas implican la posible existencia de dos modelos distintos
en la deteccidn del frio en la periferia; uno donde la bajada de temperatura causa un incremento
en la intensidad y en el numero de las respuestas, y otro en donde cada receptor codifica una
temperatura especifica. Muchos autores se decantan por el primer modelo, dado que las neu-
ronas sensibles al frio presentan una temperatura de activacién variable, separandose en neu-
ronas LT-CS y HT-CS. Sin embargo, se conoce también que las neuronas TRPMS8+ tipicas o LT-CS
se desensibilizan cuando el estimulo se prolonga, mostrando un perfil adaptativo a la respuesta,
mientras que aquellas que responden a umbrales mas altos mantienen los niveles de calcio a lo
largo del estimulo (perfil no adaptativo) (Babes, Zorzon and Reid, 2004; Yarmolinsky et al., 2016;
Luiz et al., 2019).

En nuestra caracterizacion funcional también hemos observado que, tras aplicar un pulso de
frio, algunas neuronas que generalmente son EYFP-, tardan mds en alcanzar el punto maximo
en los niveles de calcio, indicativo de una respuesta gradual no adaptativa. Este rasgo también
se observa en la poblacidn EYFP+, predominante en neuronas WF-EYFP+. Los datos coinciden
con los resultados de Yarmolinsky, donde observan dos tipos de respuesta en las neuronas
TRPMS8+, una adaptativa y otra mantenida a lo largo del estimulo (Yarmolinsky et al., 2016). En
general, hemos apreciado que las neuronas que responden a AITC presentan los valores de
tiempo al pico en respuesta al frio mas altos independientemente de la poblacién estudiada,

encontrando una diferencia estadisticamente significativa entre las neuronas AITC+ y AITC- (re-
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ferente a la figura 38J de la seccion 4.1.2 de los resultados). El canal TRPA1, en especial la iso-
forma de ratdn, presenta una inactivacién muy lenta al frio, lo que podria explicar por qué los

niveles de calcio se mantienen a lo largo del estimulo (Sinica et al., 2019).

Ademas de la presencia de TRPA1L, la expresion diferencial de otros canales idnicos entre las
poblaciones IF y WF podrian explicar su perfil de respuesta al frio. Por ejemplo, en el transcrip-
toma de los subgrupos TRPMS8+, el gen Scnla (codifica al canal Na,1.1 que es un canal de sodio
dependiente de voltaje y sensible a TTX) se expresa principalmente en los grupos TRPM8+ de
expresion intermedia y alta. Ya en el trabajo de Griffith, en 2019, observaron que este canal se
expresa en neuronas TRPM8+ y se demostrd funcionalmente por su bloqueo selectivo en neu-
ronas que responden a mentol. Por otro lado, basandonos en los resultados de esta tesis, las
neuronas sensibles al frio WF-EYFP+ junto con otros nociceptores TRPM8- como las neuronas
IB4+, son Nayl1.8+, el cual presenta una cinética de inactivacion muy lenta (Vijayaragavan,
O’Leary and Chahine, 2001). En 2012, Sarria y colaboradores caracterizaron funcionalmente las
propiedades fisicoquimicas de las neuronas de TG sensibles al frio y mentol en ratas. Su estudio
se basd en la clasificacion de neuronas sensibles al frio y sensibles a TTX (TTX-s) o resistentes
(TTX-r) y los resultados concuerdan con el perfil descrito de las neuronas IF y WF-EYFP+: umbral
de temperatura, APs mas estrechos en las TTX-s y amplios en las TTX-r, entre otras caracteristi-
cas. También demostraron que a 10 2C las corrientes de las neuronas TTX-s se inactivan pero no
aquellas TTX-r, posiblemente debido a que Na,1.8 y Na,1.9 son resistentes a la inactivacion por
frio (Zimmermann et al., 2007; revisado por Liu and Wood, 2011). Los resultados implican que
las neuronas IF-EYFP+ no intervienen en el frio nocivo, ya que la transmisidn eléctrica cesa y por

consiguiente recae en neuronas WF-EYFP+ y otras neuronas no dependientes de TRPM8+.

Por ultimo, hay que puntualizar que el nimero de respuestas al frio obtenidas en este trabajo
gue no son dependientes de TRPMS (y potencialmente Nay1.8+), es mayor que en experimentos
realizados en imagen de calcio in vivo. En este Ultimo caso se encuentran muy pocas heuronas
TRPMS- sensibles al frio, aun cuando la temperatura decae en extremo hasta alcanzar 12 C
(Emery et al., 2016; Luiz et al., 2019; MacDonald et al., 2021). Mas que a un estimulo agudo, en
estas condiciones las neuronas responden tras exponerlas al frio durante un periodo prolon-
gado. En cambio, nuestros datos junto con otros estudios realizados en cultivo demuestran que
las respuestas al frio que no dependen de TRPM8 son mas abundantes. Las diferencias entre los
estudios pueden deberse a la sensibilizacidn que sufren las neuronas sensoriales tras cultivarlas

in vitro, donde sufren un proceso de axotomizacion.
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5.3.1. La expresion de TRPMS8 y TRPA1 define a las neuronas de bajo y alto umbral

respectivamente.

Nuestros datos de la seccién 4.1.4 muestran que el porcentaje de neuronas sensibles al frio que
son AITC- es mayor que el porcentaje de las AITC+, y que esta Ultima poblacion tienen umbrales
de temperatura mas altos y respuestas mas lentas. Estos resultados son muy similares a los ob-
tenidos por Karashima y colaboradores en su estudio de 2009, aunque encuentran una propor-
cion mayor de neuronas AITC+ que responden al frio. Las diferencias entre ambos abordajes
pueden deberse a la duracion de la rampa de temperatura para el estimulo de frio (3 minutos
en su caso); lo que aumenta la probabilidad de ver mas respuestas de neuronas AITC+ con una

cinética lenta.

Otro de los puntos clave para estudiar la termosensibilidad al frio y que se ha enfatizado en este
trabajo es que la temperatura minima que alcanza la rampa; esto es clave para ver neuronas
sensibles a frio TRPMS8-. Nuestros resultados indican que a partir de los 19 2C podemos empezar
a detectar las respuestas al frio en la poblacion TRPMS8- y que principalmente dependen de
TRPAL1 (referente a la seccidn 4.1.4 de los resultados). La caracterizacion de esta poblacién esta
ausente en muchos trabajos previos, como en Madrid et al., 2006, posiblemente debido a que
en dicho estudio la temperatura minima alcanzada era de solo hasta 19 2C. También explicaria
por qué en el estudio de Karashima y colaboradores observan mds respuestas dependientes de
TRPA1, ya que su rampa de frio alcanza temperaturas mas bajas, alrededor de 10 oC (Karashima

et al., 2009). La temperatura media minima alcanzada en nuestro estudio es de 12.4 + 0.08 2C.

En conclusién, hemos podido clasificar las respuestas de frio en dependientes de TRPM8 o
TRPA1, segun su umbral de activacion. Los resultados son claros: las poblaciones TRPM8+ (es
decir, fluorescentes para la proteina EYFP en la linea TRPMS8BACEYFP), presentan umbrales de
activacion bajos (responden a temperaturas mas altas) mientras que las neuronas TRPMS8-, prin-
cipalmente neuronas TRPA1+, responden a temperaturas mas bajas. Las poblaciones IF-EYFP+,
IB4+ y DN son practicamente puras e identifican las poblaciones de bajo (IF-EYFP+) y muy alto
umbral (IB4+y DN). En cambio, la poblacién WF-EYFP+ presenta un perfil mixto. De nuevo, aque-
llas neuronas WF-EYFP+ que respondieron a AITC presentaron los umbrales de activacién mas
altos. Dado que la expresion de TRPMS8 es mds baja que en las neuronas IF-EYFP+, es posible que
en las respuestas a frio de estas neuronas participen ambos canales. En cualquier caso, nuestra
clasificacion de las respuestas “tipo TRPMS8”, “TRPMS8/TRPA1” o “TRPA1” utilizadas en las sec-
ciones 4.4.2. y 4.4.3 coincide bastante bien con las poblaciones EYFP+, IB4+ y DN, siendo estas

dos ultimas dependientes de TRPA1.

247



Discusion

En el umbral de temperatura intervienen otros elementos que no hemos tenido en considera-
cidon; debemos recordar que los canales de potasio, principalmente los miembros de las familias
Kv y K2P, regulan la excitabilidad en los termorreceptores de frio. Particularmente, los canales
Kv1y la generacion de la corriente IKD ha sido ampliamente estudiada y se considera un compo-
nente fundamental para definir el umbral de temperatura de los termorreceptores, incluidos
aquellas dependientes de TRPA1 (Madrid et al., 2006; Memon et al., 2017). La mayoria de estos
estudios coinciden en afirmar que las neuronas HT-CS expresan niveles mas altos de los canales
K.1. En linea con estos datos, en el trabajo de Luiz et al (2019), demuestran su expresion dife-
rencial al comparar el transcriptoma de las neuronas sensibles al frio Na,1.8- y aquellas Nay1.8+
(sensibles o no al estimulo) tras aislarlas por citometria de flujo. Las neuronas que respondieron
al estimulo de frio que son Na,1.8-, expresaron niveles mas altos de Trom8y Kcnk9. A su vez, las

neuronas Nay1.8+ aisladas expresaban diferencialmente Kcnal (K,1.1), Kcna2, (K,1.2) y Na,1.9.

Basandonos en estos datos, esperariamos que los niveles de K,1.1/2 fueran mayores en la po-
blacién WF-EYFP+. No obstante, no hemos observamos cambios en la expresion en la poblacion
LowM8 al compararla con los grupos altos e intermedios de expresion para TRPMS8. Es mas, la
expresion de K,1.1 y K,1.2 es mas alta en los grupos intermedios M2M8 y M1M8 respectiva-
mente. Es interesante afiadir que algunos estudios de expresion determinan que los K,1.1/2 se
expresan predominantemente en neuronas mielinicas y no en nociceptores. De hecho, a excep-
cidon de los nociceptores tipo Ad que codifican el grupo PEP2, K,1.1, no se expresa en las neuro-
nas peptidérgicas (Zeisel et al., 2018; Zheng et al., 2019). Hay que puntualizar que, en la mayoria
de los estudios funcionales, la caracterizacidon de la corriente /KD esta determinada por la apli-
cacion de antagonistas, que en algunos casos no son totalmente selectivos para un solo canal.
Uno de los antagonistas utilizados, a-DTX, puede bloquear también a la subfamilia de canales
Kv1.6, que se expresa diferencialmente en neuronas TRPM8 peptidérgicas LowM8 y nocicepto-
res MRGPRD+ (Zheng et al., 2019 ; este trabajo). Seria conveniente verificar si la corriente de

freno se ha atribuido erréneamente a otros miembros de la familia K, 1.

5.3.2. La sensibilidad térmica en neuronas TRPA1+ no es especifica de las neuronas

IB4+

Los experimentos de imagen de calcio con animales TRPA1*® han demostrado que este canal es
el principal mediador de las respuestas a frio en neuronas AITC+, tanto en la poblacién IB4+
como en la IB4-, tal como han descrito trabajos previos (Bandell et al., 2004; Macpherson et al.,

2006; Sawada et al., 2007; Fajardo et al., 2008; Karashima et al., 2009; Camino et al., 2010).
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Estos datos son coherentes con estudios in vivo donde la ablacidn simultanea de las subpobla-
ciones de neuronas MRGPRD+ y TRPM8+ agrava mas los déficits térmicos en la prueba de la
placa fria que cuando sélo eliminamos las neuronas TRPM8+, lo que indica la existencia de otra

poblacién sensible TRPA1+ (Pogorzala, Mishra and Hoon, 2013).

La poblacién IB4+, presentaba ademas una amplitud de respuesta a AITC mayor que otras neu-
ronas, sugiriendo que tiene una mayor expresion de TRPA1. Segun los estudios de Memon et
al., los niveles de expresion para TRPA1 determinan la sensibilidad al frio en las neuronas
TRPA1+ (Memon et al., 2017). Sin embargo, no hemos observado cambios en la amplitud para
los estimulos de frio y mentol al comparar las neuronas AITC+/IB4+ y AITC+/IB4-. Hay que aclarar
gue en este caso s6lo hemos comparado las células que respondieron a umbrales de activacion
por frio muy altos (temperaturas menores de 19 2C) para evitar la reactividad cruzada con algu-
nas células WF-EYFP+ que expresen TRPMS8 y TRPA1. Si hemos observado que la amplitud de
respuesta al compuesto AITC es mayor en las neuronas sensibles a frio, siendo estadisticamente
significativa (0.34 £ 0.03 vs 0.26 + 0.01, p = 0.04 prueba t-Student), y sugiriendo que es posible
que debamos aumentar el tamafio muestral para ver las diferencias entre las neuronas IB4+ e
IB4-. Por lo tanto, los estimulos de frio y mentol, el cual también evoca respuestas en las pobla-
ciones TRPMS-, IB4- y DN, pueden considerarse como agonistas débiles del canal. La utilizacion
de WS-12, mas especifico para TRPMS, produce un menor nimero de respuestas a en la pobla-
cién TRPMS-, tanto para aquellas neuronas IB4+ como DN (referente a la figura 40, seccion

4.1.4).

Aunque la expresion del canal TRPA1 parece ser determinante en la sensibilidad al frio es tam-
bién posible que otros mecanismos ajenos al canal intervengan. Por ejemplo, la ya mencionada
corriente IKD. En nuestros datos no hemos encontrado diferencias en los niveles de expresion
de los canales K, 0 K2P en las poblaciones EYFP+, IB4+ y DN. Si que encontramos, en cambio, una
sobreexpresion de las subunidades accesorias para los canales Ky, cominmente conocidas como
KChlIPs (“Kv channel interaction protein”, siendo Kcnip4 en las IB4+ y Kcnip1 en las EYFP+). Estas
subunidades aumentan la excitabilidad a través de la inhibicidn de los canales de potasio tipo A
en respuesta a pequefios cambios en el calcio intracelular. Los canales tipo-A estan especial-
mente constituidos por K,1.4/K,4.3 entre otros canales, y se expresan predominantemente en
las neuronas no peptidérgicas IB4+y C-LTMRs. Su funcidn es regular las corrientes de potasio ya
que puede inhibir los canales K,, aumentando asi la excitabilidad de las neuronas IB4+, por lo

que es posible que intervengan en su sensibilidad al frio (Xia et al., 2010; Kuo et al., 2017).
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5.4. Efecto de la NPIO en células de DRG segtin su alteracidn transcrip-
tomica

En el estudio de la sensibilidad térmica, nos decidimos por inducir la neuropatia a través del
agente quimioterapéutico oxaliplatino. Este fdrmaco ha sido ampliamente usado en modelos
experimentales de neuropatia periférica y aunque existen numerosas variantes del protocolo,
todos convergen en una mayor sensibilidad al frio. Las diferencias se basan en dosis adminis-
trada, via de administracion, cantidad acumulada del compuesto y periodo de la evaluaciéon con-
ductual (Ta, Low and Windebank, 2009; Descoeur et al., 2011; Zhao et al., 2012; Deuis et al.,
2013; Gris et al., 2016; Pereira et al., 2021). La eficacia del protocolo usado en esta Tesis ya ha
sido probada en otros estudios de nuestro laboratorio con resultados reproducibles para la hi-
persensibilidad mecdnica y al frio (Gers-Barlag, 2020; Marcotti, 2020). Es importante reiterar las
diferencias entre los modelos utilizados; normalmente, se considera un modelo agudo cuando
los sintomas son evaluados a las pocas horas o dias de la inyeccién, aunque la cronicidad es

dependiente de la acumulacidn del compuesto y por tanto de la dosis acumulada.

La aplicacién directa del compuesto in vitro también produce alteraciones en las neuronas sen-
soriales, incluyendo una reduccién del crecimiento de las neuritas (Anand, Otto and Anand,
2010; Lépez-Gonzalez et al., 2018) y un aumento en la expresion de los canales idnicos, incluidos
TRPMS, TRPA1 y TRPV1 (Ta et al., 2010). También causa una despolarizacidon en las neuronas
IB4-, presuntamente a través de la activacion de TRPM8 (Wu et al., 2021). En referencia a este
ultimo estudio, recientemente se ha descrito que el compuesto produce un aumento en la am-
plitud de la respuesta a mentol en células HEKs transfectadas con el canal TRPMS8 (Rimola et al.,
2021). Esta activacion ocurre a las pocas horas de la administracién y puede explicar el desarrollo
agudo de hipersensibilidad al frio a las pocas horas de la infusion en clinica. En el estudio también
demuestran que a las 24h de la administracion del farmaco la actividad de TRPM8 decae con
unos niveles mds bajos en la amplitud de la respuesta. La actividad puede ser restaurada de
nuevo con la inhibicién de la via de sefializacion PLC/PKC y los autores sugieren que seria la
acumulacidn del calcio intracelular que a su vez activa la deplecién de PIP2 a través de la fosfo-

lipasa PLC, lo que reduciria la actividad del canal.

Aunque estos trabajos sefialan directamente al canal TRPMS8 en el desarrollo de la alodinia al
frio, desconocemos si los cambios transcripcionales observados en este estudio se deban a los
mismos mecanismos celulares; en nuestro modelo, la dosis acumulada del compuesto y la eva-
luacidn a los pocos dias de la administracion lo sitian como un estudio subagudo o crénico. En

la fase crdnica es caracteristico observar una pérdida de la sensibilidad o hipostesia a estimulos
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mecanicos y térmicos, acompafiada de muerte celular en los ganglios sensoriales (revisado por

(Vichaya et al., 2015).

Los genes DE identificados tras el tratamiento sugieren la participacidn de células no neuronales,
como la gliay el sistema inmune, por lo que es posible que sea un indicativo de la cronicidad del
modelo. Cada vez son mas las evidencias que atribuyen la hipersensibilidad mecanica desarro-
llada tras las neuropatias a células satélite residentes en los ganglios sensoriales. En general, la
glia y el sistema inmune son responsables de la cronicidad de la patologia (Cobos et al., 2018;
Xiaojuan Liu et al., 2019; Ding, Luo and Qi, 2020; Yu et al., 2020; Silva, Guimaraes and Cunha,
2021). A diferencia de otros modelos neuropaticos, se conoce muy poco de la contribucion de
estas células al desarrollo de la neuropatia inducida por oxaliplatino. Los limitados estudios del
transcriptoma de los que disponemos tampoco han aportado nuevos datos en este tema
(Bangash et al., 2018; Housley et al., 2020; Starobova et al., 2020; Gould et al., 2021); cuando
comparamos los datos obtenidos de los estudios realizados en ratén vemos que muy pocos ge-
nes DE coinciden entre las bases de datos (sélo 93 de un total de 616 genes analizados coinci-
dieron con nuestra base de datos y sélo 6 fueron comunes a los estudios de Bangash y
Starobova: Alas2, Hba-al, Hba-a2, Hbb-bt, Neto y Ptgds). De los 6 genes comunes, Alas2, Hba-
al, Hba-a2, se identificaron como los Unicos genes alterados al inducir la neuropatia en animales
Sarm1*©, que presentan una resistencia adicional a la degeneracién axonal con una eficacia
probada en otros modelos neuropdticos (Gould et al., 2021). Ademads, estos tres genes se
encontraron desregulados negativamente en nuestro estudio (Hba-al y Hba-a2 se encontraron
desregulados en las tres poblaciones estudiadas y Alas2 en las poblaciones 1B4+ y DN), lo que

indica que su participacion en la NPIO es generalizada en varias poblaciones celulares del DRG.

A continuacidn, describiremos los posibles mecanismos comunes o inespecificos afectados tras
el tratamiento con el oxaliplatino en base a los resultados obtenidos a partir del andlisis del
transcriptoma (es decir, puede afectar a la poblacion no neuronal o neuronal). La mayoria de los
procesos involucran a la poblacidn heterogénea DN y a los procesos identificados en las figuras
65y 66 de los resultados, aunque también pueden estar DE en las otras dos poblaciones. Poste-
riormente, en la seccidn 5.4.4 nos centraremos especificamente en el posible efecto que el oxali-

platino puede producir en las neuronas sensoriales.

5.4.1. Activacion del sistema inmunitario

H2-Ab1, H2-Aa y Cd74 son otros 3 genes regulados negativamente en las tres poblaciones celu-

lares estudiadas. Estos genes participan en procesos de inmunidad adaptativa (referente a los

251



Discusion

resultados obtenidos en la seccién 4.4.4). Concretamente, estos genes forman parte del com-
plejo de histocompatibilidad o MHC-Il y su funcidn es permitir la diferenciacién de las células T
CD4+. El complejo MHC-Il se encuentra en la membrana de células dendriticas, microglia y ma-
crofagos y permite la diferenciacién de las células citoliticas Th(helper) CD4+ inactivas a través
de la presentacidn de antigenos (Jones et al., 2006). Las consecuencias funcionales de estos re-
sultados no estan claras; ciertos déficits del MHC-Il conducen a trastornos de inmunodeficiencia
por lo que la regulacidn negativa del complejo podria indicar una activacién menor de las células
T CD4+ (Reith and Mach, 2003; Jones et al., 2006). Ademas, la eliminacion de MHC-II a través de
ratones KO ayuda en la resolucion de la algesia en diferentes modelos neuropaticos (Sweitzer et

al., 2002).

Sin embargo, a diferencia de otros tratamientos contra el cancer, el oxaliplatino no tiene un
efecto inmunosupresor sino que mds bien promueve la activacidon de células TCD8+ y TCD4+
(Makker et al., 2017; Stojanovska et al., 2019). Asimismo, nuestros resultados sugieren una di-
ferenciacion de las células Th (T helper) hacia un fenotipo proinflamatorio a través de la sobre-
expresion de genes como TNFa (Thfaip8I3, Tnfaip6) y sus receptores, la activacion de IFN (/fit3,
Ifitm3, Ifitm2, Ifi204, Ifi203) y los genes Icam1, Itgal e I1L-18 asociados con la produccion de IFNy.
Los niveles de TGFP (Tgbi, Tgfbr3, Tgfb2), TGFa (Tgfa) también se encontraron sobreexpresados.
Por ultimo, vemos una sobrexpresién de la interleucina IL-17 y Rorc, marcadores de las células
Th17 que presentan un perfil inflamatorio. De los distintos grupos de células Th que promueven
la inflamacidn, Thl se encarga del proceso agudo y Th17 de la inflamacidn crénica. En especial,
la infiltracién de las células Th17 en los ganglios periféricos esta descrita en distintos modelos
de inflamacién y su presencia se ha vinculado con un aumento de la sensibilidad dolorosa (revi-
sado por Laumet et al., 2019). Es mas, la infiltracion ganglionar de células Th17 ocurre tras un
modelo de constriccidn del nervio ciatico o CCl (Kleinschnitz et al., 2006), y la interleucina IL-17,
gue es candnica de las células Th17, coordina la inflamacion local a través de la liberacion de
otras citocinas inflamatorias y quimiocinas, la activacion de macroéfagos y la sensibilizacion de
nociceptores (Kawaguchi et al., 2004; Kolls and Lindén, 2004; Huo et al., 2019). Mas reciente-
mente, se ha demostrado que la activacion de los nociceptores TRPV1+ promueve la activacion
de estas células a través de la liberacion de CGRP (Cohen et al., 2019). Estos datos ponen de
manifiesto la activa comunicacidn entre el sistema inmunitario y neuronal y abren, ademas, una
nueva via de estudio de las células Th17 en neuropatias inducidas por agentes quimioterapéuti-

Ccos.

En base a estos resultados, hipotetizamos que el oxaliplatino promueve la activacién del sistema

inmunitario. Entonces, la desregulacion de los genes que forman el complejo MHC-II puede que
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sea indicativo de la pérdida de otras células no inmunitarias; en la periferia, diferentes tipos
celulares como células endoteliales, células satélites o de Schwann pueden sobreexpresar MHC-
Il bajo ciertas condiciones de inflamacién (Cifuentes-Diaz et al., 1992; Wiendl| et al., 2003;
Rothermel et al., 2004; Hartlehnert et al., 2017). De entre éstas, las células de Schwann son muy
vulnerables a la toxicidad del compuesto oxaliplatino a concentraciones incluso menores que las

que dafan las neuronas sensoriales (Imai et al., 2017).

También observamos una sobreexpresién de la proteina MyD88, que interviene en la diferen-
ciacidon mieloide y un aumento de los niveles de IL-11, IL-16 y IL-33 que estimulan el desarrollo
de linfocitos T y B, IL-34 que promueve la diferenciacién de macréfagos y monocitos, e IL-18 e
IL-15, especificas en la activacion de células T citoliticas. Las quimiocinas que inducen la infiltra-
cién de macréfagos (CXCL12, CCL8), neutrdfilos y eosindfilos (CXCL2, CCL11), y la familia de re-
ceptores atipicos ACKR2 y ACKR3 también se encuentran sobreexpresadas en las poblaciones
IB4+ y DN. A excepcion de CXCL12 que también puede expresarse en neuronas sensoriales, las
demas las secretan los macréfagos y estan asociadas con la aparicién del dolor crénico ya que
su inyeccion dificulta la resolucion de muchas neuropatias (Guyon, 2014). La sobrexpresion de
CXCL12 en la NPIO también ha sido documentada y tiene una implicacién directa en el modelo
ya que la neutralizacidn de la quimiocina por anticuerpos alivia la hiperalgesia mecanica y tér-
mica (Li et al., 2017). Otro de los genes relacionados con la activacion de macrofagos y sobreex-
presado en nuestra base de datos es el factor estimulante de la colonia M-CSF (codificado por
Csf1). Su presencia también es imprescindible para la supervivencia de la microglia
(Schweizerhof et al., 2009). En macrdéfagos, causa su polarizacion hacia el fenotipo denominado
M2 o “alternatively activated macrophage”, el cual presenta propiedades antiinflamatorias vy,
recientemente, se ha descrito que su activacidn parece ser fundamental para la reparacién del
tejido celular y la homeostasis (Ilwai et al., 2021). Esto sugiere que en el tejido del ganglio se
activan distintos procesos de regeneracion con el fin de resolver la neuropatia. Junto con Csf1,
hemos encontrado otros marcadores sobrexpresados para los macréfagos tras el tratamiento
con oxaliplatino, como CD68 y CD163 (en IB4+). Este ultimo es también marcador del tipo M2

(Jayasingam et al., 2020) (figura 69A).

5.4.2. Efecto intracelular del oxaliplatino: metabolismo y desequilibrio energético e

induccion de los procesos de muerte celular

El oxaliplatino se acumula en las células de forma pasiva o mediante los transportadores MTP
(delinglés “multidrug transporters”). Los datos de secuenciacién muestran una mayor expresion

de genes relacionados con la entrada y eliminacidon del compuesto. De entre ellos, podemos
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destacar el gen Slc22a2 (también conocido como OCT2; sélo DE en la poblacion EYFP+) y Sic31a2
(CTR2) relacionados con su transporte activo (Sprowl et al., 2013; Fujita et al., 2019a). También,
observamos un aumento en la expresion de diferentes miembros dentro de la familia de enzimas
glutation S-transferasas (GST) Y, a y 0 (Gstm1/2/7, Gsta4 y Gstt2/3 respectivamente),
encargadas de detoxificar compuestos xenobidticos a través de la conjugacién de una molécula
de glutation. Los miembros de la familia GSTM1 o GSTP1 son considerados como marcadores
predictivos para la terapia por oxaliplatino y su sobreexpresién tras el tratamiento sugiere un

papel en la clarificacion y eliminacion del compuesto (Allocati et al., 2018).

El platino que no es eliminado puede intercalarse en el ADN nuclear y mitocondrial, produciendo
fallos en la replicacién del ADN que inducen la muerte celular si no son procesadas
adecuadamente (figura 69B). Este fendmeno puede relacionarse con un aumento de la
expresion para la ADN polimerasa 6 y y (Polq y Polg, respectivamente) junto con Ercc4, Erccs,
Mlh1vy Brcal. Los genes mencionados se encuentran alterados tras la induccién de la neuropatia
en nuestros datos y pertenecen a distintos mecanismos de reparacion del ADN gendmico; han
sido muy estudiados en la resistencia que adquieren ciertos tumores tras el tratamiento con los
agentes de platino (Slyskova et al., 2018). No obstante, destaca especialmente la sobrexpresion
de los miembros de familia de enzimas PARP poli ADP ribosa polimerasas (Parp3/9/14/16) en la
poblacién DN, ya que previamente se ha descrito su participacion directa en la NP1O (Zhu, Chang
and Lippard, 2010; McQuade et al., 2018). Las enzimas PARPs reconocen roturas de hebras de
ADN monocatenario e inician también un proceso de reparacion. Su accidn requiere del cofactor
NAD+ como sustrato y una actividad prolongada de estas enzimas puede reducir las reservas de
éste. NAD+ es también necesario para el balance energético a partir de la sintesis de ATP en la
glucdlisis y el ciclo TCA. La sintesis del cofactor se encuentra también comprometida en nuestros
datos de RNA-Seq, con unos niveles bajos de la enzima Nmnat1 y un aumento de Qprt1y Naprt
(esta ultima solo en la poblacién EYFP+); Nmnat1 (“Nicotinamide Nucleotide Adenylyltransferase
1”) se encarga del reciclaje de NAD+ tras un proceso de oxido-reducciéon mientras que las otras
dos enzimas lo sintetizan di novo a partir de aminodcidos, sugiriendo la necesidad de recurrir a
otras vias de sintesis alternativas para cubrir la demanda energética (Xie et al., 2020). Asimismo,
la enzima Nnmt (“Nicotinamide N-Methyltransferase”), que reduce las reservas de NAD+ al
realizar procesos de metilacién esta altamente sobreexpresada en la condicidén de oxaliplatino
(Log2FC =11.2 y FDR < 0.05 en la poblacién DN). Un aumento de la actividad de Nnmt produce
un descenso de la actividad del complejo 1y por tanto una disfuncién mitocondrial. La bajada
de las reservas de NAD+ se ha descrito en otros trastornos como la neuropatia diabética

(revisado por Fricker et al., 2018; Chandrasekaran et al., 2019).

254



Discusion

Otros indicativos que sugieren un aumento del estrés oxidativo tras el tratamiento con
oxaliplatino es que hemos encontrado una sobreexpresiéon de los niveles del citocromo b5
reductasa, el citocromo P450, las enzimas superdxido dismutasa Sod3 y Nox4. Destacamos
también la sobreexpresién de la enzima deshidrogenasa sarcosina (Sardh) en las tres
poblaciones estudiadas. SARDH es una enzima mitocondrial que permite la formacién de
FAD(H2) a partir de sarcosina desde una via no candnica, usado posteriormente en la cadena
respiratoria como cofactor con una funcién similar a NAD(H). Ademas, su metabolismo esta
estrechamente relacionado con la sintesis del también antioxidante creatina, ya que sirve de
precursor a partir de la actividad catalitica de la enzima Gatm (también conocida como AGAT),
y la cual también se encuentra expresada diferencialmente en la poblacidn DN segln nuestros
resultados. La creatina se sintetiza en ciertas neuronas y juega un rol esencial en el metabolismo
energético, ya que su forma fosforilada, el fosfato de creatina, permite almacenar energia para
producir ATP de forma anaerobia (Béard and Braissant, 2010). Asimismo, la administracion de
creatina se ha visto que reduce la hiperalgesia mecdnica en un modelo inflamatorio producido

por CFA (Werdehausen et al., 2015).

El desbalance energético y oxidativo genera alteraciones en el mantenimiento del potencial de
membrana en las mitocondrias (A¥n) que a su vez genera una mayor permeabilizacion al calcio
y la activacion de la apoptosis por el citocromo cy las caspasas (Polyak et al., 1997) (figura 69C).
Nuestros datos indican una posible alteracién de estas vias a través de la sobreexpresion de
Bbc3 (mas conocido como PUMA), una proteina que regula positivamente los factores
proapoptéticos pertenecientes a la familia reguladora de apoptosis BCL2 (Han et al., 2001).
También hemos observado una sobreexpresion de las caspasas (6, 7 en la poblacién DN, y 12 en
IB4+), junto con el gen Casp8ap2 o FASH, asociado a la activacion de la caspasa 8. Las caspasas
6, 7y 8 intervienen en la activacion apoptética a través de la liberacion del citocromo ¢ mientras
que la 12 actua en un proceso independiente de la mitocondria y orquestado por el reticulo
endoplasmatico (RE). En vinculacion con esto ultimo hemos observado la sobreexpresion en la
condicidn tratada de la proteina IRE1 (codificado por el gen Ern), ademas de otros genes
asociados a esta via, como Traf2, Mapk13 (una quinasa relacionada con la via de sefalizacion
INK), y las enzimas calpainas, (Capn6, Capn3 y Capn9 en DN, EYFP+ e IB4+ respectivamente),

encargadas de la escisidn de la caspasa 12 (revisado por Lin, Walter and Yen, 2008).

Resulta interesante destacar que la actividad catalitica de las calpainas es dependiente del Ca%*
intracelular (Khorchid and lkura, 2002), ya que el oxaliplatino también puede alterar Ila
homeostasis del calcio debido al efecto quelante del compuesto oxalato. No obstante, algunos

estudios han indicado que el compuesto aumenta también los niveles de calcio a través de la via

255



Discusion

del inositol trifosfato (InsP3) (Schulze et al., 2011). La expresion de los receptores 1, 2 y 3 de
InsP3 (codificado por los genes Itprl, Itpr2 e Itpr3) es mayor tras el tratamiento con el
oxaliplatino en las tres poblaciones estudiadas, y puede ser un indicativo de un aumento del Ca
intracelular, ya que la activacion de este receptor libera el calcio de los depdsitos intracelulares

(Yousuf et al., 2020).

La reduccidn del calcio intracelular por inhibidores del receptor de InsP3 o de las calpainas alivian
la alodinia mecanica y la hiperalgesia producida por de paclitaxel en ratas (Boehmerle et al.,
2007). El bloqueo del receptor también alivia la alodinia al frio en un modelo de neuropatia

asociada a la infeccidn virica (Sanna et al., 2015).

5.4.3. Reorganizacion de la matriz extracelular y reparacion del daiio axonal

Por ultimo, la mayoria de los genes alterados en la poblacién DN en la NPIO involucran a la matriz
extracelular o ECM y moléculas que acttan en la reorganizacién de ésta, tales como las familias
de metaloproteinasas MMP, ADAM y ADAMST. La ECM esta compuesta por proteoglicanos, co-
ldgeno, elastina, fibronectina y lamininas que se encuentran especialmente enriquecidos tras
una lesion, generando el proceso de fibrosis (Melrose, Hayes and Bix, 2021). Nuestros resultados
indican que practicamente todos los componentes de la ECM se encuentran sobreexpresados
en la poblacién DN: la laminina a, B y y (codificado por los genes Lama2, Lama4, Lamb2 y Lamc3),
la fibronectina (FiIrt2, Fnly Fndc1) y casi todos los tipos de colageno (1, I, IV, V, VI, VIII, IX, XI,
XHI, XIV XVI, XVIII, XXIV y XXVI). La funcién de la ECM no es meramente estructural sino que
permite la superviviencia de las neuronas a través de la interaccién con las integrinas o
receptores de superficie que inician procesos de sefializacién celular, entre ellos regeneracion
axonal y crecimiento de neuritas. Muchos de los miembros de la familia de integrinas se
encuentran sobreexpresados en las tres poblaciones tras el oxaliplatino (las subunidades a1l
codificada por el gen Itgall en la poblacion EYFP+ e IB4+, a5, Itga5, a6 Itga6, B4 Itgb4, B5 Itgb5
en la DNy B6 Itgb6 en EYFP+). Asimismo, los niveles de TGF, junto con otros factores de creci-
miento como TGFa, IGF-1 (factor de insulina), EGF (factor epidérmico) y aquellos derivados de
fibroblastos y plaquetas (FGF11 y PDGR respectivamente) se encuentran también sobreexpre-
sados. Todos ellos son habituales en estados de lesidn cuya funcidn es inducir un microambiente

que facilite la regeneracién y remodelacién axonal (revisado por Melrose, Hayes and Bix, 2021).

El mantenimiento de la ECM depende en gran medida de las células no neuronales residentes
en los ganglios sensoriales como las células accesorias gliales (SGC, del inglés “satellite glial ce-
IIs”), las células de Schwann y la microglia. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren

que el oxaliplatino produce alteraciones profundas en la mayoria de las células. Por ejemplo,
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podemos mencionar un aumento de los niveles de expresidon para marcadores especificos de las
células de Schwann como Sox10, Pou3f1 (conocido también como SCIP), Mbp, Plp1y Tmem119,
Sparc, Fcrls, Gpr34 como marcadores tipicos de la microglia. También hemos visto una sobreex-
presion del marcador de astrocitos Gfap, el cual no obstante, puede expresarse asimismo en la

microglia en condiciones de estrés (Woodham et al., 1989) (figura 69D).
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Figura 69. Procesos celulares afectados por el oxaliplatino en células de DRG. El mecanismo de accion
anti-tumoral del oxaliplatino conduce a alteraciones en células periféricas que, en ultima instancia pro-
duce la muerte celular. Dado la evidencia y los datos obtenidos del transcriptoma de la seccion 4.4.4. se
proponen los diferentes mecanismos afectados. A) el oxaliplatino produce una activacion del sistema in-
munitario, en especial las células Th y los macréfagos que promueven un ambiente pro-inflamatorio. B)
El oxaliplatino se une al ADN nuclear y causa errores en la replicacién y transcripcién que a su vez activa
vias apoptéticas. C) Disfunciéon mitocondrial: aumenta la produccion de ROS, la concentracidon del calcio
intracelular y apoptosis. Ademas, el oxaliplatino puede dafiar la mitocondria al intercalarse con el ADNm
alterando la replicacidn y transcripcidon. D) El entorno extracelular también se ve afectado por activa-
cién/dafio de la glia y otras células satélites que alteran los componentes la ECM, generando una res-
puesta tisular. Modificado de Roll and Faissner, 2014; Starobova and Vetter, 2017.
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5.4.4. Efecto del oxaliplatino en las neuronas sensoriales

Los procesos biolégicos que hemos discutido en la seccidn anterior destacan alteraciones que
ocurren principalmente en la poblacién DN, y muchos de ellos involucran a poblaciones celulares
no neuronales. No obstante, un porcentaje considerable de los genes DE tras la neuropatia co-
rresponden a aquellos que se expresan en la poblacidn neuronal. Este dato lo describen en el
estudio de Starobova et al., 2020, donde se observd un enriquecimiento mayor de genes espe-
cificos de tipos neuronales tras la induccién de la NPIO al comparar con otros modelos de neu-
ropatia derivados del platino como vincristina y cisplatino (Starobova et al., 2020). Al analizar las
distintas subpoblaciones neuronales, observamos los genes DE en la neuropatia para las pobla-
ciones IB4+y DN son marcadores de los nociceptores Na,1.8+/ IB4- y particularmente la pobla-
cion peptidérgica. Los marcadores para las poblaciones de nociceptores no peptidérgicos y C-
LTMRs no se vieron alterados. Dado que estos genes no se expresaban en condiciones control
en las poblaciones IB4+ y DN, los datos sugieren que, tras la induccién de la neuropatia, existe
un cambio en el perfil molecular de estas neuronas. No obstante, tanto el trabajo de Starobova
como el nuestro no ha permitido identificar con exactitud los cambios poblacionales ya que es-

tos trabajos no se realizaron a resolucién de célula unica.

a) El oxaliplatino produce un reclutamiento de neuronas TRPM8+: é Posibles neuronas sensi-
bles al frio silentes?
Uno de los resultados mas llamativos y relevantes de nuestro estudio es el aumento de la expre-
sién del gen Trpm8 en las poblaciones IB4+y DN tras la neuropatia. Este dato fue posteriormente
validado a través de experimentos de IHQ en ratones TRPM8BEYFP, donde observamos un au-
mento de los niveles de la fluorescencia EYFP sobre el total de neuronas de DRG analizadas.
Dada la buena correlacidn que existe entre la expresion de la proteina EYFP y el canal TRPM8 en
esta linea transgénica, podemos asumir que el porcentaje de neuronas Trpm8 también se incre-
menta en DRG tras el tratamiento. Asimismo, otros resultados de nuestro laboratorio muestran
unos resultados similares en rodajas de TG de animales TRPM8®ACEYFP tratados por oxaliplatino
(Gers-Barlag, 2020). Ambos resultados son coherentes con los datos de FACS-Seq donde los ni-
veles de expresidn para Trom8 para la condicidn tratada sélo aumentaron en las poblaciones
gue originariamente no lo expresaban (IB4+ y DN). Dado que también observamos cambios en
otros marcadores de la poblacion EYFP+, la sobreexpresidn de Trom8 parece ser una consecuen-
cia del cambio del perfil transcripcional que sufren cierto porcentaje de la poblacion IB4+ y DN

(figura 70).
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Un interrogante que nos plantea estos resultados es que, si los niveles de EYFP y TRPMS8 son
correlativas, épor qué hemos podido apreciar el aumento de la expresién de Trom8 en el trans-
criptoma de las neuronas IB4+y DN, sin fluorescencia para EYFP? El hecho puede justificarse por
diferentes razones: 1) es posible que el FACS no haya purificado completamente las tres pobla-
ciones y cierta fraccién de neuronas EYFP+ ha podido caer dentro de la ventana de seleccion de
la poblacién B4+ y DN, tanto en la condicidn control y tratada. 2) Otra explicacion es que el
aumento de la expresidon de Trom8 ocurra en neuronas con una fluorescencia muy débil y que
soélo son visibles en los experimentos de inmunohistoquimica, ya que la fluorescencia enddgena
de la proteina EYFP se encuentra amplificada por unién del anticuerpo. Esto explicaria también
por qué no apreciamos este aumento de la fluorescencia en los nUmeros de eventos tras el FACS
o en las imagenes de epifluorescencia tomadas previo a los experimentos de calcio. En cualquier
modo, la forma de seleccionar las neuronas que se estudiaron también ha podido sesgar la pro-
porcidn de neuronas positivas encontradas ya que se buscaron zonas del cristal con la presencia

de las tres poblaciones a estudiar para los experimentos funcionales.

Otro de los interrogantes es por qué no hemos observado un incremento de los niveles de Trom8
en la poblacién EYFP+ en la neuropatia. Sin embargo, si que observamos un aumento en el nu-
mero de neuronas IF-EYFP+ de rodajas de DRG tratadas en los experimentos de IHQ. Al haber
también un reclutamiento mayor de las células de baja expresion es posible que no pueda apre-
ciarse en la poblacion total EYFP+, tal como hemos observado en los resultados de FACS-Seq.
Estas neuronas podrian ser originalmente WF-EYFP+ que aumentan su fluorescencia basal (fi-

gura 70).

De cara a experimentos futuros seria necesario validar los resultados obtenidos por IHQ por ISH
usando la sonda Trom8y por gPCR para demostrar que efectivamente el incremento del nimero
de las neuronas EYFP+ estd ligada a unos niveles mas altos de Trom8. La sobreexpresion del gen
TRPMS tras el tratamiento ya se habia demostrado por la técnica gPCR en trabajos previos
(Kawashiri et al., 2012; Kato et al., 2014; Mizuno et al., 2014). No obstante, otros estudios no
han sido capaces de observar cambios en la expresidon del gen (Descoeur et al., 2011; K.
Yamamoto et al., 2015). Es posible que las discrepancias entre los trabajos se deban principal-
mente a que el reclutamiento de nuevas neuronas TRPM8+ son de baja expresion, aunque tam-
bién hemos observado un aumento mas bajo en las neuronas IF-EYFP+. Dado que las neuronas
WEF-EYFP+ expresan en menor medida el canal TRPMS, quizas el aumento de la expresion no sea
suficiente para verlo globalmente en muestras de todo el tejido de DRG. Otra forma de valida-
cion seria realizar experimentos electrofisiolégicos en neuronas EYFP+ y estudiar las corrientes

del canal TRPMS8 en ambas condiciones.
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En los estudios de Descoeur et al., y mds recientemente en MacDonald et al., se observo que la
NPIO provoca un aumento de las respuestas al frio y, seguin el dltimo trabajo, estas neuronas
silentes expresan CGRP y Na,1.8, coincidiendo con el perfil molecular de las neuronas WF-EYFP+
(MacDonald et al., 2021). En ese estudio, se hipotetiza que el oxaliplatino junto con otros com-
puestos quimioterapéuticos, produce un efecto similar a cuando se elimina la corriente de freno
de los canales K,1, aumentando asi la sensibilidad al frio en los termorreceptores. No obstante,
en nuestros datos no observamos cambios en la expresidon de estos canales ni de K2P tras la
neuropatia. Mds bien hemos encontrado el efecto opuesto con la sobreexpresiéon de Kcnk2
(TREK-1) y Kcnk4 (TRAAK) en las poblaciones IB4+ y EYFP+ de la condicidn tratada, Kcnc2 (K,3.2),
Kcnv1 (K,2.3) en la poblacion IB4+y Kcns2 (K,9.2) en la poblacién DN. Estos resultados contradi-
cen los datos obtenidos por el estudio de Pereira et al., 2021, donde se observa una regulacién

negativa de muchos miembros de los canales de potasio K2P y K, en especial TREK-1 y TRAAK.

Algunos de nuestros resultados pueden explicarse si parte de las neuronas IB4+ y DN adoptan
el perfil molecular de las neuronas WF-EYFP+ tal como hemos observado en la seccion 4.4.1. de
los resultados, ya que Kcnc2 y Kens2 son marcadores especificos de la poblaciéon EYFP+ en con-
dicidn control. Es posible que los niveles de algunos canales difieran debido a la separacidn ce-

lular realizada en nuestro estudio en vez de la extraccién del ARN del tejido completo de DRG.

b) El aumento de la expresion de Trom8 tras la NPIO puede deberse a la liberacién de me-
diadores inflamatorios y estar modulada por GFRa3.

Nuestro estudio apunta a que el aumento del nimero de neuronas TRPM8+ observado en los
experimentos de IHQ podria ser la causa del reclutamiento de neuronas sensibles al frio y de la
hipersensibilidad observada in vivo. Pero ¢qué genera el aumento de la expresion del gen en
otras neuronas sensoriales?, ¢ puede un aumento tan bajo de la expresion del canal ser relevante
para la neuropatia? En respuesta a la primera pregunta, el estudio de Kayama et al., 2017, de-
mostré que la activacion de TrkA por NGF aumenta la expresién de TRPMS a través de la via de
sefializacion MAPK38, JNK y PI3K. NGF, se encuentra expresado en la poblacion DN ademas de
ciertos genes involucrados en las vias mencionadas en la poblacidon EYFP+ (Mapk13, Map3k14,
Trafl, Traf2, Tnfrsf19, Meak7 entre otros). Esto sugiere que el oxaliplatino propicia un ambiente
Unico que puede activar la transcripcién de TRPMS a través la liberacién de distintos mediadores
proinflamatorios (figura 70). Un dato interesante es que la adicion de NGF a los cultivos neuro-
nales aumenta el numero de respuestas al frio (Babes, Zorzon and Reid, 2004), y produce alodi-
nia al frio en animales que es dependiente de TRPMS8 (Lippoldt et al., 2013). Asimismo, en el

trabajo de Gasperini et al., 2011, dénde estudiaron el papel de TRPM8 y Nay1.8 en los conos de
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crecimientos de neuronas sensoriales, se encontraron un nimero muy elevado de neuronas
TRPMS8+ (> 50 %). En la discusién lo atribuyen a una seleccién positiva de neuronas TrkA+ ya que

las células se cultivaron en presencia de NGF.

También hay un estudio donde se ha demostrado que, tras un modelo neuropatico, se produce
un aumento del transporte celular de TRPMS8 hacia la membrana plasmatica, por lo que en con-
diciones patoldgicas no sélo aumenta la expresion de Trpm8 sino el nimero de canales funcio-
nales (Su et al., 2017). Los autores del estudio también advirtieron que tras lesionar a los ratones
por constriccion del nervio ciatico (CCl) existe un aumento de la co-expresion de TRPMS8 con
GFRa3, CGRP y periferina (Prph), coherente con el aumento del nimero de neuronas WF-EYFP+
tras la neuropatia segln nuestros resultados. Otro dato interesante de este estudio es que la
inhibicion de GFRa.3 por siRNA no solo disminuye la expresién de TRPMS8 sino la co-expresion

de TRPMS8 con GFRa3 (Su et al., 2017).

La administracion de la artemina, el ligando del receptor GFRa.3, produce ademas una hipersen-
sibilidad al frio que es dependiente de TRPMS8 (Lippoldt et al., 2013). Unos afos mas tarde, el
Dr. Mckemy y su equipo demostraron también que la alodinia al frio generada por NGF esta
ausente en los ratones deficientes para GFRa.3 (Lippoldt et al., 2016). En este mismo trabajo
también demostraron que la neutralizacién de artemina o la ablacién del receptor GFRa.3 evita
que los animales desarrollen la NPIO, similar al efecto observado cuando se bloquea TRPMS.
Aunque el mecanismo se desconoce aun, los autores hipotetizan que la activacién de GFRa3
sensibiliza de algin modo al canal ya que recientemente demuestran que la activacion indirecta
de TRPA1 o TRPV1 promueve una sensibilizacion al frio en las neuronas TRPM8+/GFRa.3+
(Yamaki et al., 2021). El mecanismo depende de la liberacién de mediadores inflamatorios como
CGRP y TLR4, que a su vez aumenta los niveles de artemina y activa GFRa3 (Yamaki et al., 2021).
Sus hallazgos pueden tener relevancia para explicar por qué unos niveles de expresién tan bajos
de TRPMS8 puedan sensibilizar a estas neuronas, actuando como un amplificador de la respuesta.
Asimismo, podria ser importante para justificar el incremento en el nimero de respuestas a frio
reclutadas con el agonista mentol en neuronas WF-EYFP+ tratadas (figura 70). En futuros estu-
dios deberia abordarse el estudio del mecanismo de actuacién de GFRa3 sobre TRPMS8 en di-
versos modelos patoldgicos vy si la administracion de artemina al cultivo aumenta el nimero de

respuestas a frio ya mentol en estas neuronas.

Aungue el mecanismo que produce la sensibilizacion de las neuronas TRPM8+ no se conoce, la
contribucion del canal en la neuropatia ha quedado mas que demostrada ya que el bloqueo
farmacoldgico o la ablacidn genética del canal evita el desarrollo de la hipersensibilidad al frio

(Gauchan et al., 2009; Descoeur et al., 2011; Bertamino et al., 2018; Journigan et al., 2020). El
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efecto se observa también cuando se bloquea la transmisidon eléctrica de las neuronas TRPM8+
(Ongun, Sarkisian and McKemy, 2018). Los hallazgos obtenidos en nuestro estudio aportan evi-
dencias adicionales sobre el papel que tiene TRPMS en los procesos patoldgicos y la funcidn que

las neuronas TRPM8+ peptidérgicas puedan tener en la nocicepcién al frio.

¢) Reprogramacion molecular de las neuronas IB4+y DN tras la induccion de la neuropatia

Los resultados obtenidos en la seccion 4.4.5. sugieren que el oxaliplatino altera la identidad mo-
lecular de las neuronas sensoriales IB4+ y DN hacia un fenotipo similar a las neuronas EYFP+. Al
analizar los marcadores especificos de las poblaciones EYFP+, IB4+y DN tratadas con el oxalipla-
tino observamos, por ejemplo, que los genes Galy Trpv1, identificados como genes enriquecidos
en la poblacion EYFP+ control, ya no estdn diferencialmente expresados tras el tratamiento (no
superan el criterio de Log2FC > 1 y FDR < 0.05 al compararlos con la poblacién IB4+ y la DN,
referente a la figura 66D, seccion 4.4.5 de los resultados). Asimismo, hemos encontrado que
otros genes dejan de ser marcadores especificos de la poblacién EYFP+ cuando comparamos con
la poblacion IB4+ (p.ej. Asic3, Calca, Chrna3, Htr3a, Ntrk1 o Zcch12)y la DN como Gfra3, Chrnb4
o Kcnc2. La “reprogramacion” molecular parece mds acentuada en la poblacién IB4+ que en la
DN, aunque es posible que esto se explique si las alteraciones sélo ocurren en una fraccion neu-

ronas DN, ya que esta poblacién es mas heterogénea.

Cabe destacar que, ademas, estos genes son también marcadores de la poblacién peptidérgica,
sugiriendo que los cambios involucran principalmente a la poblacién TRPM8+ de baja expresion.
Por tanto, las neuronas IB4+ e DN empiezan a presentar un perfil similar a la poblacion WF-
EYFP+. En el estudio de Chukyo et al., 2018, mediante experimentos de inmunohistoquimica,
observaron que el nimero de neuronas TRPA1+, TRPV1+ y TRPMS8+ aumentan tras el oxalipla-
tino. Estos cambios podrian producirse por el aumento de las neuronas WF-EYFP+ que sugiere
nuestros resultados (recuérdese que las neuronas WF-EYFP+ pueden expresan los tres canales
TRPs mencionados). Por un lado, la expresién de TRPA1 y TRPV1 es mas alta en la poblacién DN
al compararla con las neuronas EYFP+ en condiciones patoldgicas: en condiciones control, ya
hemos observado que tanto TRPA1 como TRPV1 son marcadores de la poblaciéon EYFP+ (seccién
4.2.3). Sin embargo, al hacer esta comparacién para las poblaciones tratadas, los canales dejan
de estar DE en la poblacién EYFP+ cuando comparamos con la DN (EYFP+ vs DN; Log2FC = -0.32
(OXA) vs Log2FC = 1.71 (Veh) para TRPA1, y Log2FC= 0.84 (OXA) vs Log2FC= 2.24 (Veh) para
TRPV1, siendo el valor positivo del Log2FC cuando se sobreexpresa en la poblacién EYFP+). Para
la poblacién IB4+ vemos un cambio similar para TRPV1 (EYFP+ vs IB4+; Log2FC= 0.69 (OXA) y
Log2FC= 2.11 (Veh)), pero no para TRPA1. No obstante, dado que la expresion de TRPA1 es de
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por si alta en las neuronas IB4+ es posible que no observemos los cambios tras la secuenciacion
en bloque y si podriamos verlo a nivel individual. Chukyo y colaboradores, junto con Yamamoto
(2015), observaron que el aumento de los niveles de proteina de los tres canales afecta, en
parte, a la poblacidn IB4+ ya que aumentaba la co-expresién de TRPA1 y TRPV1 (K. Yamamoto

et al., 2015; Chukyo et al., 2018).

Referente a la sobreexpresion de TRPAL tras el tratamiento con oxaliplatino, no hemos obser-
vado un aumento en los niveles del calcio intracelular o en el nimero de respuestas ante el
agonista AITC, aunque si de las respuestas a frio y mentol en neuronas TRPA1, que posiblemente
puedan estar mediadas por este canal. Otros estudios si que han mostrado un aumento en el
numero de respuestas para AITC (Zhao et al., 2012), o en su amplitud (Marcotti, 2020) en DRG.
Las discrepancias con nuestros resultados pueden deberse a los distintos protocolos de estimu-
lacién utilizados en los experimentos de imagen calcio. Mientras que en estos trabajos utilizan
AITC como primer estimulo, en nuestro estudio se aplica tras la activacién por frio y mentol. Tal
como hemos demostrado en la seccion 4.1.4., TRPA1 puede activarse también por estos agonis-
tas, por lo que una activacion repetida del canal puede influir en los resultados obtenidos con

AITC.

La posible “reprogramacién” celular de las neuronas IB4+y DN observada en nuestros datos estd
respaldada por los ultimos trabajos de scRNA-Seq en modelos de dolor. Los estudios coinciden
en que, tras un dafio axonal, las neuronas empiezan a cambiar su perfil molecular y a expresar
genes relacionados con un dafio celular como Atf3, Sox11, Jun o Gal (Hu et al., 2016; Nguyen, Le
Pichon and Ryba, 2019; Renthal et al., 2020; Wang et al., 2021). Aunque ninguno de los trabajos
mencionados se realizé con el modelo de oxaliplatino, hemos observado ciertas coincidencias
con el perfil de expresién identificado en nuestro protocolo de neuropatia. De entre los genes
mencionados Gal o galanina, es particularmente interesante ya que es un conocido marcador
de las neuronas peptidérgicas y de la poblacién EYFP+. En condiciones patoldgicas, su nimero
aumenta en distintos modelos inflamatorios (Calza et al., 1997; Zhang et al., 2016) o neuropati-
cos (Hokfelt et al., 1987; Chen et al., 2018). En nuestro estudio, Gal, se expresa en las poblacio-
nes DN e IB4+ en la condicion tratada. Ademas, Gal se encuentra DE en la poblacion IB4+ al
comparar la poblacidn tratada con su control (Log2FC> 1y FDR < 0.05, véase de nuevo la figura
66E de la seccion 4.4.5). También hemos observado un aumento de los niveles Atf3 en la pobla-
cion DN tratada. Sin embargo, la expresién de Atf3 en neuronas en la NPIO no ha sido comple-
tamente demostrada ya que, aunque algunos autores si describen su activacion, otros no obser-
van un aumento de la expresién en comparacion con resultados obtenidos en otros modelos

neuropaticos, donde su expresion esta bien descrita (Makker et al., 2017; Pereira et al., 2018,
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2019). Asimismo, también hemos observado la sobreexpresidn de otros genes relacionados con
el dafio celular como Sox11 en la poblacién EYFP+y Fos/2 (un miembro de la familia de factores

de transcripcidn Fos) en la poblacién IB4+.

Los estudios de scRNA-Seq mencionados en el parrafo anterior también coinciden en que, tras
inducir la lesidn, las neuronas afectadas dejan de expresar los marcadores especificos que las
identifica molecularmente, lo que dificulta determinar su origen neuronal. En el trabajo de Wang
et al., identificaron tres subgrupos molecularmente distintos de neuronas lesionadas tras un
modelo de lesidn del nervio ciatico, y denominadas en el trabajo como SNIIC1, SNIIC2 y SNIIC3
(Wang et al., 2021). Los autores fueron capaces de seguir la trayectoria transcripcional de estas
neuronas y descubrieron que la poblacidn SNIIC1 definia originariamente un grupo de la pobla-
cion C1-1, que, segun la clasificacidn establecida por Liy colaboradores en 2016, pertenece a un
subgrupo de la poblacién peptidérgica. SNIIC2, en cambio, estaba formada por neuronas lesio-
nadas MRGPRD+ y SNIIC3 neuronas mielinicas de gran tamafo que expresan el marcador S100b
y Trappc3l. Es interesante destacar que en el caso de la poblacion MRGPRD+ (SNIIC2) su repro-
gramacion se producia en dos pasos; el primero ocurre a los dos dias de la induccién del modelo
con una mayor expresion de Galy después dejan de expresar los niveles de Mrgprd como mar-
cador, transformandose en neuronas SNIIC1 con mayor expresion de otros marcadores de neu-
ronas peptidérgicas, entre los que se incluye Gfra3. En consonancia con estos datos, hemos ob-
servado que el gen Mrgprd deja de expresarse diferencialmente en la poblacién B4+ tratada
con el oxaliplatino (no supera el criterio de Log2FC > 1 y FDR < 0.05 al comparar con las otras
dos poblaciones), y sugiere que las neuronas MRGPRD+ expresan niveles mas bajos del gen (fi-

gura 70).

Aunque nuestros datos de FACS-Seq apuntan a que el oxaliplatino podria causar un cambio en
el perfil molecular de las neuronas sensoriales, por limitaciones de la técnica, tenemos una vi-
sién incompleta del proceso ya que nos hemos centrado en el estudio de las neuronas TRPM8+
e IB4+. Desconocemos, por ejemplo, si las neuronas mielinicas, las cuales también presentan
alteraciones tras la neuropatia, pudieran estar también alteradas (Forstenpointner et al., 2018).
Asimismo, los datos de “Bulk-Seq” no nos permiten determinar unos niveles de expresién abso-
lutos para confirmar efectivamente la sobreexpresién de estos marcadores moleculares. Para
ello seria necesario realizar la secuenciacidn a nivel individual y estudiar en detalle qué cambios

poblacionales se producen tras la NPIO, tal como se ha descrito en otros modelos neuropaticos.
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d) Sensibilizacion de nociceptores no dependiente de TRPMS8: Activacion de GPCRs

En el estudio de Wang et al., también observan que los procesos bioldgicos en los que intervie-
nen los genes alterados de las neuronas lesionadas estan involucrados en la sefalizacién por
neuropéptidos y respuesta a factores de crecimiento. En consonancia con estos hallazgos, he-
mos observado que muchos de los procesos alterados en la poblacidn IB4+ también involucran
la activacion de receptores GPCRs (“G protein-coupled receptors”) por neuropéptidos, en espe-
cial la via de sefializacién “Neuroactive ligand-receptor interaction”, “mmu04080” de la base de
datos KEEG referente a la figura 64E de la seccion 4.4.4 de los resultados. Por ejemplo, los re-
ceptores de la histamina, endotelina, prostaglandina, prolactina, péptido Y, somatostatina, ace-
tilcolina, neuromedina U y los receptores metabotrépicos de glutamato MGIuR4 y MGIuURS se
sobreexpresan diferencialmente en la poblacién IB4+. La mayoria de estos receptores sefializan
a través de las subunidades Gsa y Gq, para activar las vias de cAMP, DAG y fosfolipasas, produ-
ciendo una hiperexcitabilidad en los nociceptores (revisado por Salzer et al., 2019). Muchas de
las enzimas que intervienen en estas vias estan alteradas tras la neuropatia, como la fosfolipasa
Ce, 6yn (Plcdl, Plcd3, Pice2, Pich2), PKC (Pacsin3, Prkch), adenil ciclasa (Adcy7, Adcy4 y Adcy8),
ademas de la activacion de calcio por la via de inositol trifosfato, asi como miembros de las
subunidades B de las proteinas G (Gnb3). Por uUltimo, hemos observado que los receptores opioi-
des MOR-1 (Oprm1) y DOR-1 (Oprd1) se encuentran regulados negativamente en las poblacio-

nes IB4+ y DN respectivamente.

Los GPCRs pueden sensibilizar a los canales TRPs, especialmente TRPV1 y TRPA1, por un au-
mento del calcio intracelular y la fosforilacion de la PKC y PKA. TRPA1, se expresa preferencial-
mente en las neuronas IB4+ y su sensibilizacion indirecta por estos mecanismos puede explicar
el aumento de las respuestas al frio, en especial aquellas “tipo TRPA1” (neuronas vH-CS y AITC+),
que no parecen depender de TRPMS8. También podria explicar el aumento en el nimero de res-
puestas a mentol observadas en esta poblacidn (figura 70). La implicacién de las neuronas IB4+
en la NPIO se ha propuesto en un estudio anterior realizado por Joseph y colaboradores en el
afio 2008, donde la eliminacidn de esta poblacidn por la administracién de una neurotoxina se-
lectiva evita el desarrollo de la sensibilidad mecanica (Joseph et al., 2008). Asimismo, se ha ob-
servado que las neuronas TRPA1+ empiezan a expresar la proteina quinasa p38 tras la neuropa-
tia (MAPK) (K. Yamamoto et al., 2015). MAPK interviene en diversas vias pro-inflamatorias entre
las que se encuentran la activacién de GPCRs por diferentes moduladores o la activacion de la

via TrkA por NGF que hemos comentado previamente.

Aunque TRPA1 se expresa de manera especial en la poblacion IB4+, no se restringe a esta pobla-

cién, por lo que el aumento a los agonistas frio y mentol en la poblacién DN podrian explicarse
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también por una sensibilizacidn de las neuronas TRPA1. No obstante, no hemos observado un
aumento o tendencia en el nUmero de respuestas tipicas de TRPA1 en esta poblacién tras la
NPIO. El aumento proviene principalmente de respuestas a frio reclutadas tras el estimulo de
mentol similar al perfil observado para la poblacion WF-EYFP+. Asimismo, observamos que la
temperatura umbral de estas neuronas para el primer estimulo de frio aumenta significativa-
mente incluyendo aparicion de respuestas con temperaturas >19 2C (LT-CS y HT-CS). Es posible
gue estas neuronas sean efectivamente WF-EYFP+, con niveles muy bajos del canal y de fluores-
cencia que se hayan clasificado erréneamente como EYFP-. En vista a futuros experimentos seria
conveniente estudiar si el bloqueo selectivo del canal TRPMS8 reduce efectivamente esta sensi-

bilizacién observada.
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Figura 70. Propuesta esquematizada de los cambios inducidos por el oxaliplatino en neuronas sensibles
al frio TRPMS8+, I1B4+ y DN. En condiciones control, las respuestas al frio estan principalmente mediadas
por TRPM8+ y proceden de neuronas TRPM8high (alta expresion de Trom8; IF-EYFP+). En cambio,
neuronas TRPMS8low (baja expresion de Trom8; WF-EYFP+), 1B4+/TRPMS8- y DN responden menos al
estimulo. La poblacion TRPM8high constituye principalmente la poblacién sensible al frio de bajo umbral
(LT-CS) mientras que el resto de las poblaciones tienen umbrales de activacion mas altos (responden a
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temperaturas mas bajas). De éstas, las neuronas IB4+ y DN son consideradas de muy alto umbral (VHT-CS)
y estan mediadas por TRPAL. El tratamiento con el oxaliplatino incrementa el nimero de respuestas al
frio en las poblaciones TRPM8+ e I1B4+/TRPA1+. El aumento de las respuestas en neuronas IB4+ puede
deberse a la sensibilizacion de TRPA1 por la liberacién de sustancias nocivas, liberadas tras el dafio celular
causado por la neuropatia, a través activacion de receptores asociados a GPCRs. Asimismo, TRPM8 podria
estar sensibilizado indirectamente por GFRa3, tal como reflejan el mayor nimero de neuronas sensibles
al frio reclutadas por mentol. El ambiente pro-inflamatorio también podria inducir la reprogramacion
genética de las poblaciones IB4+ y DN en neuronas TRPMS8low con un aumento de la expresion de Trom8
y marcadores especificos de esta poblacion, a su vez que pierden la naturaleza molecular de la poblacién
original (p.e. reduccidn de los niveles de Mrgrpd en neuronas IB4+). El nimero de neuronas Trpm8high
también se incrementaria tras la neuropatia debido a un hipotético aumento de los niveles de Trom8 en
neuronas Trpm8low.
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CONCLUSIONES

1. La linea transgénica TRPMSBAEYFP constituye una herramienta Gtil para identificar la
poblacién TRPMS8 positiva. El marcaje fluorescente EYFP es especifico y muestra una
buena correlacion con los niveles del ARNm de Trpom8. La caracterizacion del modelo
reportero reveld dos poblaciones neuronales con una intensidad variable para el

marcaje de YFP y diferente tamafio celular.

2. Las neuronas con alta y baja expresion para TRPM8 son funcionalmente distintas.
Muestran un perfil de respuesta diferente a los agonistas de TRPMS8, TRPV1y TRPAL, y

diferentes umbrales de activacion para la respuesta al frio.

3. La mayoria de las respuestas al frio en DRG estdan mediadas a través el canal TRPMS8 por
neuronas de alta expresién para este gen. Existe, ademas, un pequefio porcentaje de
neuronas sensibles al frio dependientes de TRPA1 en la que se incluye la poblacién no

peptidérgica con unidn a la isolectina B4.

4. Las respuestas al frio mediadas por TRPA1 tienen umbrales de temperatura mas altos y

amplitudes de respuesta mas bajas que las respuestas mediadas por TRPMS.

5. El transcriptoma de las neuronas TRPMS8 positivas revela la expresién de marcadores
especificos de las neuronas peptidérgicas en esta poblacidn. Su patrén molecular define
a un subgrupo de nociceptores con expresidon baja para TRPMS8 presente en los ganglios

DRGy TG.

6. La poblacién TRPMS8 positiva de alta expresion es también molecularmente diferente

entre DRG y TG acorde con los niveles de expresidn variables del ARNm de TRPMS.

7. El tratamiento sistémico con oxaliplatino induce la activacion de neuronas de DRG
sensibles al frio silentes a través de la sensibilizacion al estimulo del frio en neuronas

TRPMS8 y TRPA1 positivas.

8. Los resultados obtenidos por la técnica de RNA-seq revelaron que el compuesto
oxaliplatino produce alteraciones genéticas en las poblaciones celulares de origen

neuronal y no neuronal en DRG.

9. Dichos cambios en el patron genético sugieren la aparicién de una nueva subpoblacién

TRPMS positiva responsable de la hipersensibilidad al frio en condiciones patoldgicas
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CONCLUSIONS

1. TRPMBS8PBACEYFP transgenic mice are a useful tool to characterize TRPMS positive neurons.
The expression of EYFP shows a good correlated specificity with TRPM8 mRNA
expression. The characterization of this line revealed two YFP-labeled populations with

different fluorescence intensities and sizes.

2. High and low expressing TRPM8 neurons are functionally distinct. They show different
response profile to TRPMS8, TRPV1, and TRPA1 agonists and have different activation

threshold temperatures.

3. Cold responses in DRG neurons are mainly mediated via TRPM8 channels by high
expressing TRPM8 population, whereas a small fraction of cold responses is mediated
by TRPA1. These TRPMS8-independent cold-sensitive neurons include a subset of non-

peptidergic neurons labeled with IB4.

4. TRPAl-mediated cold responses have higher temperature thresholds and lower

response amplitudes than TRPM8 mediated responses.

5. The transcriptome of TRPMS8-positive neurons revealed molecular markers
characteristic of peptidergic neurons. Their pattern of expressed genes defines a

subpopulation of nociceptive low-expressing TRPMS8 neurons in DRG and TG ganglia.

6. The high-expressing TRPM8 population is molecularly different between DRG and TG

according to variable TRPM8 mRNA expression levels.

7. Systemic oxaliplatin treatment activates silent cold-sensitive neurons in DRG by

increasing the sensitivity of TRPM8+ and I1B4+/TRPA1+ neurons to cold temperatures.

8. RNA-seq revealed changes in the expression profile of genes in neuronal and non-neu-

ronal DRG cells in neuropathic conditions caused by oxaliplatin.

9. These transcriptional changes suggest the emergence of a new TRPM8+ subpopulation

responsible for cold hypersensitivity
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Abstract

Mammalian Piezo2 channels are essential for transduction of innocuous mechanical forces by
proprioceptors and cutaneous touch receptors. In contrast, mechanical responses of
somatosensory nociceptor neurons evoking pain, remain intact or are only partially reduced in
Piezo2-deficient mice. In the eye cornea, comparatively low mechanical forces are detected by
polymodal and pure mechanosensory trigeminal ganglion neurons. Their activation always
evokes ocular discomfort or pain and protective reflexes, thus being a unique model to study
mechanotransduction mechanisms in this particular class of nociceptive neurons. Cultured male
and female mouse mechano- and polymodal nociceptor corneal neurons display rapidly,
intermediately and slowly adapting mechanically activated currents. Immunostaining of the
somas and peripheral axons of corneal neurons responding only to mechanical force (pure
mechano-nociceptor) or also exhibiting TRPV1 (transient receptor potential cation channel
subfamily V. member 1) immunoreactivity (polymodal nociceptor) revealed that they express
Piezo2. In sensory-specific Piezo2-deficient mice, the distribution of corneal neurons displaying
the three types of mechanically evoked currents is similar to the wild type; however, the
proportions of rapidly adapting neurons, and of intermediately and slowly adapting neurons
were significantly reduced. Recordings of mechano- and polymodal-nociceptor nerve terminals
in the corneal surface of Piezo2 conditional knock-out mice revealed a reduced number of
mechano-sensitive terminals and lower frequency of nerve terminal impulse discharges under
mechanical stimulation. Eye blinks evoked by von Frey filaments applied on the cornea were
lower in Piezo2-deficient mice compared with wild type. Together, our results provide direct
evidence that Piezo2 channels support mechanically activated currents of different kinetics in
corneal trigeminal neurons and contributes to transduction of mechanical forces by corneal

nociceptors.
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SIGNIFICANCE STATEMENT The cornea is a richly innervated and highly sensitive tissue. Low-
threshold mechanical forces activate corneal receptors evoking discomfort or pain. To examine
the contribution of Piezo2, a low-threshold mechanically activated channel, to acute ocular pain,
we characterized the mechanosensitivity of corneal sensory neurons. By
using Piezo2 conditional knock-out mice, we show that Piezo2 channels, present in the cell body
and terminals of corneal neurons, are directly involved in acute corneal mechano-nociception.
Inhibition of Piezo2 for systemic pain treatment is hindered because of its essential role for
mechano-transduction processes in multiple body organs. Still, topical modulation of Piezo2 in
the cornea may be useful to selectively relief unpleasant sensations and pain associated with

mechanical irritation accompanying many ocular surface disorders.

Introduction

Precise and rapid detection of mechanical forces is crucial for living organisms. The mammalian
skin, mucosae, muscles, and joints are equipped with peripheral endings of multiple classes of
somatosensory ganglion neurons activated by mechanical stimuli. Cultured cell bodies of these
mechanosensory neurons display distinct types of mechanically activated (MA) inward currents,
classified according to their inactivation kinetics as rapidly adapting (RA), intermediately
adapting (lA), and slowly adapting (SA). RA currents are more common in low-threshold
mechanoreceptor neurons (LTMR), while IA and SA are mainly found in high-threshold
mechanoreceptor neurons, although this segregation is by no means exclusive (Drew et al.,

2002; Hu and Lewin, 2006; Hao and Delmas, 2010).

Piezo2 was identified as an ion channel expressed in dorsal root ganglion (DRG; Coste et al.,
2010; Woo et al., 2014) and trigeminal ganglion (TG) neurons (Bron et al., 2014; Schneider et al.,
2014, 2017; Nguyen et al., 2017) and selectively activated by innocuous mechanical forces
(Ranade et al., 2014; Woo et al., 2014; Florez-Paz et al., 2016). However, Piezo2 was also
identified in neurons expressing nociceptive markers, suggesting a potential role in noxious
mechanosensation (Coste et al., 2010; Nguyen et al., 2017; Szczot et al., 2017; Murthy et al.,
2018b; Zhang et al., 2019).

Genetic ablation of Piezo2in mice produced deficits in somatic low-threshold
mechanosensitivity (Woo et al., 2015; Florez-Paz et al.,, 2016), while responses to noxious
mechanical forces in cutaneous nociceptor neurons were diminished partially (Murthy et al.,

2018b) or remained largely unaffected (Ranade et al., 2014; Szczot et al., 2018), even after nerve
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injury or chronic inflammation (Szczot et al., 2018). Moreover, humans carrying Piezo2-
inactivating variants showed selective loss of discriminative touch and decreased
proprioception, while responses to cutaneous pinprick and pressure pain were unaltered
(Chesler et al., 2016; Szczot et al., 2018). Nonetheless, other experimental evidence points
toward an involvement of Piezo2 in NGF-induced mechanosensitivity of “silent” nociceptors
(Prato et al., 2017) and in mechanical allodynia (Murthy et al., 2018b), thus challenging the
existence of an univocal association between a specific mechanotransducing molecule such as
Piezo2, and the qualitatively distinct innocuous and painful conscious percepts evoked

respectively by low- and high-intensity mechanical forces.

The cornea is the most densely innervated surface epithelium in the human body, a vital
characteristic in protecting this exposed tissue from injury. Unmyelinated free nerve endings of
corneal sensory axons originated in TG cell bodies ramify close to the surface of the corneal
epithelium (Weddell and Zander, 1950; Marfurt et al., 2010). Functionally, three distinct
populations of corneal nerve terminals have been identified (Belmonte et al., 1997; Gonzalez-
Gonzalez et al., 2017); pure mechano-nociceptors, which respond exclusively to low-intensity
mechanical forces, and polymodal nociceptors, which are activated by analogous mechanical
stimuli, heat and chemical irritants, and cold thermoreceptors, responding to temperature
decreases (Belmonte and Giraldez, 1981; Gallar et al., 1993; Belmonte et al., 2017). In humans,
all conscious sensations resulting from the stimulation of the cornea contain a defined
unpleasant or painful perceptual component (Beuerman and Tanelian, 1979; Belmonte et al.,
1999), except for the ambiguous feeling of cooling evoked by small corneal surface temperature
reductions (Acosta et al., 2001). These characteristics are coherent with the protective role of

corneal sensory innervation against tissue damage.

The involvement of Piezo2 channels in nociception is still unclear, thus requiring a deeper study
in different nociceptive neuronal classes. Interestingly, a fraction of corneal TG neurons
expresses Piezo2 (Bron et al., 2014). Here, we sought to explore the role of Piezo2 in acute
nociception, using corneal neurons, where low-intensity mechanical forces evoke sensations of
discomfort or pain. Our results show that Piezo2 contributes to mechanosensitivity of corneal
nociceptive neurons. This result has therapeutic significance for the treatment of ocular pain
and is conceptually relevant in defining the complex correspondence between the expression of
specific transduction molecules by the different cohorts of peripheral sensory neurons and the

distinct perceptual characteristics of the sensations evoked by their excitation.
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Materials and Methods

All experimental procedures were performed in accordance with the Spanish Royal Decree
1201/2005 and the European Community Council Directive 2010/63/EU. Adult mice of either
sex were used. Mice were housed in a temperature-controlled room (21°C) on a 12 h light/dark

cycle, with access to food and water ad libitum.
Mouse lines

Adult C57BL/6J wild-type (WT) mice (https://www.jax.org/strain/000664) and five different
transgenic mouse lines were used in this study. We generated conditional Piezo2 knock-out
mice (Piezo2°) on a C57BL/6J background by crossing an Advillin-Cre line (Zurborg et al., 2011)
with floxed Piezo2 mice (https://www.jax.org/strain/027720; Woo et al., 2014). The Advillin-
Cre is a bacterial artificial chromosome (BAC) transgenic Cre-driver mouse line that expresses
Cre-recombinase under the regulatory elements of the Advillin gene (Zurborg et al., 2011).
Expression analysis showed that Advillin is mainly restricted to peripheral sensory ganglia in
adult mice (Zurborg et al., 2011). Floxed Piezo2 mice (Piezofl/fl) present two loxP sites flanking
exons 43 through 45 (Woo et al., 2014). In Piezo2°° mouse, Piezo2 is ablated in neurons from
peripheral sensory ganglia. Littermates of this line were also used as wild-type controls.
Different genotypes were used for this purpose: mice that did not carry the Advillin-Cre allele
and were homozygous, heterozygous, or null for the floxed Piezo2 allele or mice with the
positive Cre allele and null alleles for Piezo2fl/fl. Piezo2GFP-Cre mice (Woo et al., 2014) is a
knock-in line, expressing GFP fused to Piezo2 (https://www.jax.org/strain/027719). Trpvi-
GFP mice, a strain from the GENSAT collection, were obtained from the MMRRC Repository
(033029-UCD) at University of California, Davis
(http://www.informatics.jax.org/allele/MGI:4847511; MMRRC Services, The Rockefeller
University, New York, NY) and backcrossed to a C57BL/6J background. An EGFP (enhanced green
fluorescent protein) reporter gene was inserted into a BAC clone at the initiating ATG codon of
the first coding exon of the Trpvl gene so that EGFP expression is driven by the regulatory
sequences of the Trpvl gene. In Trpm8BAC-EYFP mice, generated in our laboratory, yellow
fluorescent protein (YFP) is expressed under the Trpm8 promoter (Morenilla-Palao et al., 2014).
The genotype of the different transgenic mice used was established by PCR. The primers and

genotyping protocols are available on request.
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Retrograde labeling of corneal TG neurons

Trigeminal sensory neurons innervating the mouse cornea were identified with the retrograde
tracers FM 1-43FX (Thermo Fisher Scientific) and Fast Blue (Polyscience Europe). In most
animals, the labeling of corneal neurons was done using FM 1-43FX (100 um). Adult mice were
anesthetized with an intraperitoneal injection of a solution containing ketamine (90 mg/kg) and
xylazine (15 mg/kg; injection, 5 pl/g). Also, a dose of buprenorphine was injected
subcutaneously (0.1 mg/kg). Additionally, we applied local anesthesia, 1 drop of a mixture of
tetracaine (4 mg/ml) and oxibuprocain (4 mg/ml), to the right eye (only one eye was labeled in
each mouse). To remove the corneal epithelium, an absorbable hemostatic gelatin sponge disk
(diameter, 3 mm) soaked with ethanol 70% was placed on the corneal surface for 30 s.
Thereafter, the corneal epithelium was slightly scraped using a surgical blade exposing the nerve
terminals, and a Gelfoam sponge soaked with 100 um FM 1-43 FX or with Fast Blue (5% in
distilled water) was placed on the de-epithelized corneal surface for 40 min. During incubation
with the retrograde label, the animals were maintained in the dark in a veterinary recovery
chamber at 35°C (MediHeat V1200, Peco Services); after 20 min of incubation, the Gelfoam
sponge was remoistened (2-3 ul) with the labeling solution and left for 20 additional minutes.
Then, the sponge was removed by moistening with saline and the eye was washed out with
saline. A drop of tobramycin (3 mg/ml) was applied to the eye to prevent corneal infections; the
eye was rinsed with saline after each described step. A drop of artificial tear was applied to the
untreated eye during the labeling procedure. Mice were kept 3—4 d after labeling to allow the
transport of the tracer from the corneal terminals to the soma in the TG and then were killed
for cell culture. Fluorescence of intact TG was visualized with a MZ16FA Stereomicroscope (Leica

Microsystems) and a QiClick-FM-12 camera (Q-Imaging).

Neuronal cell culture

Mice were killed by cervical dislocation followed by decapitation. Trigeminal corneal neurons
were cultured as described previously (Viana et al., 2001). Briefly, the ocular branch of the TG of
the labeled eye was dissected out and incubated in a mix of collagenase type Xl (900 u/ml;
Sigma-Aldrich) and dispase (3 mg/ml; Thermo Fisher Scientific) in INCmix medium (in mm: 155
NaCl, 1.5 K2P0O4, 10 HEPES, and 5 glucose buffered to pH 7.4) containing 1% penicillin and
streptomycin for 40 min at 37°C in 5% CO2. Ophthalmic branches of labeled TG ganglia from two
mice were then dissociated mechanically via trituration with flame-polished Pasteur pipettes to

break down the tissue. Enzymes were stopped by adding HBSS medium containing 1% MEM
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Vitamin Solution, 10% FBS, and 1% penicillin and streptomycin, followed by centrifugation at
850 rpm for 5 min. The pellets were resuspended in Eagle's minimal essential medium, 1% MEM
Vitamin Solution, 10% FBS, 1% penicillin and streptomycin (all from Thermo Fisher Scientific).
Cell suspensions were plated on poly-I-lysine-coated glass coverslips and maintained at 37°Cin
5% CO2 and used 24 h after plating. At the start of the experiment, images of neurons were
obtained using the recording microscope with transmitted light and under 488 nm excitation

wavelength (FM 1-43FX) or 365 nm (Fast Blue) to identify retrogradely labeled fluorescent cells.

Whole-cell recordings and mechanical stimulation

Patch-clamp recordings were performed in the current-clamp and voltage-clamp whole-cell
configuration using a Multiclamp 700B amplifier, connected to a Digidata 1322A Data
Acquisition System and controlled by pCLAMP 10 software (Molecular Devices). Experiments
were performed at a temperature of 32—-34°C. Temperature was controlled by a homemade
water-cooled Peltier system controlled by a feedback device. Cells were held at -60 mV, and
data were sampled at a frequency of 20 kHz and low-passed filtered at 10 kHz. Recordings were
not adjusted for the pipette liquid junction potential of +12 mV, which was calculated as
previously described (Neher, 1992). This was very similar to the estimated value using the
junction potential calculator included in the pClamp software (about +13 mV). The control
external solution contained the following (in mm): 140 NaCl, 3 KCI, 1 CaCl2, 2 MgCl2, 10 glucose,
and 10 HEPES, at pH 7.2 (300 mOsm/kg). Borosilicate glass capillary patch-pipettes of 4—7 MQ
resistance were filled with intracellular solution containing (in mm): 115 K-gluconate, 25 KCI, 9
NaCl, 10 HEPES, 0.2 EGTA, 1 MgCl2, 3 K2-ATP, and 1 Na-GTP adjusted to pH 7.2 with KOH (280—
290 mOsm/kg). Injection of current pulses varying from -20 pA to 900 nA over 300 ms was used

to evoke action potentials.

The recording chamber was placed on the stage of a Leica DMI 3000B inverted microscope.
Labeled TG neurons were identified under fluorescence excitation with a Lambda 10-2 Filter
Wheel (Sutter Instruments), and the emitted fluorescence, of FM 1-43 or Fast Blue, was long-
pass filtered at 510 and 420 nm, respectively, to the dye used. The images were acquired using

an Orca ER CCD camera (Hamamatsu Photonics).

Mechanical stimulation of corneal TG neuron cell bodies was performed using a heat-closed
glass pipette driven by a MM3A-LS piezoelectric micromanipulator (Kleindiek Nanotechnik). The
pipette was positioned on a cell body at a 45-60° angle to the horizontal plane and opposite to
the recording pipette, and it was moved at 540 um/s. A series of mechanical steps in 1 pum

increments were applied for 250 ms every 10 s.
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Mechanically activated currents were classified by their inactivation time course, which were
adjusted to a monoexponential or double-exponential function using the Clampfit 10 software
(Molecular Devices). In the case of fits to a double-exponential, the reported time constant (1)
corresponds to the component with the largest weight. Cells were classified in RA (t <10 ms), IA
(10 < T <30 ms), or SA (t 2 30 ms) current, as described previously (Drew et al., 2002; Hu and

Lewin, 2006; Coste et al., 2010; Hao and Delmas, 2010).

Fluorometric calcium imaging

DRG neurons were incubated with 5 um Fura2-AM and 0.2% Pluronic F-127 (Thermo Fisher
Scientific) in control external solution for 45 min at 37°C in a 5% CO2 incubator. Coverslips with
cultured neurons were placed in a low-volume chamber continuously perfused at ~1 ml/min on
an inverted microscope (model DMI 3000B, Leica). Fluorescence signals were obtained by
exciting Fura2 at 340 and 380 nm with a Lambda 10-2 filter wheel and a LAMBDA LS xenon arc
lamp (Sutter Instruments) and filtering the emitted fluorescence with a 510 nm long-pass filter.
Images were acquired using an Orca ER CCD camera (Hamamatsu Photonics) and analyzed with
Metafluor software (Molecular Devices). Increases in cytosolic Ca2+ are presented as the ratio
of the emission intensities at 340 and 380 nm (F340/F380; fluorescence arbitrary units). A
positive calcium response was considered when the fluorescence signal (F340/F380) deviated
by at least four times the SD of the baseline. Experiments were performed at a temperature of
33-34°C. Temperature was controlled by a homemade water-cooled Peltier system controlled

by a feedback device.

Heat sensitivity was investigated with ramp-like temperature increments to 49 + 0.3°C from a
basal temperature of 34°C, applied in control solution. Thereafter, 100 nm capsaicin (CAP) was

applied extracellularly to determine the chemical sensitivity to this specific TRPV1 agonist.

Immunocytochemistry

CELLS

Cultured cells on coverslips (diameter, 6 mm) were fixed for 10 min in 4% paraformaldehyde
(PFA)in 0.1 m PBS, washed three times with PBS for 10 min and twice with TBST (0.5 m Tris Base,
9% w/v NaCl, 0.5% Tween 20, pH 7.6) for 10 min. Nonspecific binding sites were blocked by
incubating the cells for 30 min in freshly made blocking solution containing TBST 1x, 1% BSA,
and 0.25% Triton X-100. Cells were then incubated for 2 h at room temperature (RT) with

primary antibodies. Then, cells were rinsed three times with TBST for 15 min and incubated for

318


https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-19
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-27
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-27
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-18
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-24

Anexol: Publicacion

2 h at RT with secondary antibodies. All the antibodies used are listed in Table 1. The primary
antibodies used were rabbit anti-Piezo2 (1:200), mouse anti-class-IlI-B-tubulin (1:1000), and
chicken anti-GFP (1:1000). The secondary antibodies used were donkey anti-rabbit IgG Alexa
Fluor 555 (1:1000), goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 488 (1:1000), and goat anti-chicken IgG
Alexa Fluor 647 (1:1000). Both primary and secondary antibodies were diluted in blocking
solution. Coverslips were mounted on a microscope slide using VECTASHIELD antifade mounting
medium (H-1000, Vector Laboratories), sealed with clear nail polish and stored at 4°C until used.
Images were acquired with an UPlanSApo 20x objective using an inverted confocal microscope

(model FV1200, Olympus) driven by FV10-ASW 4.2 software (Olympus Life Sciences).

Table 1. Primary and secondary antibodies and RNAscope probe used

Antibodies and RNAscope probe Vendor Catalog #

Primary antibodies

Rabbit anti Piezo2 Novus Biologicals, Centennial, CO NBPI-78624
Mouse anti-neuronal class Il B-tubulin BioLegend, San Diego, CA 801201
Chicken anti-GFP Abcam, Cambridge, MA ab13970
Goat anti-TRPV1 Neuromics, Edina, MN GT15129

Secondary antibodies

Donkey anti-rabbit I1gG Alexa Fluor 555 Abcam, Cambridge, MA ab150078

Donkey anti-rabbit I1gG Alexa Fluor 647 Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, A31573
Eugene, OR

Goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 488 Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, A11029
Eugene, OR

Goat anti-chicken IgG Alexa Fluor 647 Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, A21449
Eugene, OR

Goat anti-chicken IgG Alexa Fluor 488 Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, A11039
Eugene, OR
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Goat anti-chicken 1gG Alexa Fluor 555 Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, A21437
Eugene, OR

Goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 647 Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, A32733
Eugene, OR

Donkey anti-goat 1gG Alexa Fluor 647 Abcam, Cambridge, MA ab105131

Goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 555 Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, A32727
Eugene, OR

Goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488 Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, A11008
Eugene, OR

RNAscope probe Mm-Piezo2 ACDBio 400191

CELL IDENTIFICATION

To identify the molecular phenotype of the electrophysiologically recorded neurons,
immunocytochemistry was directly performed from cells on coverslips, immediately after
recording. A line pattern was engraved on the coverslip surface before cell seeding, using a
tungsten carbide pencil, to be used later as a guide in the identification of the recorded neurons.
Recorded cells were identified by comparing the images obtained under transmitted light
(differential interference contrast) immediately after electrophysiological recording and after
Piezo2 immunostaining. In some cases, the precise location of the neuron on the coverslip was
indicated by the broken tip of the recording pipette, left very close to the cell, and viewed in

bright field.

Immunohistochemistry

Mice were killed by cervical dislocation and were decapitated. The cranium was opened, the TG
were removed and immediately fixed in 4% PFA for 2 h at 4°C, washed twice with 0.1 m PBS,
and cryoprotected in 30% sucrose overnight at 4°C. The next day, tissues were cryopreserved in
optimal cutting temperature compound (O.C.T.; Tissue-Tek), frozen in dry ice, and cryosectioned
at 20 um in an axial plane (see Fig. 5D) using a cryostat (MNT, Slee Medical) and picked up in

Superfrost microscope slides (Thermo Fisher Scientific).

The slides containing the sections were dried in an oven at 37°C for 30 min and washed twice

with 0.1 m phospahte buffer with Tween 20 (PBT), pH 7.4 (0.0774 m Na2HPO4,
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0.0226 m NaH2P04, 0.05% Tween 20) at room temperature. Slides were then boiled for 20 min
in citrate buffer (citric acid 1 m, sodium citrate 1 m, pH 6) using a water bath and cooled down
for 10 min by stopping the bath heater. Following two additional washes with 0.1 m PBT, tissues
were incubated for 1 h at room temperature in a blocking solution containing 5% BSA and 1%
Triton X-100 in PBT. Tissues were then incubated with primary antibodies overnight at 4°C. Next,
tissue sections were washed in PBT four times for 15 min at room temperature and incubated
with secondary antibodies for 2 h at room temperature. Then, samples were washed four times
in PBT for 15 min, once in PBS for 10 min, and once in distilled H20 for 5 min. Then, slides were
dried in darkness and mounted in coverslips using Fluoromount mounting medium (Sigma-
Aldrich). The primary antibodies used were rabbit anti-Piezo2 (1:200), mouse anti-class-IlI-B-
tubulin (1:1000), and chicken anti-GFP (1:1000). The secondary antibodies used were donkey
anti-rabbit IgG Alexa Fluor 555 (1:1000), donkey anti-rabbit IgG Alexa Fluor 647 (1:1000), goat
anti-mouse IgG Alexa Fluor 488 (1:1000), and goat anti-chicken IgG Alexa Fluor 647 (1:1000).
Primary and secondary antibodies were diluted in blocking solution and are listed in Table 1.

The anti-Piezo2 antibody has been used in previous studies (Florez-Paz et al., 2016; Nencini and
Ivanusik, 2017; Prato et al., 2017). However, we further validated its specificity by performing
immunohistochemistry in DRG and TG slices from Piezo2GFP-Cre mice following the same
procedure and antibodies described above. We performed triple immunohistochemistry with
anti-Piezo2, anti-GFP, and anti-class-IllI-B-tubulin antibodies in mouse DRG and TG slices. The
analysis showed that 91.4 + 3.1% of the Piezo2+ DRG neurons were also GFP+ and that 90.6 +
3.3% of the GFP+ neurons were Piezo2+ (617 DRG neurons from three slices, 1 mouse). The
average Pearson correlation coefficient was 0.87 + 0.03. Likewise, Piezo2 expression was
observed in 90.6 * 8.8% of TG neurons that were GFP+, while 89.2 + 1.5% of the GFP+ neurons
were Piezo2+ (1587 neurons from n = 4 slices, 2 mice). In this case, the average Pearson

correlation coefficient was 0.81 + 0.01 (data not shown).

In situ hybridization

RNAscope in situ hybridizations for freshly frozen tissue were performed according to the
manufacturer instructions (ACDBio; Table 1). The Piezo2 probe was tested in TG slices of adult
wild-type littermates and Piezo2° mice. Slices of 20 um were cryosectioned in O.C.T. and stored
at —80°C. Sections were thawed just before staining and fixed with 4% PFA for 15 min followed
by rinsing in PBS. All sections were mounted with Fluoromount Mounting Medium (Sigma-

Aldrich).
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Image analysis

Confocal image acquisition and mosaic stitching of cultured cells and TG slices was done with a
UPlanSApo 20x objective using an inverted confocal microscope (model FV1200, Olympus)
driven by FV10-ASW 4.2 software (Olympus Life Sciences). Images were analyzed with FlJI
software (Imagel) 1.4, NIH). Adjustments in brightness and contrast were done for image

presentation, but all analyses and quantifications were performed on raw unprocessed data.

IMMUNOCHEMISTRY

For Piezo2+ cell identification, regions of interest (ROls) were manually drawn for each neuron
using the B-llI-tubulin-labeled image as a reference, and the mean intensity of each ROl was
measured. Neurons with an intensity value 230% of the maximum measured ROl intensity were
considered positive for each individual experiment. Comparison of the number of
Piezo2+ neurons in WT and Piezo2° mice was done using samples processed in parallel, and
the fluorescence of the most intense ROl in the WT was used as the maximum. For GFP

immunostaining, neurons with an intensity >10% of the maximum were considered positive.

IN SITU HYBRIDIZATION

Several ROIs containing neurons were defined per slice using DAPI fluorescence and transmitted
light images as a reference. A ROI, not including neurons per slice, was used to correct for a
nonspecific signal. The averaged Piezo2 transcript fluorescence intensity for wild-type
and Piezo2°© mice was calculated as the summation of the integrated intensity from each ROI

divided by the total area analyzed.

Cornea immunohistochemistry

IMMUNOHISTOCHEMISTRY ON WHOLE-MOUNTED CORNEAS

Whole-mounted corneas immunohistochemistry was performed as described previously
(Alcalde et al., 2018). Briefly, adult mice were killed by cervical dislocation followed by
decapitation. Eyes were enucleated and fixed for 2 h at RT in methanol and DMSO (4:1),
rehydrated, and washed three times in PBS (3 x 15 min). The corneas were isolated and cut into
qguadrants, then were incubated overnight at 4°C in blocking solution containing 1% bovine
serum albumin and 10% normal goat serum (both from Vector Laboratories) in PBS with 1%
Triton X-100 (PBS-TX). Next, corneas were incubated during 4 d at 4°C with the primary

antibodies, 2 d in the case of the anti-TRPV1 antibody, and after washing three times in PBS-TX
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(15 min), the secondary antibodies were applied for 2 h at room temperature and then washed
with PBS for 15 min. Nuclei were counterstained using Hoechst 33342 stain (10 um/ml; Thermo
Fisher Scientific). Immediately afterward, corneas were washed in PBS and mounted on a
coverslip with fluorescence mounting medium (DAKO).

Primary antibodies used included chicken anti-GFP (1:500), rabbit anti-Piezo2 (1:50), goat anti-
TRPV1 (1:100) and mouse anti-neuronal class Ill-B-tubulin (1:500; Table 1). The secondary
antibodies were goat anti-chicken IgG Alexa Fluor 488, goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 647,
donkey anti-goat IgG Alexa Fluor 647, goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 555, and goat anti-rabbit

IgG Alexa Fluor 488 (Table 1). All secondary antibodies were used at a 1:500 concentration.

CORNEAL SLICES

As described above, mice were killed by cervical dislocation followed by decapitation. Eyeballs
were enucleated and fixed for 2 h at RT in methanol and DMSO (4:1), rehydrated, and washed
three times in PBS (3 x 15 min). Eyes were then cryoprotected overnight at 4°C in 30% sucrose
in PBS, embedded in O.C.T. medium (Sakura Finetek) and rapidly frozen in isopentane. Blocks
were cut on a cryostat microtome in serial 20-um-thick sections and mounted on Superfrost Plus
Slides. Tissue sections were washed in PBS containing 0.1% Triton X-100 for 10 min and blocked
for 30 min in PBS containing 10% goat serum at RT and incubated overnight at 4°C with primary
antibodies diluted in PBS. Afterward, sections were washed five times for 5 min (5 x 5 min) with
PBS and incubated for 2 h at RT with secondary antibodies. Thereafter, sections were washed (5
x 5 min) in PBS and incubated with Hoechst 33342 stain for 10 min at RT and rinsed (5 x 5 min).
Slides were then mounted with fluorescence mounting medium (DAKO). We used the same

primary and secondary antibodies that were used for corneal whole-mount immunostaining.

CORNEAL IMAGE ACQUISITION

Fluorescence image stacks were collected using a laser-scanning confocal microscope (model
LSM 880, Zeiss) with an objective LD LCI Plan-Apochromat 25%/0.8 Imm differential interference
contrast (DIC) or Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC (Carl Zeiss). Confocal images were analyzed
using FlJI image analysis software (Imagel 1.4, NIH). Whole-mounted corneas were divided into
four quadrants, and the penetration points of subepithelial bundles through the basal lamina
were counted throughout the total area of the cornea of each quadrant and were expressed as

penetrations points per square millimeter.
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Extracellular recordings from corneal nerve terminals

Recordings of single corneal nerve terminals in vitro were done as previously described in detail
(Gonzalez-Gonzalez et al., 2017). Briefly, mice were killed by cervical dislocation followed by
decapitation, and the excised eyes were placed in a recording chamber continuously perfused
with a saline solution containing the following (in mm): 128 NaCl, 5 KCI, 1 NaH2P04, 26 NaHCO3,
2.4 CaCl2, 1.3 MgCl2, and 10 glucose. The solution was bubbled with 5% CO2 and 95% 02 and
maintained at 34°C. By using a manual micromanipulator MM33 (BioLogic), a glass micropipette
electrode filled with saline solution was placed in contact with the corneal surface. Thereafter,
light suction was applied on the pipette to obtain a high-resistance seal with the corneal surface,
thus allowing the recording of extracellular nerve terminal impulses (NTIs) generated from single
nerve corneal endings. NTIs were amplified with an AC amplifier (Neurolog NL104, Digitimer)
filtered at 10 kHz and stored in a computer, using a CED Micro1401 interface and Spike 2
software (both from Cambridge Electronic Design).

To explore the nerve activity of the entire cornea, the recording pipette was placed at sequential
points on the corneal surface in a specific pattern (Gonzalez-Gonzélez et al., 2017). If no NTIs
were detected 2 min after positioning the pipette on the corneal surface, mechanical stimulation
was applied by forward displacement of the pipette of 200 um for 5 s. If no spontaneous activity
or responses to mechanical stimulation were recorded, the electrode was moved to the next
recording spot. If the terminal displayed spontaneous activity or the stimulus-evoked NTIs, cold
and mechanical stimuli were sequentially applied. Cold stimulation was performed first, by
decreasing the baseline temperature (~34°C to ~12°C), generating a cooling ramp lasting ~35
s at a cooling rate of ~0.6°C/s, returning thereafter to the baseline temperature. Mechanical
stimulation was applied again by forward displacements of 100 and 200 um of the pipette for 5
s each one, with a resting period of 10-30 s between them. After a resting period of 2 min, the
heating stimulus was applied by increasing the temperature of the perfusion solution from 34°C
to ~50°C at 0.5°C/s and returned to 34°C. The heating ramp was applied for ~30 s. Following a
resting period of 5 min, another mechanical stimulation was performed to verify whether or not
the absence of responses to heat were because of desensitization or loss of the recording. The
parameters analyzed were as follows: the background activity, defined as the mean basal
ongoing frequency in impulses per second at the basal temperature (~34°C), was measured
during the 30 s period that preceded the onset of the first stimulus; the general activity, assessed
by the number of times that the pipette was placed on the corneal surface and some activity
was detected compared with the total number of times that the pipette was placed, and the

number of NTIs during the mechanical stimulation and during the cooling and heating ramp.
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Mechanical response was assessed as the increment in NTls during mechanical stimulation (5 s)
with respect to the total number of NTIs fired during the 5 s period immediately before
mechanical stimulation. A positive response to mechanical stimulation was considered when the
increment in the NTIs during mechanical stimulation is, at least, 50% of the terminal background

activity for the same period of time.

Behavior

COTTON SWAB ASSAY

To assess deficits in light touch, the paw withdrawal evoked by a cotton swab was used (Garrison
et al.,, 2012). In brief, mice were placed in an elevated mesh-like platform of square holes in an
~5 x5 mm grid (Hugo Basile). Mice were acclimated for 1 h before testing. A frayed cotton swab
was swept five times to each plantar surface of the hindpaw for 1 s, with 10 s between each
hindpaw sweep. The number of withdrawals was recorded and analyzed as a proportion of
positive responses with respect to the total number of trials. The experimenter was blinded to

mouse genotype throughout the data collection and analysis.

ASSESSMENT OF BLINKING

Adult male and female mice, Piezo2°C and their littermates, were carefully held by the scruff to
apply gentle touch to the cornea with von Frey filaments. Filaments of 0.008 and 0.02 g were
tested in each eye 5-10 times every 5 s in the morning (0.008 g) and afternoon (0.02 g) sessions,
alternating the left and right eyes, on 3 consecutive days. The procedure was recorded using a
Grasshopper3 GS3-U3-3254M camera (Point Gray) at 15 frames/s. One hundred twenty-six
videos were visualized in slow motion by two observers, and the number of blinks associated
with the monofilament touch were counted. Data are presented as the mean proportion of
evoked responses with regard to the total number of trials. Thicker filaments were also tested
(0.04 and 0.4 g) but after the first touch most of the animals moved vigorously as the filament
approached, preventing the analysis of their blinking. Three of the tested Piezo2%° mice closed

their eye after the first touch; these animals were not included in the analysis.

Reagents

Capsaicin (8-methyl-N-vanillyl-trans-6-nonenamide; Sigma-Aldrich) was prepared in ethanol as

a stock (100 mm) and stored at —20°C.
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Statistical and data analysis

Data are expressed as the mean + SEM. Differences were considered significant at *p < 0.05,
**p <0.01, and ***p < 0.001. Exact p values, statistical test, and sample size are indicated in the
text or in figure legends. Student's t test, Mann—-Whitney rank-sum test, and Z-test were
performed using the SigmaStat 4.0 software (Systat Software). The OriginPro 2019 software

(OriginLab) was used for graphing.

Results

A large fraction of TG corneal neurons exhibit mechanosensitivity

We identified, using epifluorescence illumination, the cell bodies of intact (Fig. 1A, left) and
cultured TG corneal neurons (Fig. 1A, right), retrogradely labeled with FM 1-43FX applied to
the eye surface in adult wild-type mice, and performed patch-clamp recordings on their somas.

As expected, retrogradely labeled cells were found in the ophthalmic branch of the TG.
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Figurel.

Mechanically activated currents in trigeminal corneal neurons. A, FM 1-43 FX fluorescent labeling of TG
ganglia in fresh tissue (left) and of TG cultured cells (right) after its application to the corneal surface. Scale
bars: left, 500 um; right, 25 um. B, Representative whole-cell recordings in the voltage-clamp configura-
tion (Vhold = -60 mV) of the three general subtypes of mechanically activated currents, RA, IA, and SA,
recorded from cultured corneal TG neurons identified by FM 1-43 FX labeling. Mechanical stimuliin 1 um
increments are indicated on top of each recording. Time constants of current relaxation are indicated in
each panel. C, Representative whole-cell recordings in current-clamp configuration showing the phasic
(n =62, top) and tonic (n =9, bottom) firing pattern of corneal TG neurons. D, Frequency histogram of cell
capacitance shows that TG mechanically activated neurons are mainly of small and medium size and that
the size distribution was similar for wild-type (pink) and Piezo2°° mice (blue). E, Pie plots showing the
distribution of mechano-sensitive (MS) (115 of 275) and mechano-insensitive (Ml) corneal TG neurons
(160 of 275; left); the proportion of the different types of mechanically activated currents is displayed
with respect to the total number of MA recorded neurons (n = 115; central pie plot) and the distribution
of the pure mechano-nociceptor (M-N; 68/74) and polymodal nociceptor (P-N; 6/74; right) neurons. F, G,
Representative recordings of RA mechanically activated whole-cell currents (Vhold = -60 mV) of corneal
neurons in response to mechanical indentation (left panels) and to 100 nm capsaicin (right panels). Me-
chanical stimuli of 250 ms duration are indicated on top of the recordings (11 um and 7 um respec-
tively). H, Phase-contrast image (left) of a Fast Blue-labeled corneal neuron (middle) expressing TRPV1
(right, arrow), identified by the expression of GFP. Note that GFP labels two adjacent neurons. Scale bars,
25 pum. The bottom panel shows the whole-cell current response of the labeled neuron in the top panels
to mechanically indentation (15 um). The patch electrode in the phase-contrast image indicates the rec-
orded neuron. I, Comparison of the proportions of MS corneal neurons responding with RA, IA, and SA
currents in M-N (n = 68) versus P-N (n = 11); p = 0.682 (RA), p =0.0.977 (lA), and p = 0.370 (Z-test). J, Rep-
resentative traces of a whole-cell recording in the voltage-clamp configuration (Vhold = -60 mV) of a
TRPM8-expressing cold-sensitive cultured corneal TG neuron identified by the expression of EYFP, show-
ing the absence of a response to mechanical indentation. The mechanical stimulus in 1 pm increments is
indicated on top of the recording. Time constants (t) of MA current inactivation are indicated for each
panel.

In a fraction of these neurons, sustained cell membrane indentation, conducted with an electri-
cally driven glass probe, evoked MA currents showing graded increases in amplitude in response
to progressively larger indentation values (Fig. 1B). MA currents were evoked in 115 of the 275
wild-type corneal TG neurons explored (Fig. 1E, left pie plot). MA currents were further classified
as RA, IA, and SA, based on their inactivation time course (Hu and Lewin, 2006; Coste et al.,
2010; Fig. 1B,E, central pie plot). AlImost two-thirds were RA. Injection of current pulses on cor-
neal MA neurons generally evoked phasic action potential firing (62 of 71; Fig. 1C, top), with only
a few neurons showing a tonic firing pattern (9 of 71; Fig. 1C, bottom). Passive membrane prop-
erties (membrane potential, rheobase, input resistance, and cell capacitance) of MA corneal TG
neurons were similar to those reported in the general population of TG neurons (Cabanes et al.,
2002). Parameters were analyzed for each class of mechanosensitive (MS) neuron (i.e., RA, IA,
and SA); membrane potential, rheobase, input resistance, and cell capacitance were not differ-

ent for the three classes. However, we did find that the peak current density was significantly
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higher in SA MS neurons (15.9 + 3.8 pA/pF) compared with RA MS neurons (7.4 + 1.4 pA/pF; Ta-

ble 2). In agreement with their capacitance values, corneal neurons are predominantly distrib-

uted within the small- to medium-sized population of TG neurons (Fig. 1D).

Table 2. Passive membrane properties of retrogradely labeled corneal neurons

Membrane Rheo- Input re- Mechanical Current Cell capaci-
potential base (pA) sistance threshold amplitude tance (pF)
(mv) (MQ) (rm) (pA/pF)
WT RA -615t14 407 £ 36 89.1+9.8 6+03(n= 74+14 (n= 4026 (n=
(n=75) (n =45) (n=71) 75) 75) 75)
1A -65.7+15 486 + 86 88.5+18.6 6.6+0.8(n= 6.7+1.9(n= 43.7+6.4
(n=18) (n=10) (n=18) 18) 18) (n=18)
SA  -629t1.7 401 +59 104 £ 23.5 5.6+0.6(n= 159+ 39.2+5.38
(n=22) (n=15) (n=22) 22) 3.8 (n=22) (n=22)
Pi- RA -58.4t29 401 £ 85 56.1+5.9 3.9+0.9%(n= 58+1.6(n= 3996 (n=
ez02¢ck0 (n=14) (n=8) (n=14) 14) 14) 14)
A -811(n=1) 322(n=1) 40(n=1) 11(n=1) 23(n=1) 21.3(n=1)
SA -60.8t5.4 355(n=1) 55.3+12.6 55+15(n= 6.7+3.8(n= 47.4+12.5
(n=4) (n=4) 4) 4) (n=4)

Electrical properties of mechanosensitive corneal neurons from wild-type and Piezo2°© mice. Mean + SE
values are given for each parameter. Membrane potential values were adjusted for the calculated liquid
junction potential of +12 mV. To compare the means of different parameters among the three types of
MA cells, the Kruskal-Wallis one-way ANOVA on ranks test and the Dunn's method one-way ANOVA test
were used.

*Density of current in SA cells is significantly higher than in RA cells in wild-type mice (p = 0.037). To com-
pare the means of different parameters for each type of cell between wild-type and Piezo2°° mice, the
Student's t test and Mann—Whitney rank-sum test were used.

#The mechanical threshold in RA cells from Piezo2°© mice is lower than in RA cells from wild-type mice
(p =0.013). The absence of symbols indicates the lack of significant differences.
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Distinct subpopulations of corneal neurons display mechanically activated currents

During voltage-clamp recordings performed on MA cultured corneal neurons, we observed that
the majority (68 of 74) were insensitive to the application of 100 nm CAP, the selective agonist
of TRPV1 channels typically expressed by polymodal nociceptor neurons (Caterina et al.,
1997; Tominaga et al., 1998; Fig. 1E, right pie chart, F). Thus, capsaicin insensitivity was used to
define the group of pure mechano-nociceptor corneal neurons (Belmonte et al., 1991). The
remaining six MA neurons, where CAP evoked an inward current, were unambiguously
considered as corneal polymodal nociceptor neurons (Fig. 1G; Belmonte et al.,, 1991). The
proportion of polymodal corneal neurons recorded, using this criterion, was lower than
expected from previous studies in peripheral corneal nerve terminals (Chen et al.,
1997; Gonzéalez-Gonzélez et al., 2017). Thus, to rule out any possible bias in the selection of
recorded neurons or a damaging effect of the mechanical stimulation, applied before the CAP
application, we further characterized the polymodal nociceptor subpopulation using a
transgenic mouse line expressing EGFP under the promoter of TRPV1 (TRPV1-GFP). First, using
intracellular Ca2+ imaging, we examined whether GFP expression in this line is a reliable marker
for the polymodal phenotype. We measured calcium responses to CAP (100 nm) and heat (49 +
0.3°C) in Fura2-loaded cultured TG neurons. We found that 31% of them (27 of 87 cells)
expressed the EGFP protein (Fig. 2A) and, as expected, the great majority responded to TRPV1
agonists (Fig. 2B). As shown in the representative traces of Figure 2B, heat and capsaicin evoked
calcium increases in the three GFP-labeled TG neurons in this imaging field. In contrast, very few
GFP-cells were activated by capsaicin. A summary of their calcium responses to heat or
capsaicin is shown in Figure 2, Cand D, for GFP+and GFP—TG neurons, respectively. The
functional data show that virtually all of the GFP+ neurons were activated by CAP (96%; Fig. 2C)
while only 8% of the GFP— neurons responded to this agonist (Fig. 2D); these proportions were
significantly different (p < 0.001; Z-test). Moreover, the majority of GFP+ neurons were
activated by heat (93%; Fig. 2C), a responsiveness that was also found in a smaller fraction of
GFP— neurons (30%; Fig. 2D), consistent with the notion that noxious heat sensitivity in primary
sensory neurons is determined by other channels in addition to TRPV1 (Vandewauw et al., 2018).
Venn diagrams of these results show that almost all GFP+ responded to CAP and heat (Fig. 2C)
and only 4 of 60 of the GFP—were CAP and heat sensitive (Fig. 2D). The same results were
obtained using a higher concentration of CAP (200 nm; data not shown). Therefore, we conclude
that GFP expression is a good proxy of TRPV1 expression in TG neurons of this transgenic mouse

line, indicating that it can be used to identify TRPV1+ nociceptive neurons.
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Figure 2.

Functional characterization of the TRPVI-GFP transgenic mouse line. A, Representative transillumination
(left) and GFP fluorescence (right) images of TG cultured neurons from a TRPV1-GFP mouse. Arrowheads
in the left panel indicate the GFP+ neurons in the right panel. Scale bar, 20 um. Diagram indicates the
proportion of GFP+ and GFP— TG neurons from TRPV1-GFP mice. B, Time course of the averaged Fura2
ratio changes in cultured TG neurons during application of heat (50°C) and capsaicin (Cap, 100 nm); high
K+ was also applied to test the viability of neurons. Bottom trace represents the simultaneous recording
of the bath temperature during the experiment. Green traces represent GFP+, and blue traces represent
GFP-cells. C, D, Dot plot of calcium increase exhibited by individual cells in response to heat and CAP of
GFP+ and GFP- neurons; error bars indicate the SEM. Central diagrams show the proportion of the re-
sponses to CAP (26 of 27) and heat (25 of 27) in GFP+ neurons, and to CAP (5 of 60) and heat (18 of 60) in
GFP- neurons during the protocol shown in B. Venn diagrams summarize the responses to heat and cap-
saicin, and their overlap. Results in this figure were obtained from eight independent experiments from
two mice.

Next, we tested the mechanosensitivity of retrogradely labeled corneal neurons in TRPV1-
GFP mice (Fig. 1H). MA currents were recorded in 5 of 51 of the GFP+ corneal neurons (9.8%), 4
of them belonging to the RA type (Fig. 1H) and 1 to the SA type. This shows that only a small
fraction of the somas of corneal TRPV1-expressing nociceptors in mouse responded to
mechanical indentation. For further analysis, we pooled together the results of capsaicin-
activated corneal polymodal neurons recorded in the C57BL/6J and in GFP+ neurons of TRPV1-
GFP mice. Pure mechano- and polymodal nociceptors displayed the three types of MA currents
in different proportions, but were not significantly different (Fig. 1/). The peak current density
was not different between pure mechano-nociceptors (8.6 = 1.4 pA/pF; n = 68) and polymodal
nociceptors (4.2 + 1.4 pA/pF; n = 11; p = 0.248; Student's t test, Mann—Whitney rank-sum test).
We also tested the effect of mechanical indentation on TG cold thermoreceptor neurons in a
transgenic mouse expressing YFP under the control of the transient receptor potential
melastatin 8 (TRPMS8) channel promoter (Morenilla-Palao et al., 2014). None of these cold

thermoreceptor neurons (n = 12) responded to mechanical indentation (Fig. 1J).
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Piezo2 is expressed in corneal mechanosensitive neurons of different submodality

Next, we asked whether Piezo2 is expressed by the two subclasses (i.e., pure mechano-
nociceptors and polymodal nociceptors) of mechanosensitive TG corneal neurons and whether
the expression correlates with kinetic features of the currents. To this end, we combined
recordings of MA currents, their kinetic analysis, and responses to CAP, with subsequent
immunofluorescence staining for tracking Piezo2+ corneal neurons in culture using a reliable
antibody against Piezo2 (Florez-Paz et al., 2016). Immunoreactivity for Piezo2 was tested in 36
of the MA neurons previously recorded. Twenty-five were unequivocally identified as purely
mechano-nociceptive neurons, 8 were CAP sensitive or TRPV1-GFP+ (i.e., polymodal nociceptor
neurons), and 3 of them could not be classified because CAP sensitivity was not tested.
Identification of the recorded neurons in the coverslip after immunohistochemistry was possible
in 23 of the 36 tested neurons. Piezo2 expression was confirmed in 18 neurons (78.2%), 14 pure
mechano-nociceptive neurons, and 1 polymodal nociceptor; 3 of them could not be subclassified
further. The remaining five MA neurons (21.8%) were Piezo2—, of which four were identified as
pure mechano-nociceptors and 1 as a polymodal nociceptor. These results suggest that Piezo2
is the major, but not the unique, transducer of mechanical forces in MS corneal neurons.

Piezo2 expression was more frequent in RA (85.7%) than in IA (66.6%) and SA (66.6%) neurons,
but differences between these proportions did not reach statistical significance (p = 0.963
and p = 0.713, respectively; Z-test; Fig. 3H). These results evidence the lack of a strict correlation

between Piezo2 expression and the kinetic features of the MA currents.
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Figure 3.

Piezo2 is expressed in mechanosensitive trigeminal corneal nociceptors. A-D, Representative whole-cell
currents (Vhold = -60 mV) in response to static indentation, depicted on top of each recording (15, 15,
12, and 7 um, respectively). Mechanical stimuli activate inward currents with different inactivation kinet-
ics (top left panels); the type of MA current is indicated in the top label of each panel (RA, IA, SA). Top
right panels show the current responses of the same neurons to 100 nm CAP. Bottom panels show phase-
contrast images of the recorded neurons, indicated by the arrows, in live (left), fixed conditions (central)
and after immunostaining for Piezo2 (right panels). Scale bars, 25 um. E, Phase-contrast images of the
recorded neuron in Figure 1G, indicated by the arrow, in live (left) and fixed conditions (center), and after
immunostaining for Piezo2 (right). F, Piezo2 immunofluorescence was visible in neighboring neurons in
another field from the same coverslip. Scale bars, 25 um. G, Uncropped image of the same field shown
in Figure 3C. Left, Phase-contrast image of the recorded neuron, indicated by the arrow in fixed conditions
(left) and after immunostaining for Piezo2 (right). The asterisk points to a neighboring positive neuron for
Piezo2. Scale bars, 50 um. H, Bar graph representing the proportion of Piezo2+ and Piezo2— corneal neu-
rons responding with rapidly (n = 14), intermediately (n = 3), and slowly (n = 6) adapting mechanically
activated currents. n.s., not significant.

Figure 3A—C shows examples of the indentation-induced RA, SA, and IA currents evoked in three
CAP-insensitive corneal neurons. Two of them (Fig. 3A,B, top panels) are immunoreactive for
Piezo2 and one lacks Piezo2 (Fig. 3C). Images of the only two identified mechanosensitive

polymodal nociceptive neurons, one displaying SA current that expresses Piezo2 and one RA
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neuron negative for Piezo2 are shown in Figure 3, D and E, respectively. The images in Figure
3E correspond to the RA neuron shown in Figure 1G. The lack of Piezo2 staining was not because
of failure of Piezo2 labeling because Piezo2 was always visible in other neighboring neurons (Fig.
3F, arrow, G, asterisk).

Importantly, this analysis revealed that Piezo2 is expressed in most MS corneal neurons,
basically in the pure mechano-nociceptor class (93.3%, 14 of 15; p < 0.001, Student's t test) and
mediates RA, IA, and SA current adaptation types. Our analysis also evidenced that a small
population of TRPV1-GFP+ corneal neurons (i.e., polymodal nociceptors responded to
mechanical stimulation; 9.8%; Fig. 1H).

Combined, these two findings suggest that most polymodal nociceptors (TRPV1+ neurons) are
Piezo2-GFP- and that the majority of Piezo2+ neurons do not express TRPV1. To confirm this
observation, we examined the immunocolocalization of Piezo2 and GFP in TRPV1-GFP mice in
cultured TG ganglion neurons. Neurons were counted from a mosaic image of an entire coverslip
(Fig. 4A, top left). Of 671 TRPV1+ neurons, only 152 are labeled for Piezo2 (23%). This proportion
is somewhat higher but is in line with the proportion of corneal polymodal neurons responding
to mechanical indentation (9.8%; Fig. 1H). Likewise, a low proportion of the labeled Piezo2 TG
neurons were also positive for TRPV1 (18%; 152 of 826), suggesting that Piezo2+ neurons are
mainly pure mechano-nociceptors. A similar low overlap for both markers was observed in DRG
neurons (Coste et al., 2010). This proportion is somewhat higher than the one obtained from
our functional analysis in which only 1 of the 15 (6.7%) Piezo2+ MS corneal neurons was a
polymodal nociceptive neuron. A possible explanation for these differences is that corneal
polymodal neurons represent a smaller fraction within the entire population of TG neurons of
such modality or that the expression of Piezo2 in some corneal neurons is not sufficient to evoke

a recordable mechanical response.
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Figure 4

Piezo2 and TRPV1 are coexpressed in a small fraction of TG neurons. A, Immunostaining of TG cultured
neurons from TRPVI-EGFP mice with anti-GFP (green) and anti-Piezo2 (red). Top left, A composite image
assembled from multiple high-resolution images of an entire coverslip. The boxed region is magnified in
the right and bottom images. Arrowheads indicate examples of GFP+/Piezo2+ neurons. Scale bars: entire
coverslip image, 1 mm; magnified views, 100 um. B, Venn diagram showing the quantification of TG neu-
rons that express Piezo2, TRPV1, and overlap between both populations [total number (nt) of neurons
analyzed = 1675].

Sensory-specific genetic ablation of Piezo2

To determine the contribution of Piezo2 to the generation of MA currents in corneal neurons,
we generated a sensory-specific conditional Piezo2 knock-out (Piezo2°“°) mouse. This allowed
the selective ablation of Piezo2 channels in adult sensory neurons. To this end, we crossed
floxed Piezo2 mice (Piezofl/fl; Woo et al., 2014) with an Advil-Cre mouse, a line expressing Cre
recombinase under the sensory neuron-specific Advillin promoter (Zurborg et al., 2011).
Immunocytochemical analysis in cultured TG neurons, identified by B-llI-tubulin labeling (Fig.
5A), revealed that 58% of TG neurons of wild-type littermate mice are immnunoreactive for
Piezo2 (Fig. 5A,B). Compared with wild type, Piezo2 expression was significantly reduced (p <

0.001) but still expressed in a significant fraction (31.7%) of TG neurons from Piezo2?° mice (Fig.
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5A,B). Thus, Piezo2 was reduced by 45% compared with wild-type littermates. These results
evidenced that the efficiency of Piezo2 ablation in this recombination system was incomplete,
as had been shown previously (Zhang et al., 2019). Nevertheless, Piezo2 reduction was sufficient
to generate an altered sensory—motor phenotype as has been described for the ablation
of Piezo2 in proprioceptive sensory neurons (Ranade et al., 2014; Woo et al., 2015; Florez-Paz
et al.,, 2016). Thus, when suspended from their tails, the position of the hindlegs
in Piezo2° mice was abnormal (Fig. 5C), which is indicative of proprioceptive deficits.
Compared with wild-type littermates, Piezo2° mice also presented a reduced sensitivity to
light-touch stimuli when tested with a cotton swab stroke over their paws (Ranade et al.,,

2014; Fig. 5C, bottom).
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Figure 5.

Histologic and functional characterization of Piezo2°“© mice. A, Images of cultured TG neurons im-
munostained for B-lll-tubulin (green) and Piezo2 (red), and merged image from wild-type littermate
and Piezo2°© mice. Scale bars, 50 pm. B, Comparison of the percentage of Piezo2+ neurons in wild-type
littermate (n = 2) and Piezo2© mice (n = 3; ***p < 0.001; Z-test). Five to seven coverslips were analyzed
from each mouse. C, Representative images of leg posture in Piezo2°“° mice (left) when lifted by their
tails, showing hindlimb retraction or opposite positioning. None of these postures was observed in their
wild-types littermates (right); arrows indicate the orientation of the limbs. The bottom histogram shows
the proportion of withdrawal responses to gentle sweep (repeated five times) with a cotton swab over
the glabrous surface of the hindpaw in wild-type littermate (n = 9) and Piezo2°° (n = 9) mice. Error bars
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represent the SEM. *p =0.025, Student's t test analysis. D, Schematic representation of the TG, illustrating
the plane of section used for immunohistochemistry (left). The three peripheral nerves coming together,
V1 (ophthalmic branch), V2 (maxillary branch), and V3 (mandibular branch), are indicated. Representative
confocal images of sections of TG immunolabeled for B-lll-tubulin (green) and Piezo2 (red), and the
merged image in the right panels for wild-type littermates and for Piezo2°C. Piezo2 neurons only repre-
sent a fraction of B-Ill-tubulin+ TG neurons. Scale bars, 500 um. Insets show magnified views of the regions
marked with the dotted squares. Scale bars, 100 um. E, Representative confocal images of Piezo2 staining
with the RNAscope probe in TG sections from wild-type littermate and Piezo2°© mice. White, Piezo2 tran-
scripts; blue, DAPI. Scale bar, 500 um. Insets show magnified views of the regions marked with the dotted
squares. Scale bars, 100 um. F, Histogram shows the percentage of the ablation of Piezo2 in Pi-
€2z02°° mice using immunocytochemistry (IC), immunohistochemistry (IH), and RNAscope in situ hybridi-
zation techniques.

We also examined the expression of Piezo2 in TG slices from wild-type littermates
and Piezo2°© mice. Slices were cut in the axial (i.e., horizontal) plane to visualize the entire TG
(Fig. 5D). This is an important consideration because the TG cell bodies are somatotopically
distributed in particular areas within the ganglion that may harbor different proportions of
mechanosensitive neurons. Piezo2 expression was detected in 41.7% of TG neurons from wild-
type littermates (Fig. 5D, top panels; n= 3979 cells, 6 slices, 3 mice) and in 20.3% of
the Piezo2° mice (Fig. 5D, bottom panels; n = 5884, 8 slices, 4 mice), representing a reduction
of 51.3%. Two immunohistochemistry experiments were performed in parallel in wild-type
and Piezo2°© mice that were analyzed independently. Differences in the proportions of neurons
expressing Piezo2 were statistically significant for each of the two experiments (p < 0.001, Z-test
analysis).

We additionally tested the ablation of Piezo2 in Piezo2?© mouse by performing in
situ hybridization of Piezo2 mRNA with RNAscope technology (ACDBio). TG slices were cut in the
axial plane. We compared Piezo2 transcript fluorescence from wild-type littermates (n= 32
regions, 4 slices, 2 mice) and Piezo2° (n = 33 regions, 6 slices, 3 mice) and observed a 51.6%
deletion of Piezo2 transcripts in Piezo2°“° mice (Fig. 5E). In conclusion, Piezo2 ablation efficiency
was ~50% and was consistent when evaluated with the following three different approaches:
immunochemistry technique in cultured cells and TG slices, and RNAscope in situ hybridization

(Fig. 5F).

Ablation of Piezo2 reduces the proportion of corneal neurons responding to mechani-

cal indentation

Next, we examined the mechanosensitivity of TG cultured corneal neurons after
genetic Piezo2 ablation. Notably, the ablation of Piezo2 caused an incomplete but significant

reduction in the percentage of corneal neurons responding to mechanical indentation,
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decreasing from 41.8% (115 of 275; Fig. 1E) in wild-type mice to 18.8% (19 of 101 neurons) in
the Piezo2° mice (Fig. 6A).
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Figure 6.

TG corneal mechanosensitive neurons are reduced in Piezo2°“° mice. A, Pie plots show the proportion of
mechano-insensitive and mechano-sensitive corneal trigeminal neurons and the distribution of the differ-
ent types of mechanically activated currents, RA, IA, and SA, in wild-type (top, n = 275) and Piez02°° (bot-
tom, n =101) mice. Black asterisks indicate differences in the proportion of mechano-insensitive neurons.
Pink and gray asterisks indicate differences between proportions of RA and IA/SA currents, respectively,
for wild-type versus Piezo2%° mice (***p < 0.001, **p = 0.01, *p = 0.018; Z-test analysis). B, Frequency
distribution of inactivation time constants (tinact). Data collected from 85 TG neurons in wild-type and 19
in Piezo2°° mice, voltage clamped at -60 mV and mechanically activated. Gaussian fits (blue traces) iden-
tified only one peak of inactivation time (t; 3.75 + 0.26 ms for Piezo2WT mice and 3.05 + 0.13 ms for Pi-
€z02° mice). The bin width was 1 ms up to 30 ms, and 20 ms from 30 ms onward. C, Example of a corneal
neuron of Piezo2°° mice that displayed RA MA currents and did not respond to 100 nm capsaicin (bot-
tom; Vhold = -60 mV). Mechanical stimulus (11 um) is indicated on top of the recording (top). Time con-
stant of current inactivation is indicated in the panel.

The distribution of inactivation time constants (tinact) was similar in wild-type
and Piezo2°C neurons (Fig. 68). The majority of MS corneal neurons recorded in Piezo2°° mice
responded with RA currents (73.7%, n = 14/19), while indentation evoked SA currents in 21%
(n =4 of 19) and IA currents in 5.3% (n = 1 of 19) of all corneal MS neurons. There were not
significant differences in these proportions compared with wild-type mice (73.7% vs 65.2% RA
currents, p = 0.642; 5.26% vs 15.6% IA currents, p= 0.397; 21% vs 19.1%, SA currents, p =
0.905; Z-test). Likewise, the average values of membrane potential, rheobase, input resistance,
peak current density, and cell capacitance of each type of MS neurons from Piez02?° mice were
not different compared with wild-type mice. In contrast, the mechanical threshold decreased
significantly in RA corneal neurons of Piezo2°“° mice (Table 2). Such modest differences in
threshold may be explained by the variability within the few number of cells that responded to

mechanical stimulation in the KO mice.
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The proportion of RA MS neurons was reduced significantly in Piezo2?° mice compared with
wild-type mice (Fig. 64; 13.9% vs 27.3% RA currents; **p = 0.01, Z-test). The proportions of 1A
and SA currents were also reduced (IA currents, 0.99% vs 6.55%; SA currents, 3.96% vs 8%), but
differences did not reach statistical significance (p = 0.056 and p = 0.255, respectively). A very
low number of IA and SA MS neurons were recorded in Piezo2°° mice. When grouped together,
the proportion of IA/SA MS neurons was significantly reduced in Piezo2°“© mice (IA/SA currents,
14.6% vs 4.95%, p = 0.018; Z-test). However, average values of peak current density of RA and
IA/SA MS neurons were similar when comparing Piezo2°° (5.8 + 1.6 pA/pF; n = 14) to wild-type
(7.4 £ 1.4 pA/pF; n=75) RA currents (p = 0.906), and IA/SA currents [5.9 + 3.1 pA/pF (n=5) vs
11.8 + 2.3 pA/pF (n = 40); p = 0.213; Student's t test, Mann—Whitney rank-sum test; Fig. 6C],
suggesting that Piezo2 accounts for the different types of MA currents.

Notably, none of the MA corneal neurons of Piezo2° mice in which CAP could be tested (8 of
19) responded positively to this compound (Fig. 6C). This is not entirely surprising if we recall

that the large majority (91.9%) of MS neurons are capsaicin insensitive in wild-type mice.

Piezo2 is expressed in peripheral polymodal and pure mechanosensory axons of the

mouse cornea

To further define the contribution of Piezo2 channels to the mechanical sensitivity of the
different functional subclasses of corneal sensory neurons, we analyzed Piezo2 expression in
their peripheral axons. A schematic diagram of corneal innervation is represented in Figure 7A,
showing how the thick nerve trunks of the subepithelial plexus in the stroma give rise to
ascending branches that penetrate through the basal lamina and split into thin, parallel nerve
bundles of 7-20 fibers (“leashes”) in the sub-basal plexus (Alcalde et al., 2018). These thin nerve
bundles, which run just below the corneal basal epithelium cell layer, give rise to ascending
nerve terminal branches along their long trajectory that end at variable heights between the
stratified corneal epithelium cells (Miiller et al., 2003; Marfurt et al., 2010). To visualize the
trajectories of nerves traveling from the corneal stroma to the epithelium, we performed triple
immunolabeling in whole mounts of the cornea from C57BL/6J mice stained with antibodies for
B-lll-tubulin (red), TRPV1 (green), and Piezo2 (white) (Fig. 7B). In some experiments from TRPV1-
GFP mice, we used an anti-GFP antibody to identify putative TRPV1+ endings. Analysis of
confocal image stacks in flattened corneal whole-mounts allowed us to follow the full
trajectories of subepithelial bundles, individual sub-basal nerve axons, and intraepithelial
terminals. Figure 7B shows a representative example of a subepithelial nerve bundle in the

stroma (Fig. 7B, arrowhead), the penetration points through the basal lamina of the ascending
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subepithelial nerve bundles (Fig. 7B, circles), and their branching into sub-basal axons.
Subepithelial bundles and sub-basal axons labeled for TRPV1 were frequent, but none of them
stained for Piezo2. Nonetheless, we observed coimmunostaining of Piezo2 and TRPV1 in the
majority of penetration points (Fig. 7B, yellow circles). Only a few of these penetration points

were labeled only for Piezo2 or TRPV1 (Fig. 7B, cyan circle, labeled for TRPV1 and negative for

Piezo2).
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Figure 7.

Piezo2 is detected in mouse corneal nerve terminals. A, Sketch of the neuroanatomical structure of the
cornea. The subepithelial nerves in the stroma traverse the basal lamina through penetration points and
branch into sub-basal plexuses that give rise to ascending intraepithelial terminals. B, Z-stacked confocal
images of a whole-mount cornea from a C57BL/6J mouse, showing a subepithelial bundle (arrowhead),
points where subepithelial nerves penetrate the basal lamina (circles) and thinner sub-basal nerves after
penetrating through the basal lamina. Nerves were immunolabeled with anti-B-lll-tubulin (red), nerve fi-
bers immunopositive for TRPV1 display green fluorescence, and those immunopositive to the Piezo2 an-
tibody appear stained in white. Yellow circles indicate the penetration points with nerve bundles positive
for TRPV1 and Piezo2, and a cyan circle points to a penetration point positive only for TRPV1. Nuclei of
the epithelial cells are stained with Hoechst 33342 stain (blue). Scale bar, 50 um. C—E, Confocal images of
whole-mount corneas from Piezo2-GFP-IRES-Cre mice immunolabeled with anti-B-llI-tubulin (red), anti-
TRPV1 (green), and anti-GFP (white) antibodies. C, Subepithelial nerve bundle containing many individual
axons in the stromal layer. Nerve bundles were positive for TRPV1 and Piezo2. Scale bar, 10 um. D, Circles
indicate points where a subepithelial nerve (arrowhead) penetrates the basal lamina and divides into sub-
basal nerves. Scale bar, 25 um. E, Simple nerve ending in the corneal epithelium layer that coexpresses
Piezo2 and TRPV1 (yellow arrowhead). Cyan arrowheads point to terminals positive for TRPV1, and nega-
tive for Piezo2. Nuclei of the epithelial cells are stained with Hoechst 33342 stain (blue). Scale bar, 10
pum. F, Schematic representation of the penetration points of nerve bundles in a corneal quadrant; color
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code indicates the expression of Piezo2 and/or TRPV1. Proportion of penetration points expressing Pi-
ez02+/TRPV1+, Piezo2+/TRPV1—, Piezo2—/TRPV1-, or Piezo2—/TRPV1+ (n = 1347 from four corneas, di-
vided into four quadrants) is represented in the pie chart. G, Proportion of penetration points positive for
Piezo2 in wild-type and Piezo2°© mice. ***p < 0.001, Z-test analysis.

In an attempt to improve visualization of Piezo2 in corneal nerve fibers, we used an alternative
strategy, carrying out triple immunostaining in corneas from Piezo2-GFP-IRES-Cre (Piezo2GFP)
mice, which was previously shown to label Piezo2 in sensory neurons (Woo et al., 2014),
colocalizing the GFP label (white) with immunostaining for B-Ill-tubulin (red) and TRPV1 (green)
(Fig. 7C,D,E). We found subepithelial nerve bundles (Fig. 7C) and sub-basal nerve fibers (Fig. 7D)
positive for GFP and TRPV1 (n= 5 corneas from 5 mice). We additionally identified a few
epithelial terminals characterized as “simple” nerve terminals (Alamri et al., 2015) expressing
Piezo2 and TRPV1 with anti-GFP and anti-TRPV1 antibodies in whole-mount corneas
of Piezo2GFP mice (Fig. 7E, yellow arrowhead). Other intraepithelial nerve terminals were
positive only for TRPV1 (Fig. 7E, cyan arrowheads). Despite our efforts, the detection of Piezo2
in corneal nerves was irregular among samples, making it difficult to quantify the coexpression
of Piezo2 and TRPV1. Thus, using TRPV1-GFP mice, we made a general estimation of the spatial
distribution and the density of presumed Piezo2+/TRPV1+, Piezo2+/TRPV1-,
Piezo2-/TRPV1- and Piezo2-/TRPV1+ nerve bundles by counting the number of basal lamina
penetration points of branches running into the different corneal epithelium layers that
exhibited positive immunostaining to three markers: B-lll-tubulin, GFP, and Piezo2 (Fig. 7F; four
corneas from three mice). We found that 86.5% of the basal lamina nerve bundle penetration
points showed TRPV1 immunofluorescence; ~40% of them also expressed Piezo2. Penetration
points marked only for Piezo2 were very rare (Fig. 7F, pie plot). Quantification of penetration
points positive for Piezo2 in the Piezo2°° mice evidence a modest but significantly reduced
proportion, from 41.5% to 32.7% (three corneas from three mice; Fig. 7G).

Altogether, the results with immunocytochemical staining confirm the presence of Piezo2 in
many of the peripheral axons of TG neurons innervating the cornea, although very few ascending
intraepithelial nerve terminal branches expressing Piezo2 were identified, and the significant

reduction of Piezo2 expression in corneal nerves of the Piezo2?° mice.

Piezo2 contributes to mechanical sensitivity in corneal pure mechanoreceptor and

polymodal nociceptor sensory nerve terminals

To test directly the hypothesis that Piezo2 participates in the peripheral transduction of

mechanical forces by the different functional classes of corneal sensory endings, we recorded
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NTI activity in functionally characterized single sensory endings of the cornea in Piezo2%° mice
and their wild-type littermates. Active terminals were identified by placing the recording
electrode sequentially onto neighboring points of the corneal surface (Gonzalez-Gonzélez et al.,
2017), searching for the presence of spontaneous activity and/or responsiveness to 100 um
and/or 200 um mechanical indentations. The sensitivity of corneal terminals to heat (i.e.,
polymodal nociceptor) and cold (i.e., cold thermoreceptor) was subsequently explored. In wild-
type littermates of Piezo2°° mice, mechanical sensitivity to 100 um and/or 200 pm was
observed in approximately one-fourth of the total recording attempts (36 nerve terminals in 157
corneal surface points tested; Fig. 8A,B). Terminals responding to a mechanical stimulus and to
heating over 40°C were classified as polymodal nociceptors and were recorded with a probability
of 7.6% (Fig. 8C). In a few cases (4 of 36) in which mechanically sensitive/cold-insensitive corneal
terminals were obtained, the recording was lost before heat application; thus, their functional
subcategory within the group of mechanosensitive terminals could not be further identified. The
probability of recording at a site that responded only to the mechanical stimulus, thus classified
as pure mechano-nociceptor terminals, was low (3.2%; Fig. 8C). Finally, the probability to record
mechano-cold receptors (i.e., terminals responding to indentation plus cooling ramps down to
12°C was 9.6%; Gonzalez-Gonzalez et al., 2017; Fig. 8C). In addition, a small proportion of nerve
terminals were insensitive to mechanical indentation and responded only to cold (2.5%) or to

heat (1.3%; Fig. 8A).
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Figure 8.

Piezo2 is involved in corneal nerve terminal mechanosensitivity. A, Distribution of the different functional
classes of corneal terminals recorded in wild-type littermates (15 eyes from 9 animals) and Piezo2°° mice
(20 eyes from 15 animals; **p = 0.004; Z-test). B, Stacked bar plot shows significant differences in the
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successful attempts of recording a terminal from wild-type (157 corneal points) compared with Pi-
€202 (254 corneal points) mice. C, Proportion of corneal mechanosensitive terminals, identified as pol-
ymodal nociceptors, pure mechanoreceptors, and mechano-cold receptors from wild-type littermates
(gray) and Piezo2°€© mice (light red; 5 pure-mechanoreceptors, 12 polymodal nociceptors, and 15 cold
thermoreceptors in littermate mice; 4 pure mechanoreceptors, 6 polymodal nociceptors, and 19 cold
thermoreceptors in Piezo2°C mice; *p < 0.023; Z-test). D, Example of NTI activity in polymodal terminals
from a wild-type littermate (top) and a Piezo2°° mice (bottom) evoked by a 5 s forward displacement
(100 and 200 um) of the recording electrode. Arrows indicate the onset of the stimulus. The instantaneous
frequency is represented at the top, and the original nerve impulse recording at the bottom. E, Histograms
showing the increment of NTI activity of the different functional classes of corneal receptors in response
to 100 and 200 um displacement of the recording electrode in wild-type littermate and Piezo2°© mice.
Statistically significant differences were observed only in polymodal nociceptors in response to 100 um
(*p = 0.033; Student's t test, Mann—Whitney rank-sum test; n.s., not significant). F, Proportion of blink
responses to the application of von Frey filaments (0.008 and 0.02 g) to the cornea in wild-type littermate
(n = 16) and Piezo2° (n = 18) mice. ***p < 0.001 (Student's t test). n.s., not significant. E, F, Bars repre-
sent the averaged response, and the scattered symbols show the individual values of terminal recordings
(E) or for each mice (F).

Compared with wild-type mice, in Piezo2%C° mice the probability of recording mechanically
activated terminals decreased significantly (30 terminals in 254 tested points, 11.8%; Figs. 8A,B;
**p = 0.004, Z-test). In other words, to record the same number of mechanically sensitive
terminals, a significantly higher number of attempts was required (Fig. 8B). This was due
essentially to the lower presence of mechanosensory polymodal nociceptor (2.4%; *p = 0.023)
and of pure mechano-nociceptor terminals (1.6%), while mechano-cold thermoreceptor
terminals were less affected (7.9%,; Fig. 8C); only one terminal initially activated by indentation
but not by cold was identified by the recording and lost before heat application. Mechano-
insensitive nerve terminals responding only to cold (12°C; 2.4%) or heat (over 40°C; 3.2%) were
also found in Piezo2°° mice (Fig. 8A). These results evidence that Piezo2 ablation reduced, in a
variable degree, the impulse activity evoked by moderate indentation in the different modalities
of corneal sensory nerve terminals. As shown in Figure 8C, this reduction affected mainly the
mechano-sensitive and heat-sensitive polymodal nociceptor terminals and pure
mechanosensory-nociceptors  terminals. The mechanical responsiveness of cold
thermoreceptors in Piezo2°“° mice remained essentially unaltered (Fig. 8C).

We further noticed that the response to force of the mechanosensitive terminals
of Piezo2°° mice maintaining mechanical responsiveness appeared subtly altered. The
sensitivity to low-intensity mechanical stimulation, expressed as the increment of NTls evoked
by sequential 100 and 200 um indentation pulses compared with basal activity, tended to be
lower in Piezo2° mice compared with wild-type littermates (Fig. 8D,E) and affected differently
the functional subpopulations of corneal terminals (Fig. 8E). In Piezo2°“° mice (n = 6), only one

of the six polymodal terminals responded to 100 pm indentation (Fig. 8E); altogether, the
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number of NTIs fired by polymodal nociceptor terminals in response to 100 um indentations was
significantly reduced compared with wild-type mice (n = 12; mean, 13.8 £ 6.6 vs 2.3+ 2.3; *p =
0.033; Fig. 8D, example); no significant differences were observed in the number of NTI
discharge evoked by 200 um indentation (mean, 19.3 £ 6.2 vs 18.8 £ 8.7; Fig. 8E). Pure mechano-
nociceptors firing responses to 100 and 200 pum in Piezo2° mice (n= 4) were substantially
reduced (21.8 + 13.6 vs 10.8 £ 7.6 and 27.4 + 13.9 vs 17.25 + 4.1 NTlIs, respectively), but not
significantly different when compared with littermates (n = 5).

In cold thermoreceptors, the responses to 100 and 200 um indentations were not significantly
different in wild-type mice (n = 15) and Piezo2°“° mice (n = 19;23.9 + 6.8 vs 13.9 + 3.1 and 42.6
+ 6.8 vs 30.6 + 4.5 NTls, respectively; Fig. 8E).

Mechanically activated corneal terminals generated a short burst of NTls at the onset of the 5 s
indentation. The duration of the NTI discharges was <5 s in all types of corneal terminals. This
pattern corresponds to a fast adaptation that inactivates before the termination of mechanical
stimulation. No significant differences were observed in the duration of the NTls to 100 and 200
um indentation in wild-type mice compared with Piezo2° mice in the three types of corneal

terminals (Table 3).

Table 3. Duration of the nerve terminal impulses discharge

Terminal type Indentation WT Piezo2K°
100 pm 1.89+0.5(n=9) 0.8(n=1)
Polymodal nociceptor 200 um 1.9+0.36 (n=11) 1.55+0.25(n=6)
100 pm 1.9+1.04(n=4) 1.3+0.32 (n=3)
Pure mechano-nociceptor 200 um 1.2+0.38 (n=5) 1.7+0.66 (n=4)
100 pm 2.5+0.55 (n = 12) 3.6+0.41 (n=12)
Cold thermoreceptors 200 um 3.7+0.4 (n=15) 3+0.28 (n=19)

Average time (in seconds) of NTls during the 5 s indentation in the cornea. Data are presented as the
mean * SE. Statistical comparison of NTIs between wild-type and Piezo2“° mice was performed using
the Student's t test and Mann—Whitney rank-sum test.

In summary, the number of responsive terminals and activity, measured as terminal impulse

firing, was reduced in Piezo2°° mice at the lowest mechanical force used. These results

343


https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#F8
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#F8
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#F8
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#T3

Anexol: Publicacion

suggest that Piezo2 contributes variably to nerve impulse responses to mechanical forces in

corneal nerve endings of different nociceptive submodalities.

Piezo2°*© mice show impaired reflex blinking to low-threshold mechanical stimuli

Mechanosensitivity plays an essential role in triggering the protective eye-blinking response
(VanderWerf et al., 2003). We quantified the contribution of Piezo2 channels to eye blinking
evoked by light mechanical stimulation in unanesthetized animals, counting the number of
blinks after unilateral application of von Frey hairs of 0.008 and 0.02 g to the corneas
of Piezo2° mice and their wild-type littermates. The average proportion of blinks evoked with
the finest von Frey hair (0.008 g) was significantly reduced in Piezo2%° mice (wild-type mice, 59
+5.2; vs Piezo2°C mice, 31.6 + 4.6; p < 0.001; Fig. 8F). In contrast, no significant differences with
wild-type littermate mice were observed when higher forces (0.02 g hairs; wild-type mice, 77 +

5.7 ; Vs Piezo2°© mice, 68.4 + 5.0; p = 0.273; Fig. 8F) were applied.

Discussion

Mechanical pain is a vital protective response to minimize corneal injury. Here, we
characterized, for the first time, the mechanically activated currents present in a well identified
functional population of TG corneal sensory neurons in mammals. We show that a large fraction
of these neurons, belonging to pure mechanosensory and polymodal nociceptor corneal neuron
classes, exhibit MA currents and express Piezo2 channels. Experiments in Piezo2?° mice strongly
suggest an involvement of Piezo2 channels in the transduction of noxious mechanical forces by
both types of mechanosensitive neurons. Indeed, a significant reduction in the number of
nociceptor neurons exhibiting MA currents was observed in Piezo2°*° mice. Unfortunately, the
efficiency of genetic deletion of Piezo2 in the conditional mouse line that we used is not
complete, as previously demonstrated by others (Zhang et al., 2019) and confirmed by our
results. Still, we were able to successfully eliminate Piezo2 in ~50% of TG neurons, and this
reduction was accompanied by an equivalent reduction (~55%) of the TG corneal neurons
exhibiting MA currents, indirectly supporting the conclusion that the majority of MA currents in
corneal TG neurons are linked to the expression of Piezo2.

The presence of Piezo2-dependent mechanosensitivity in RA IA and SA neurons indicates that
Piezo2 channels contribute to all these current types in nociceptive corneal neurons. This is in
full agreement with recent observations in cell bodies of mechanosensitive DRG neurons,

including nociceptors, where all classes of currents are variably affected (Szczot et al.,
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2018; Murthy et al., 2018b). Differences in the kinetics of Piezo2-mediated currents in individual
MS neurons may be partially explained by several factors, such as interaction of the channel
with other proteins or membrane lipids or by the existence of several splice isoforms of Piezo2
in mouse sensory ganglion neurons that tunes the inactivation of Piezo2 (Hong et al.,
2016; Szczot et al.,, 2017; Anderson et al., 2018). Future studies on structure—function
relationships may help reveal Piezo2 kinetic mechanisms at the single-cell level.

In our view, the observed reduction in the proportion of IA/SA neurons in the Piezo2%° mice
suggests a direct involvement of Piezo2 in these currents, but we cannot exclude that Piezo2
deletion might have effects on gene expression, leading to an upregulation/downregulation of
other proteins in sensory neurons, as occurs with other channels (Minett et al., 2015). The
fraction of MA currents still recorded in corneal neurons of Piezo2?C mice are most likely
attributable to the residual expression of the channel in some neurons of these mice.
Nevertheless, MA currents were recorded in a few corneal neurons lacking Piezo2, suggesting
that another, still unidentified, MA channel contributes to their mechanosensitivity (Zappia et
al., 2017; Murthy et al., 2018a).

About two-thirds of the corneal terminals of cold thermoreceptor neurons, another main
functional sensory receptor neuron type innervating the cornea, also responded to mechanical
stimulation, thus defining them as mechano-cold terminals. Nonetheless, our results in
identified corneal cold thermoreceptor neurons suggest that their mechanical responsiveness is
not mediated by Piezo2 channels because no MA currents were evoked in cultured cold
thermoreceptor neurons expressing TRPMS8, the defining molecular marker for this
subpopulation of corneal sensory neurons. This functional result agrees with the lack of Piezo2
immunostaining in TRPM8-expressing corneal afferent neurons reported by Bron et al. (2014).
Therefore, the mechanism mediating mechanosensitivity in cold corneal endings remains an
open question, as occurs with our limited understanding of mechanosensory transduction in
cutaneous cold receptors (Winter et al., 2017). It is worth noting that corneal endings respond
to hyperosmotic stimuli, a different type of mechanical perturbation, and that this response is
mediated by TRPMS8 (Quallo et al., 2015).

Altogether, our work shows that genetic ablation of Piezo2 reduced nerve terminal impulse
activity of pure mechanosensory and polymodal nociceptor neurons and decreased
mechanically evoked protective blink reflexes, thus suggesting that Piezo2 participates in the

detection of low-intensity but already harmful mechanical stimuli to the eye.

The conclusion that Piezo2 is expressed by corneal neurons, which have been functionally

defined as nociceptive neurons evoking pain (Belmonte et al., 1991), is additionally confirmed

345


https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-48
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-36
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-26
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-26
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-47
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-5
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-30
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-58
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-58
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-35
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-13
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-55
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-42
https://www.jneurosci.org/content/40/47/8976#ref-7

Anexol: Publicacion

by the immunocytochemical demonstration of Piezo2 staining in peripheral corneal axons. Of
note, Piezo2 immunoreactivity was mainly accumulated at the penetration points of ascending
stromal nerve bundles into the basal lamina, likely reflecting the presence of axons that contain
Piezo2. Very few ascending nerve branches expressing only Piezo2 were found. This may be
because of a low proportion of pure mechano-nociceptors (~10% in mouse cornea; Gonzalez-
Gonzalez et al., 2017) or that nerve terminals expressing Piezo2 only (i.e., pure mechano-
nociceptors) terminate at deeper epithelium levels, near the basal lamina (Alamri et al., 2018),
where we located most Piezo2-immunoreactive fibers. Nerve endings expressing TRPV1 were
more frequently identified, suggesting their polymodal character but a precise estimation of the
number of polymodal nociceptor neurons innervating the cornea coexpressing Piezo2 appears
challenging because of the very few nerve endings that express Piezo2.

In line with our findings in the soma, genetic Piezo2 deletion produced a marked reduction in
the mechanosensitivity of peripheral corneal nerve terminals. It is noteworthy, in Piezo2° mice
corneas, that nerve terminals showing mechanical sensitivity, in particular polymodal
nociceptors, fired a lower number of NTIs when subjected to a stimulus of 100 um indentation
when compared with those of wild-type mice. A possible explanation for this observation is that
Piezo2 is responsible for the initial response of the cornea to a low-intensity mechanical
stimulation. It is tempting to speculate that the expression of Piezo2 confers to corneal
mechanosensory nociceptor terminals the transduction sensitivity required to reach firing
threshold under moderate but potentially injurious mechanical forces. With stronger, overtly
noxious indentations (200 um), the differences in response between wild-type
and Piezo2%° mice disappeared. This difference may suggest the expression of additional
mechanosensitive channels at these terminals (Murthy et al., 2018a) or of other membrane-
associated molecules involved in mechanotransduction (Janmey and Kinnunen, 2006; Nezu et
al., 2010).

The direct relationship between mechanical stimulation of the cornea and protective reflex lid
closure is firmly established (VanderWerf et al.,, 2003;Henriquez and Evinger,
2007). Piezo2°° mice show reduced blinking responses to light corneal mechanical stimulation,
similar to what happens in the skin of Piezo2° mice (Murthy et al., 2018b), further supporting
the functional relevance of this ion channel as a critical first line in the building of
protective/defensive behaviors.

Peripheral sensory neurons are canonically defined by their preferential transducing capacities
for a given form of energy and by the perceptual quality of the sensations evoked by their
sensory input to the brain, which determines the final cognitive and affective characteristics of

the perceptual experience. For corneal stimulation in humans and experimental animals,
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perception appears to be always unpleasant or overtly painful depending on the recruitment
level of peripheral receptor terminals (Acosta et al., 2001; Moulton et al., 2012). Indeed,
mechano-nociceptor and polymodal nociceptor corneal neurons project centrally into the
trigeminal subnucleus caudalis—cervical cord (Vc/C1) junction region of the lower brainstem, the
second-order neural station of the eye surface pain pathways (Saito et al., 2017).

Our demonstration that Piezo2, a detector of mild forces, is also expressed by neurons belonging
to a well defined population of pain-signaling peripheral corneal nociceptor neurons speaks
against a direct correspondence between this mechanotransducer molecule and the sensory
percept evoked by its activation. The innocuous forces required to stimulate LTMR tactile
terminals in the keratinized skin are already injurious when applied to the unprotected corneal
epithelium cells. Touch sensations are felt with air streams directed toward the eye, but they
are attributable to immediate stimulation of the more sensitive, myelinated low-threshold
mechanoreceptors of the eyelids, eyelashes, and exposed conjunctiva (Munger and Halata,
1984).

The cornea is highly vulnerable to injury by a variety of external mechanical forces with serious
consequences on vision and health. Hence, the expression of Piezo2, a highly sensitive
mechanotransducing molecule in corneal endings of TG neurons, can be considered an
advantageous evolutionary adaptation in the innervation of this organ for early detection of
potentially injurious mechanical forces. Nonetheless, it is worth noting that in transgenic mouse
lines where lanceolate AS-LTMRs and AB-RA-LTMR nerve terminals of the skin are fluorescent
(TrkB:TauGFP mice; Split:cre mice; Npy2r:tdTomato mice), corneal nerves do not appear to be
labeled (Bouheraoua et al., 2019), suggesting that Piezo2+ neurons giving rise to cutaneous low-
threshold mechanoreceptors and those directed to the cornea mediating pain have different
genetic signatures.

In summary, our findings reveal the key contribution of Piezo2 channels to the early activation
of corneal nociceptor neurons, which has significant relevance for several ocular disorders. In
the eye, rapid detection of low-intensity mechanical stimuli plays a particularly important
protective role for the early prevention of corneal epithelium damage by foreign bodies or other
external mechanical trauma. Moreover, it has been recently suggested that in dry eye disease,
sliding of the eyelid over a corneal surface with reduced moistness causes mechanical stress,
which damages epithelial cells, exciting corneal surface nociceptors, thereby aggravating pain
and altered vision symptoms typical of this pathology (van Setten, 2020). Topical
pharmacological modulation of Piezo2 channels in corneal mechano-nociceptive nerve

terminals appears as a potential therapeutic strategy to selectively attenuate the enhanced
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activity of sensitized corneal mechano-nociceptor neurons underlying discomfort and painin dry

eye and other ocular surface pathologies.
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Anexo 2: Tablas y datos suplementarios

A continuacion, se detalla las tablas con los datos suplementarios para diversos apartados, in-
cluyendo informacidn sobre la secuenciacién y las muestras utilizadas, los resultados del analisis
de expresion diferencial entre poblaciones en la condicién control (EYFP+ vs IB4+, EYFP+ vs DN
y B4+ vs DN) y para el modelo neuropatico con oxaliplatino (vehiculo vs tratado) en cada una

de las poblaciones EYFP+, IB4+ y DN.

Alineamiento
ID de la muestra  Estudio Tipo celular Condicién ID del animal RIN Numero de lecturas Lecturas unicas
mapeadas al genoma  mapeadas
DN_1 Poblacional EYFP-/IB4- Ctrol M_1-1 8.3 26080686 28955429
DN_2 Poblacional EYFP-/IB4- Ctrol M_1-2 9.2 26602575 29638346
DN_3 Poblacional EYFP-/IB4- Ctrol M_1-3 9.2 28788557 32857465
DN_4 Poblacional EYFP-/IB4- Ctrol M_1-4 7.3 28377632 33149633
DN_5/DN_Vehl Poblacional / Tratamiento EYFP-/IB4- Veh M_3-11 6.6 45566740 50372506
DN_6 / DN_Veh2 Poblacional / Tratamiento EYFP-/IB4- Veh F_3-13 9.1 43286888 48084413
DN_7 / DN_Veh3 Poblacional / Tratamiento EYFP-/IB4- Veh M_3-12 * 45262131 50017653
DN_Oxal Tratamiento EYFP-/IB4- Oxa F_3-15 9 47013815 52327712
DN_Oxa2 Tratamiento EYFP-/IB4- Oxa M_3-17 8.7 47868869 53327039
DN_Oxa3 Tratamiento EYFP-/IB4- Oxa M_3-18 9 48976389 53593595
1B4_1/1B4_Vehl Poblacional / Tratamiento EYFP-/IB4+ Veh F_3-13 79 41614751 46758954
1B4_2 / 1B4_Veh2 Poblacional / Tratamiento EYFP-/IB4+ Veh M_3-11 9 49101481 54459949
1B4_3 / 1B4_Veh3 Poblacional / Tratamiento EYFP-/IB4+ Veh F_3-14 8.5 54312600 59739578
1B4_4 Poblacional EYFP-/IB4+ Ctrol M_1-1 7.1 32836849 39210208
1B4_5 Poblacional EYFP-/IB4+ Ctrol M_1-2 8.6 32467818 39725647
1B4_6/ 1B4_Vehd Poblacional / Tratamiento EYFP-/IB4+ Veh F_2-6 7.2 40224043 45381603
1B4_7 / 1B4_Veh5 Poblacional / Tratamiento EYFP-/IB4+ Veh F_2-7 7.8 25967637 29094334
1B4_Oxal Tratamiento EYFP-/IB4+ Oxa M_2-10 7.2 35999166 39579874
1B4_Oxa2 Tratamiento EYFP-/IB4+ Oxa M_2-9 6.6 25088683 27492093
1B4_Oxa3 Tratamiento EYFP-/IB4+ Oxa F_3-15 6.3 49980022 55985594
1B4_Oxad Tratamiento EYFP-/IB4+ Oxa F_3-16 * 34524176 38602826
1B4_Oxa5 Tratamiento EYFP-/IB4+ Oxa M_3-17 8.7 45317156 50397849
1B4_Oxa6 Tratamiento EYFP-/IB4+ Oxa M_3-18 8.5 55447812 60957162
M8_1 Poblacional EYFP+/IB4- Ctrol M_1-2 5.7 36792819 43903438
M8_2 Poblacional EYFP+/IB4- Ctrol M_1-4 7.9 31120408 36336586
M8_3 / M8_Veh1 Poblacional / Tratamiento EYFP+/IB4- Veh F_3-14 6.5 55856838 61274509
M8_4 / M8_Veh2 Poblacional / Tratamiento EYFP+/IB4- Veh M_3-11 8.5 54037552 60707690
M8_5 / M8_Veh3 Poblacional / Tratamiento EYFP+/IB4- Veh F_3-13 7.4 43336965 47638577
M8_6 / M8_Veh4 Poblacional / Tratamiento EYFP+/IB4- Veh M_3-12 9.1 41308995 45430504
M8_7 / M8_Veh5 Poblacional / Tratamiento EYFP+/IB4- Veh M_2-5 8.7 27449722 29888473
M8_8 / M8_Veh6 Poblacional / Tratamiento EYFP+/IB4- Veh F_2-8 8.6 27296988 29552169
M8_Oxal Tratamiento EYFP+/IB4- Oxa M_3-17 7.9 45465255 50425474
M8_Oxa2 Tratamiento EYFP+/IB4- Oxa F_3-15 8.4 52907611 58284237
M8_Oxa3 Tratamiento EYFP+/IB4- Oxa F_3-16 9.6 49504372 54695727
M8_Oxad Tratamiento EYFP+/IB4- Oxa M_3-18 8.6 48944706 54104027
M8_Oxa5 Tratamiento EYFP+/IB4- Oxa M_2-9 7.5 40628479 44076526
M8_Oxa6 Tratamiento EYFP+/IB4- Oxa M_2-10 7.2 30792907 33853795

354



Anexo 2: Tablas y datos suplementarios

Tabla 6. Descripcion de los experimentos realizados para la secuenciacion masiva de ARN. Informacion
y detalles de los replicados biolégicos para la secuenciacion de ARN. Tipo de estudio; “control” sin pruebas
conductuales realizados, “vehiculo” y” oxaliplatino”, poblaciéon neuronal, género, identificacion del ratéon
(se indica el género “M” masculino, “F” femenino, la tanda y la ID del ratdn), valores para el RIN y para-
metros de calidad para el alineamiento (nimero de “reads” mapeadas al gen, al genoma y % de alinea-
miento para cada replicado). * indica que el valor del RIN no se pudo determinar sin embargo los picos
ribosémicos fueron visibles en la electroforesis.

EYFP+
(TRPM8+) M8/DN M8/IB4
Gen Log2FC FDR Log2FC FDR | Descripcion
Nexmif 6.9 0.01 98 0.00 neurite extension and migration factor
Kcns2 6.2 0.00 42 0.02 K+ voltage-gated channel, subfamily S, 2
Chrnb4 47 0.00 30 0.00 cholinergic receptor, nicotinic, beta polypeptide 4
Mpped1 3.7 0.02 3.8 0.01 metallophosphoesterase domain containing 1
Chrna3 48 0.00 23 0.00 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3
Gal 36 0.00 2.7 0.00 galanin and GMAP prepropeptide
transient receptor potential cation channel, subfamily M,
Trpm8 3.6 0.00 2.6 0.00 | member8
Adcyapl 33 0.00 22 0.00 adenylate cyclase activating polypeptide 1
Sstr2 25 0.01 2.7 0.00 somatostatin receptor 2
Bves 35 0.00 17 0.03 blood vessel epicardial substance
Cartpt 29 000 | 21 0.00 | CART prepropeptide
tachykinin 1
Tacl 3.0 0.00 1.8 0.00 L
Serpinb1b 27 0.00 19 0.02 serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 1b
potassium voltage gated channel, Shaw-related subfamily,
Kcnc2 2.2 0.01 2.3 0.00 | member 2
glial cell line derived neurotrophic factor family receptor al-
Gfra3 2.3 0.00 2.2 0.00 |pha3
Zcchel2 22 0.00 22 0.00 zinc finger, CCHC domain containing 12
transient receptor potential cation channel, subfamily V,
Trpvl 2.2 0.00 2.1 0.00 member 1
6330403K07Rik 22 000 | 21 0.00 | RIKEN cDNA6330403K07 gene
Gprl49 25 0.00 18 0.01 G protein-coupled receptor 149
Calca 26 0.00 16 0.00 calcitonin/calcitonin-related polypeptide, alpha
Ntrk1 22 0.00 18 0.00 neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 1
Bex1 2.0 0.04 19 0.01 brain expressed X-linked 1
Celf4 19 0.00 17 0.00 CUGBP, Elav-like family member 4
Scg2 18 0.00 17 0.00 | secretograninll
Htr3a 18 0.00 17 0.00 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 3A
Gap43 18 0.00 16 0.00 growth associated protein 43
Stac 19 0.00 13 0.01 src homology three (SH3) and cysteine rich domain
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hippocalcin
Hpca 1.4 0.01 1.6 0.01 L
Kit 13 0.01 18 0.00 KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase
Kcnipl 16 0.00 14 0.02 Kv channel-interacting protein 1
Prdm12 19 0.00 10 0.04 PR domain containing 12
9530059014Rik 15 0.03 1.4 0.04 | RIKEN cDNA 9530059014 gene
Asic3 13 0.00 15 0.00 acid-sensing (proton-gated) ion channel 3
Frmpd1 12 0.02 15 0.00 FERM and PDZ domain containing 1

texin 1

Ctxnl 1.3 0.00 14 0.01 cortexin
Meg3 14 0.00 13 0.00 maternally expressed 3
Popdc3 14 0.02 13 0.05 popeye domain containing 3
Snhgl1l 14 0.00 12 0.01 small nucleolar RNA host gene 11
Ache 11 0.01 14 0.00 acetylcholinesterase

nerve growth factor receptor (TNFR superfamily, member
Ngfr 1.3 0.00 1.1 0.04 | 16)
Ctnnd2 10 0.02 14 0.02 catenin (cadherin associated protein), delta 2
Serpina3n 13 0.00 11 0.02 serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3N
Arhgdig 11 0.01 11 0.05 Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) gamma
1B4+
(neuronal) 1B4/DN 1B4/M8
Gen Log2FC FDR Log2FC FDR |Descripcion
S$100a8 5.3 0.00 6.7 0.00 | S100 calcium binding protein A8 (calgranulin A)
$100a9 4.2 0.00 6.7 0.00 | $100 calcium binding protein A9 (calgranulin B)
Hdc 3.7 0.00 3.7 0.00 histidine decarboxylase
Slcolad 1.6 0.00 4.9 0.00 | solute carrier organic anion transporter family, member 1a4
Rgs5 1.9 0.00 4.4 0.00 | regulator of G-protein signaling 5
Srgn 1.3 0.01 4.6 0.00 | serglycin
Adgrf5 2.0 0.00 3.7 0.00 adhesion G protein-coupled receptor F5
Flt1 1.4 0.01 4.0 0.00 FMS-like tyrosine kinase 1
Plaur 2.6 0.00 2.1 0.01 plasminogen activator, urokinase receptor
Emcn 1.4 0.01 3.1 0.00 | endomucin
Zfp40 1.4 0.04 2.7 0.00 | zinc finger protein 40
Zfp760 1.9 0.03 2.1 0.00 | zinc finger protein 760
[113ral 1.4 0.03 2.5 0.00 | interleukin 13 receptor, alpha 1

transient receptor potential cation channel, subfamily C,
Trpc3 1.7 0.00 1.9 0.00 | member3
Mal2 1.8 0.00 1.8 0.00 mal, T cell differentiation protein 2
Lpar3 1.9 0.00 1.6 0.00 | lysophosphatidic acid receptor 3
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Zfp938 1.3 0.02 2.2 0.00 | zinc finger protein 938
Gm765 1.6 0.00 1.8 0.00 | predicted gene 765
Hsb6st2 2.1 0.00 1.3 0.01 | heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 2
Mrgprd 1.8 0.00 1.4 0.00 MAS-related GPR, member D
Rab27b 1.6 0.00 1.5 0.00 | RAB27B, member RAS oncogene family
Ctxn3 1.2 0.01 1.9 0.00 | cortexin 3
Lcpl 1.7 0.00 1.4 0.01 | lymphocyte cytosolic protein 1
Kcnip4d 1.4 0.00 1.6 0.00 | Kv channel interacting protein 4
Samd12 1.7 0.01 1.2 0.03 | sterile alpha motif domain containing 12
Ly86 1.5 0.00 1.4 0.00 | lymphocyte antigen 86
Grikl 1.3 0.00 1.0 0.04 | glutamate receptor, ionotropic, kainate 1
Duspl 1.1 0.04 1.1 0.02 dual specificity phosphatase 1
1B4+
(inespecif.) IB4/DN IB4/M8
Gen Log2FC FDR Log2FC FDR | Descripcion
Clecde 9.7 0.00 13.7 0.00 | C-type lectin domain family 4, member e
Ccrl 8.1 0.00 13.5 0.00 chemokine (C-C motif) receptor 1
Cd300Ib 8.8 0.00 12.3 0.00 | CD300 molecule like family member B
Cd86 7.0 0.00 13.2 0.00 CD86 antigen
4930438A08Rik 9.8 0.00 10.2 0.00 RIKEN cDNA 4930438A08 gene
Gm34589 10.4 0.00 9.5 0.00 | predicted gene, 34589
Fut?7 9.7 0.00 9.2 0.00 | fucosyltransferase 7
Fabp4 7.1 0.00 11.7 0.00 fatty acid binding protein 4, adipocyte
Tmem236 9.3 0.00 9.3 0.00 | transmembrane protein 236

leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (with
Lilrab 6.5 0.00 11.6 0.00 | TM domain), member 6
Ncrl 6.4 0.02 11.0 0.00 | natural cytotoxicity triggering receptor 1
Cxcr2 4.9 0.00 12.4 0.00 chemokine (C-X-C motif) receptor 2
Hk3 4.9 0.01 12.2 0.00 | hexokinase 3
Ptprc 1.7 0.00 15.4 0.00 protein tyrosine phosphatase, receptor type, C
Retnlg 4.4 0.00 12.6 0.00 resistin like gamma
Tfec 8.5 0.02 8.6 0.00 transcription factor EC
Tmem182 10.0 0.00 6.8 0.00 | transmembrane protein 182
Spic 7.7 0.03 9.1 0.00 | Spi-C transcription factor (Spi-1/PU.1 related)
Ms4a6b 2.2 0.00 14.3 0.00 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 6B
Slamf7 4.6 0.02 11.6 0.00 | SLAM family member 7

357



Anexo 2: Tablas y datos suplementarios

Ms4da2 5.6 0.02 10.5 0.00 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 2

Hp 1.8 0.00 14.2 0.00 | haptoglobin

Cds4a 2.0 0.01 14.0 0.00 CD84 antigen

Ifi209 1.5 0.03 14.2 0.00 | interferon activated gene 209

Sirpblb 5.6 0.01 10.2 0.00 | signal-regulatory protein beta 1B

Gpr65 3.7 0.03 11.9 0.00 | G-protein coupled receptor 65

Csf3r 2.9 0.03 12.6 0.00 colony stimulating factor 3 receptor (granulocyte)

Tlr2 2.8 0.05 12.5 0.00 | toll-like receptor 2

Gm5086 6.9 0.04 8.2 0.02 | predicted gene 5086

Igsf6 3.8 0.00 11.2 0.00 | immunoglobulin superfamily, member 6

Osm 3.9 0.02 11.1 0.00 oncostatin M

Oas2 7.3 0.05 7.7 0.01 | 2'-5'oligoadenylate synthetase 2
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (lym-

Ptpn22 6.8 0.02 8.0 0.00 phoid)

Alox5 3.1 0.03 11.2 0.00 | arachidonate 5-lipoxygenase

Naip6 8.4 0.02 5.8 0.03 NLR family, apoptosis inhibitory protein 6

Slfinl 6.0 0.00 7.9 0.00 | schlafen 1

Inpp4b 2.9 0.01 10.8 0.00 | inositol polyphosphate-4-phosphatase, type ||

Aoah 7.1 0.02 6.0 0.00 | acyloxyacyl hydrolase

Sox7 6.2 0.04 6.8 0.02 SRY (sex determining region Y)-box 7

Nostrin 6.4 0.01 6.5 0.00 | nitric oxide synthase trafficker

ltgh2 2.5 0.00 10.0 0.00 | integrin beta 2

Dpp4 5.5 0.00 6.9 0.00 dipeptidylpeptidase 4

Ifi207 3.6 0.00 8.6 0.00 interferon activated gene 207

Ms4ada 5.1 0.02 7.1 0.00 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 4A
leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B, mem-

Lilrdb 4.2 0.00 7.7 0.00 | ber4B

Plac8 2.8 0.00 9.1 0.00 placenta-specific 8

l11b 3.0 0.00 8.4 0.00 | interleukin 1 beta

Was 7.2 0.02 4.2 0.05 | Wiskott-Aldrich syndrome

Ifi203 1.8 0.00 9.3 0.00 | interferon activated gene 203

Selplg 1.6 0.02 9.3 0.00 selectin, platelet (p-selectin) ligand

Lcn2 3.9 0.00 6.6 0.00 lipocalin 2

5430427019Rik 4.1 0.02 6.1 0.00 | RIKEN cDNA 5430427019 gene

Dok2 4.1 0.02 6.1 0.00 docking protein 2

Pglyrpl 3.4 0.00 6.6 0.00 | peptidoglycan recognition protein 1

Cd53 1.4 0.00 8.4 0.00 | CD53 antigen

Mmp9 3.7 0.00 6.0 0.00 matrix metallopeptidase 9
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Atp13a5 5.9 0.00 3.7 0.00 | ATPase type 13A5

Filip1l 2.7 0.00 6.7 0.00 | filamin A interacting protein 1-like
Klhl6 2.4 0.04 6.6 0.00 | kelch-like 6

Slpi 3.6 0.00 5.2 0.00 | secretory leukocyte peptidase inhibitor
Ly6a2 3.7 0.00 4.8 0.00 | lymphocyte antigen 6 complex, locus A2
Myolf 3.6 0.00 4.7 0.00 myosin IF

ltgam 3.5 0.02 4.7 0.00 integrin alpha M

Rac2 1.5 0.01 6.4 0.00 | Rac family small GTPase 2

Ccle 2.1 0.00 5.4 0.00 chemokine (C-C motif) ligand 6
Laptm5 1.5 0.00 6.1 0.00 lysosomal-associated protein transmembrane 5
Arhgdib 1.9 0.00 5.5 0.00 | Rho, GDP dissociation inhibitor (GDI) beta
Ly6c2 2.4 0.00 5.0 0.00 lymphocyte antigen 6 complex, locus C2
Stab1l 2.4 0.01 4.8 0.00 | stabilin 1

Gucylbl 2.6 0.01 4.7 0.00 | guanylate cyclase 1, soluble, beta 1
Prtn3 3.7 0.02 3.4 0.01 | proteinase 3

Slfn2 2.2 0.01 4.8 0.00 | schlafen 2

Cyyrl 2.5 0.02 4.3 0.00 | cysteine and tyrosine-rich protein 1
Adgrla 2.1 0.00 4.4 0.00 | adhesion G protein-coupled receptor L4
Lrgl 2.8 0.00 3.6 0.00 | leucine-rich alpha-2-glycoprotein 1
Vsir 1.5 0.04 4.9 0.00 V-set immunoregulatory receptor
Gucylal 2.0 0.00 4.3 0.00 | guanylate cyclase 1, soluble, alpha 1
Pirb 3.0 0.02 2.9 0.00 paired Ig-like receptor B

Fes 2.5 0.02 3.1 0.00 feline sarcoma oncogene

Anxal 1.1 0.03 4.5 0.00 | annexin Al

Plek 2.4 0.00 3.1 0.00 | pleckstrin

Uvssa 2.3 0.04 3.0 0.00 UV stimulated scaffold protein A

Plvap 1.6 0.03 2.9 0.00 plasmalemma vesicle associated protein
Unc93b1 1.2 0.04 3.3 0.00 | unc-93 homolog B1, TLR signaling regulator
Eng 1.4 0.02 3.0 0.00 | endoglin

Desi2 2.2 0.05 1.8 0.03 | desumoylating isopeptidase 2

Jcad 1.6 0.01 2.2 0.00 junctional cadherin 5 associated

Cnn2 1.3 0.04 2.2 0.00 | calponin 2

Tabla 7. Resultados obtenidos tras el andlisis de expresion diferencial para las poblaciones EYFP+ e IB4+
(referente a la seccion 4.2.3 de los resultados). Genes enriquecidos en la poblacion EYFP+ y IB4+. Se
indica el Log2FCy FDR (False Discovery rate) obtenidos tras la comparacion en parejas con las otras dos
poblaciones restantes. El criterio para considerar un gen sobre expresados es de Log2FC>1 y FDR<0.05.
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Los resultados para IB4+ estan divididas segun si los genes obtenidos tienen un origen neuronal o inespe-

cifico (no neuronal ni glial).

Genes

alterados Log2FC

(comun)

Gen DN 1B4+ EYFP+ Descripcion

Cdtl -1.7 35 3.5 Inespecif. | chromatin licensing and DNA replication factor 1
Mfsd7a 10.6 3.3 2.5 Inespecif. | major facilitator superfamily domain containing 7A
Zfat 8.4 3.0 3.9 Inespecif. | zinc finger and AT hook domain containing
D16Ertd472e 6.0 2.4 8.1 Inespecif. | DNA segment, Chr 16, ERATO Doi 472, expressed
Tmc4 4.0 2.3 2.8 Inespecif. | transmembrane channel-like gene family 4

Sardh 2.7 2.1 3.0 Inespecif. | sarcosine dehydrogenase

Tonsl -1.6 -1.8 1.7 Inespecif. | tonsoku-like, DNA repair protein

Cnksr2 2.3 -2.0 1.5 Inespecif. | connector enhancer of kinase suppressor of Ras 2
Zfp119a 7.4 -2.0 2.3 Inespecif. | zinc finger protein 119a

2200002D01Rik |3.9 -2.8 3.9 Inespecif. | RIKEN cDNA 2200002D01 gene

Bicra 1.7 3.0 2.7 Inespecif. Si:tD:dir’;trzt;i?:‘ing chromatin remodeling complex asso-
Sncaip 3.1 -3.8 3.9 Inespecif. | synuclein, alpha interacting protein (synphilin)
Hbb-b1l -16.9 -12.7 -11.9 Inespecif. | hemoglobin, beta adult major chain

Grik2 7.1 2.2 1.8 Neuronal | glutamate receptor, ionotropic, kainate 2 (beta 2)
Slc16a12 2.2 1.1 1.3 N— s’;c:)lrutteersc)?rmri:;:‘;r;illyzle (monocarboxylic acid trans-
Zrsrl 13 1.3 1.7 NN izr:r;;:irr;?:i;fﬁf:ltype), RNA binding motif and ser-
Mobp 2.1 -3.1 22.3 Neuronal | myelin-associated oligodendrocytic basic protein
Dcaf15 3.3 -3.2 -2.5 Neuronal | DDB1 and CUL4 associated factor 15

S100a8 -3.6 -3.6 -3.2 Neuronal | $100 calcium binding protein A8 (calgranulin A)
Hba-a2 -10.9 -3.8 -34 Neuronal | hemoglobin alpha, adult chain 2

Hba-al -12.4 -7.4 -5.9 Neuronal | hemoglobin alpha, adult chain 1

H2-Ab1l -2.7 -1.5 -3.5 Mo histocompatibility 2, class Il antigen A, beta 1
care 22 17 |58 |w | Sl i
H2-Aa -1.9 -1.8 -6.7 Mo histocompatibility 2, class Il antigen A, alpha
Fam180a 57 12.4 4.2 Glia family with sequence similarity 180, member A
Mettl24 2.0 57 -1.0 Glia methyltransferase like 24

Ltbp2 76 45 3.2 Glia Itaeticra]nzt transforming growth factor beta binding pro-
Col12al 2.3 4.0 -2.1 Glia collagen, type XIl, alpha 1

Ajuba 5.0 3.7 -3.7 Glia ajuba LIM protein

Aspn 2.2 1.5 -1.1 Glia asporin
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Pcdh18 2.4 -1.1 2.1 Glia protocadherin 18

Genes

alterados

(especif.) Log2FC

Gen DN 1B4+ EYFP+ Descripcion

Ddx3y 86.8 Neuronal | DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, Y-linked

. eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 3,
Eif2s3y 82.6 Neuronal structural gene Y-linked
.| ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat

Uty 45.7 Inespecif. gene, Y chromosome

Dpp4 11.8 Inespecif. | dipeptidylpeptidase 4

Nostrin 11.7 Inespecif. | nitric oxide synthase trafficker

Gm973 11.5 Glia predicted gene 973

Gdfi10 11.4 Glia growth differentiation factor 10

Thbs4 11.4 Glia thrombospondin 4

Capn6 11.3 Glia calpain 6
ST6 (alpha-N-acetyl-neuraminyl-2,3-beta-galactosyl-

Stégalnac2 11.2 Inespecif. | 1,3)-N-acetylgalactosaminide alpha-2,6-sialyltransfe-
rase 2

Nnmt 11.2 Inespecif. | nicotinamide N-methyltransferase

Trabd2b 11.0 Inespecif. | TraB domain containing 2B

Ttc22 10.9 Neuronal | tetratricopeptide repeat domain 22

Slc2a9 10.9 Inespecif. solute carrier family 2 (facilitated glucose trans-
porter), member 9

Aldhla2 10.8 Glia aldehyde dehydrogenase family 1, subfamily A2

Myzap 10.8 Inespecif. | myocardial zonula adherens protein

Cyp2el 10.8 Inespecif. | cytochrome P450, family 2, subfamily e, polypeptide 1

Npr3 10.7 Glia natriuretic peptide receptor 3

Vnnl 10.7 Glia vanin 1

Alox12b 10.6 Inespecif. | arachidonate 12-lipoxygenase, 12R type

Gypa -13.4 Neuronal | glycophorin A

Trim10 -13.2 Neuronal | tripartite motif-containing 10

Apolllb -12.5 Neuronal | apolipoprotein L 11b

Slc38a5 -11.5 Inespecif. | solute carrier family 38, member 5

KIf1 -11.4 Inespecif. | Kruppel-like factor 1 (erythroid)

l1b -10.5 Inespecif. | interleukin 1 beta

Sicaal 71 BN solute carrier family 4 (anion exchanger), mem-
ber 1

Zfp558 -5.7 Inespecif. | zinc finger protein 558

Tent5c -5.7 Inespecif. | terminal nucleotidyltransferase 5C
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Grap2 -5.0 Inespecif. | GRB2-related adaptor protein 2

Nfe2 -4.4 Inespecif. | nuclear factor, erythroid derived 2

Ube2c -4.4 Neuronal | ubiquitin-conjugating enzyme E2C

Ltf -4.4 Glia lactotransferrin

Ngp -4.2 Glia neutrophilic granule protein

Fvl -4.2 Neuronal | Friend virus susceptibility 1

Tbxas1 -4.2 Inespecif. | thromboxane A synthase 1, platelet

Mrgprb4 -4.2 Neuronal | MAS-related GPR, member B4

Ncfl -4.1 Glia neutrophil cytosolic factor 1

Gm28729 -4.0 Inespecif. | predicted gene 28729

Rho 4.0 Neuronal | ras homolog family member D

TxInb 11.4 Inespecif. | taxilin beta

Tnfrsf13c 10.8 Inespecif. tll.;Tor necrosis factor receptor superfamily, member
101
6430550D23Rik 10.1 Inespecif. | RIKEN cDNA 6430550D23 gene

Nmnat3 9.9 Inespecif. | nicotinamide nucleotide adenylyltransferase 3
Heph 9.9 Glia hephaestin

Casq2 9.7 Glia calsequestrin 2

Fgfla 9.7 Inespecif. | fibroblast growth factor 14

Cdh7 95 Neuronal | cadherin 20

Cubn 8.7 Glia cubilin (intrinsic factor-cobalamin receptor)

cdie3 8.6 Glia CD163 antigen

Cngbl 8.6 Neuronal | cyclic nucleotide gated channel beta 1

Dmpl 8.5 Glia dentin matrix protein 1

Pilrb1 8.4 Inespecif. | paired immunoglobin-like type 2 receptor beta 1
Col4as 8.0 Glia collagen, type IV, alpha 5

AW146154 7.6 Inespecif. | expressed sequence AW146154

Nat8f4 76 Inespecif. E-acetyltransferase 8 (GCN5-related) family member
Armcx4 7.4 Neuronal | armadillo repeat containing, X-linked 4

Dppa2 7.4 Inespecif. | developmental pluripotency associated 2

Xkra 7.4 Inespecif. | X-linked Kx blood group related 4

Wdr86 -21.6 Glia WD repeat domain 86

Myh8 14.7 Glia ;T;?/osin, heavy polypeptide 8, skeletal muscle, perina-
Ltb -12.5 Inespecif. | lymphotoxin B

Bhlhe22 -11.5 Glia basic helix-loop-helix family, member e22

Gent7 -11.5 Inespecif. | glucosaminyl (N-acetyl) transferase family member 7
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Sdcbp2 -11.4 Inespecif. | trafficking protein particle complex 4

Npas2 -10.7 Neuronal | neuronal PAS domain protein 2

Arntl -10.4 Inespecif. | aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like

Piezol -10.0 . i)lezo—type mechanosensitive ion channel component

Acapl 97 Inespecif. ArfFSAP with coiled-coil, ankyrin repeat and PH do-
mains 1

Itgae 95 Th17 integrin alpha E, epithelial-associated

Zfp607a 9.5 Inespecif. | zinc finger protein 607A

Fancd2 93 Inespecif. | Fanconi anemia, complementation group D2

StyxI1 9.2 Glia serine/threonine/tyrosine interacting-like 1

Trim6 -9.0 Neuronal | tripartite motif-containing 6

Plppr5 -8.9 Inespecif. | phospholipid phosphatase related 5

BInk -89 Inespecif. | B cell linker

9630028I04Rik -8.9 Inespecif. | RIKEN cDNA 9630028104 gene

Piwil2 -8.8 Inespecif. | piwi-like RNA-mediated gene silencing 2

Ager -85 Inespecif. | advanced glycosylation end product-specific receptor

Gbp5 9.4 Inespecif. | guanylate binding protein 5

Slc16a10 93 Inespecif. solute carrier family 16 (monocarboxylic acid trans-
porters), member 10

Ramp3 8.9 Glia receptor (calcitonin) activity modifying protein 3

Lspl 8.8 Inespecif. | lymphocyte specific 1

Actrt3 8.8 Inespecif. | actin related protein T3

Taslrl 8.6 Neuronal | taste receptor, type 1, member 1

Nek2 85 Inespecif. NIMA (never in mitosis gene a)-related expressed ki-
nase 2

2410004P03Rik 8.1 Inespecif. | RIKEN cDNA 2410004P03 gene

BC034090 8.0 Glia cDNA sequence BC034090

Spag5 7.7 Inespecif. | sperm associated antigen 5

Lhx6 7.7 Inespecif. | LIM homeobox protein 6

Stap2 7.6 Inespecif. | signal transducing adaptor family member 2

Ccbel 7.5 Glia collagen and calcium binding EGF domains 1

5930430L01Rik 7.5 Inespecif. | RIKEN cDNA 5930430L01 gene

s transient receptor potential cation channel, subfamil
Trpm6 7.3 nal/ 5 ¥
Inmune M, member 6

Bdh2 7.3 Glia 3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 2

Shcbpl 7.0 Inespecif. | Shc SH2-domain binding protein 1

Secl 6.7 Inespecif. | secretory blood group 1

Mfsd13b 6.7 Inespecif. | major facilitator superfamily domain containing 13B

Serpinblc 6.7 Glia serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, mem-
ber 1c

Hepacam2 -7.4 Glia HEPACAM family member 2
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fit1bl2 52 Inespecif. re'caetr:elrgrl}li(zdzuced protein with tetratricopeptide re-
Rdh12 -4.9 Inespecif. | retinol dehydrogenase 12

Fcerlg 4.3 Glia Fc receptor, IgE, high affinity I, gamma polypeptide
Gm9920 4.1 Inespecif. | predicted gene 9920

Shroom4 -4.0 Inespecif. | shroom family member 4

Csfir -3.9 Glia colony stimulating factor 1 receptor

Myl2 -3.8 Inespecif. | myosin, light polypeptide 2, regulatory, cardiac, slow
Gm11762 -3.7 Inespecif. | predicted gene 11762

Ldocl -3.7 Glia regulator of NFKB signaling

Zfp850 -3.6 Inespecif. | zinc finger protein 850

Gm5868 -3.5 Inespecif. | predicted gene 5868

2810408A11Rik -34 Inespecif. | RIKEN cDNA 2810408A11 gene

BC049762 -3.1 Inespecif. | cDNA sequence BC049762

Flaccl -2.9 Inespecif. | flagellum associated containing coiled-coil domains 1
Bbofl -2.8 Inespecif. | basal body orientation factor 1

Fbxo40 -2.6 Neuronal | F-box protein 40

Slc5al 25 N— ;(Z:ftzfa;réi:gzrﬂly 5 (sodium/glucose cotrans-
Upkla -2.5 Inespecif. | uroplakin 1A

Cdh3 -2.4 Glia cadherin 3

Tabla 8. Resultados obtenidos tras el analisis de expresion diferencial en modelo neuropatico por in-

duccidn con oxaliplatino (referente a la seccién 4.4.4). Genes alterados en la condicién de oxaliplatino

para las poblaciones TRPM8+, IB4+ y DN. Se indica el Log2FC obtenidos tras la comparacién con su res-

pectivo control en los genes diferencialmente expresados con un [Log2FC[>1 y FDR<0.05. El color indica

si estd infraexpresado (rojo) o sobreexpresado (verde) en la condicion de oxaliplatino. Se indica ademas

si los genes obtenidos tienen un origen neuronal, insepecifico, glial o imnune (“Th1” o “Th17” para linfo-

citos T o derivados de macrdfago, “Md”). Las tablas estan divididas segun si los genes obtenidos estan

diferencialmente expresados en todas las poblaciones (comunes), sélo en una de las tres estudiadas (es-

pecificos, sélo se incluyen los 40 mejores genes en cada tabla seglin su unidad de expresidn).
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