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Listado de abreviaturas

AIF: neuronas de alta intensidad de fluorescencia.
AT: células amplificadoras transitorias.

ATP: adenosin trifosfato.

BIF: neuronas de baja intensidad de fluorescencia.
BSA: albumina de suero bovino.

CGRP: péptido relacionado con el gen de la calcitonina.
CH: ConvexHull.

DAB: hidrato de tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobencidina.
DAPI: 4’,6-diamino-2-fenilindol.

DF: dimension fractal.

DG: degeneracion Walleriana.

DW: degeneracion Walleriana.

EDTA: acido etilendiaminotetraacético.

EGFP: enhanced green fluorescent protein.

EYFP: enhanced yellow fluorescent protein.

FSB: fibra subbasal.

GAP43: grow associated protein 43.

GR: ganglio raquideo.

GS-1B.: Griffonia simplicifolia isolectina Ba.

GT: ganglio trigémino.

HB-LT: high background-low threshold.

IRES: sitio de entrada al ribosoma.

LB-HT: low background-high threshold.

MEC: matriz extracelular.

NAD+*: nicotinamida adenina dinucleétido.

NF200: neurofilamento 200.

NGF: factor de crecimiento nervioso.

NMNAT?2: nicotinamida mononucleé6tido adenililtransferasa 2.
PBS-X: tampo6n fosfato salino con Triton X-100.
PBS: tampo6n fosfato salino.

RAG: genes asociados a la regeneracion.

ROI: regiones de interés.

SARM1: sterile-a and Toll/interleukin 1 receptor motif containing protein 1.
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SB: suero de bloqueo.

SB: suero de bloqueo.

SC: suero de cabra.

SP: sustancia P.

TN: terminaciones nerviosas.

TrkA: receptor quinasa A de la tropomiosina.

TRP: transient receptor potential.

TRPA1: receptor de potencial transitorio de la subfamilia anquirina 1.
TRPMS8: receptor de potencial transitorio de la subfamilia melastatina 8.

TRPV1: receptor de potencial transitorio de la subfamilia vaniloide 1.
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Resumen

Las terminaciones nerviosas periféricas de las neuronas somatosensoriales
primarias que inervan la piel y las mucosas son las estructuras neurales clave en la
deteccidny codificacion de las caracteristicas fisicas y/o quimicas de los estimulos externos,
que son transformadas en sefiales eléctricas y enviadas al sistema nervioso central,
generandose sensaciones conscientes de tacto, calor, frio o dolor. La informacién sensorial
que genera cada tipo de terminacién nerviosa viene determinada por la variedad y las
caracteristicas especificas de los canales i6nicos implicados en la transducciéon y
codificacién del estimulo que contienen. Asi, los canales i6bnicos TRPM8 o Piezo2 son
responsables del potencial de receptor en respuesta a descensos de la temperatura
ambiental y fuerzas mecanicas, respectivamente. Igualmente, otros canales idnicos
dependientes de voltaje, como Nav, Cav y Kv, participan en la generacion de los potenciales

de accion propagados.

El conocimiento actual de los canales i6nicos de las neuronas somatosensoriales
primarias proviene en gran medida de los experimentos realizados in vitro en el soma de la
neurona y no en la terminacién nerviosa, lo que no refleja las condiciones en el organismo
completo. Las evidentes diferencias morfolégicas entre el soma y las terminaciones
nerviosas periféricas podrian explicar que la codificacibn de los estimulos
somatosensoriales también sea diferente. Debido a esto, resulta imperativo obtener un

conocimiento mas detallado de la morfologia de las terminaciones nerviosas.

Gracias a su transparencia y alta densidad en nervios sensoriales, la cornea supone
un excelente modelo experimental para la identificacién de diferentes canales idénicos y la
caracterizacion morfométrica dinamica de la inervacion somatosensorial, tanto en
condiciones fisiolégicas como durante la degeneracién y regeneraciéon que acontece a la

lesion.
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Por un lado, en este trabajo se realizaron procedimientos inmunohistoquimicos en
corneas de ratones adultos, que permitieron la identificacién de Piezo2Z y Nav1.8 en
terminaciones nerviosas periféricas de neuronas trigeminales nociceptoras. También se
realizd la caracterizacién morfolégica de las fibras sensoriales que expresan TRPMS,
principal transductor de las neuronas termorreceptoras de frio, en el ratén Trpm8BAC-EYFP,
que expresa la proteina fluorescente EYFP bajo el promotor del gen Trpm8. En paralelo, se
caracteriz6 el patréon de expresién molecular de estas neuronas, esencial para determinar
si poseen un fenotipo tipico de neuronas nociceptoras. Se identificaron dos subpoblaciones
de neuronas TRPM8+ en base su nivel de expresion, tanto al estudiar los somas en el ganglio
trigémino como las fibras nerviosas que inervan la cérnea. En dichas neuronas, se hall6 la
expresién de marcadores moleculares propios de los nociceptores, como son el péptido

CGRP, el receptor TrkA o los receptores purinérgicos P2X2 y P2X3.

Por otro lado, se desarroll6 un modelo experimental que permitié la monitorizacién
in vivo a lo largo del tiempo y el posterior analisis morfométrico de las fibras y de sus
terminaciones nerviosas en la cornea de ratones Trpm8BAC-EYFP adultos, tanto en
condiciones fisiol6gicas como durante la degeneracién y regeneracion tras la realizacion de

una lesion.

En condiciones fisiologicas, se observé que la mayor parte de las fibras corneales
TRPMB8-EYFP+ experimentaban cambios morfodinamicos que no suponian un crecimiento
o decrecimiento neto a lo largo de 2 semanas en lo que respecta a su longitud acumulada, al
volumen que ocupan en el epitelio corneal o a su complejidad, siendo estos cambios de
mayor magnitud en aquellas fibras localizadas en regiones centrales de la cérnea. También
se encontraron diferencias en la dindmica de remodelacion de las fibras nerviosas corneales

de ratones transgénicos que poseen una delecién genética del canal iénico TRPM8.

Los cambios morfodinamicos experimentados por las fibras nerviosas corneales

tras su lesion se estudiaron mediante dos aproximaciones experimentales. En la primera de
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ellas, se realizé una incision quirtrgica de los nervios estromales de la cornea de ratones
Trpm8BAC-EYFP vy, a continuacién, se realizd un seguimiento in vivo de los cambios
morfolégicos acontecidos durante las 3 semanas posteriores a la lesion. Se observé una
completa degeneracion nerviosa en el area lesionada, seguida de una regeneracion parcial
del conjunto de las fibras axotomizadas al final del periodo de seguimiento. Para la segunda
aproximacion, se desarrollé un nuevo modelo de lesion nerviosa muy precisa y
minimamente invasiva, basado en la fotocoagulacién con un laser de femtosegundo de
fibras nerviosas individuales TRPM8-EYFP y en su posterior monitorizacion y analisis de
los cambios morfodinamicos experimentados durante su regeneracion. Se encontro que las
fibras axotomizadas regeneraban parcialmente, mientras que sus terminaciones nerviosas

lo hacian rapidamente y de manera completa.

Ademas, se estudid el papel de la proteina SARM1, esencial en la activacion del
proceso de degeneracion Walleriana, durante la degeneracion y regeneracion, tras la lesion
de los nervios periféricos en el ratén adulto. Hasta la fecha se desconoce la implicacién de
SARM1 en la regeneraciéon de los axones periféricos. Con el propdsito de definir su
contribucidn, se generaron ratones Trpm8BAC-EYFP nulos para la expresion de SARM1, en
los que se monitorizé la degeneracién de la porcion distal y la regeneracion de la porcion
proximal tras la realizacién de la lesiéon. Se observé un retraso en la degeneracion de la
porcidn distal en el raton knockout para SARM1, mientras que no se observaron diferencias
en la dinamica de regeneracion entre el raton control y el ratén knockout. Estos resultados
confirman que SARM1 es un mecanismo molecular intrinseco y especifico parala activacion
de la degeneracion Walleriana y, ademas, sugieren que SARM1 no afecta al proceso de
regeneracion intrinseca de las fibras nerviosas corneales, lo que apoyaria el uso de una
inhibicion de SARM1 como posible estrategia terapéutica para el tratamiento de

enfermedades neurodegenerativas periféricas.
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Abstract

The peripheral nerve endings from primary somatosensory neurons that innervate
the skin and mucosa are key neural structures to detect and encode the features of the
physical and chemical external stimuli and convert it into electrical signals, which are sent
to the central nervous system, where conscious sensations such as touch, heat, cold and pain
are generated. The sensory information that is generated from a nerve ending is determined
by the range and specific characteristics of the ion channels involved in stimulus
transduction and encoding. Thereby, TRPM8 and Piezo2 channels are responsible for the
receptor potential in response to decreasing external temperature and mechanical forces,
respectively. Furthermore, nerve endings are endowed of voltage-gated ion channels such

as Nav, Cav and Kv, that are involved in the generation of the propagated action potential.

Most of the current knowledge about ion channels of the primary somatosensory
neurons come from in vitro experiments at the soma of the neuron but not at their nerve
endings, which does not reflect the physiological conditions of the whole organism. The
clear morphological differences between the soma and peripheral nerve endings could
explain why the encoding of somatosensory stimuli is also different between them.
Therefore, it is essential to obtain an in-depth understanding of the morphological

complexity of the nerve endings.

Due to its transparency and high nerve density, the cornea is an excellent
experimental model to perform ion channels’ identification and morphometric analysis of
somatosensory innervation, both under physiological conditions, and during regeneration

and degeneration processes after injury.

In this work, on the one hand, immunohistochemical procedures were performed
on the corneas from adult mice that allowed the identification of Piezo2 and Nav1.8 ion

channels at peripheral nerve endings of nociceptive trigeminal neurons. Additionally, a
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morphological characterization of sensory nerves expressing TRPM8, which is the main
molecular transducer of cold thermoreceptor neurons, was also performed by using
Trpm8BAC-EYFP transgenic mice, that expresses the fluorescent protein EYFP under the
control of the Trpm8 promoter. In parallel, the molecular pattern of cold trigeminal neurons
was studied to determine if these neurons have a typical pattern of nociceptive neurons.
Two populations of cold thermoreceptor neurons were identified in both, trigeminal
ganglion neurons and at nerve fibers that innervate the cornea. Moreover, expression of
typical molecular markers of nociceptors such as CGRP, TrkA receptor, P2X2 and P2X3

purinergic receptors was detected.

On the other hand, an experimental model that allowed the in vivo monitoring over
time and subsequent morphometric analysis of the nerve fibers and their endings on the
cornea of the adult Trpm8BAC-EYFP mouse was developed, both under physiological

conditions, and during regeneration and degeneration processes after injury.

Under physiological conditions, most TRPMS8-EYFP corneal nerve fibers
experienced continuous morphodynamic changes, which did not involve a net increase or
decrease in its total length, occupied volume in the epithelium or complexity over the 2
weeks of study. These morphodynamic changes were more prominent in those fibers
located at central areas of the cornea. Furthermore, the remodeling dynamic of corneal

nerve fibers in TRPM8 knock-out mice was also different from control mice.

The morphodynamic changes experienced by corneal nerve fibers after injury were
studied by using two experimental approaches. At first, a surgical transection of the stromal
nerves was performed in Trpm8BAC-EYFP mice. The morphological changes experienced by
the corneal nerves were monitored in vivo for 3 weeks after injury. A complete nerve
degeneration was observed in the injured area followed by a partial regeneration of the
axotomized corneal nerve fibers at the end of the study period. Also, a new highly accurate

and minimally invasive nerve injury model was developed in which single TRPM8-EYFP
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nerve fibers were photo-ablated by using a femtosecond laser. The morphodynamic
changes that they experienced during regeneration were subsequently monitored and
analyzed. It was observed that regeneration of the axotomized nerve fibers was partial

while their nerve endings rapidly and completely regenerated.

Additionally, the role of SARM1 in the degeneration and regeneration processes of
the peripheral nerves in vivo was studied in the adult mouse. SARM1 is essential for
Wallerian degeneration of the peripheral nerves after injury, but its role in regeneration
process remains unknown. To define the contribution of SARM1 in both processes, SARM1
knock-out mice were generated. In these mice, after laser-induced axotomy, the
degeneration of the distal stump and the regeneration of the proximal stump were
monitored over 2 weeks. A delayed degeneration of the distal stump was observed in
SARM1 knock-out mice, while the regeneration dynamic was not different from Trpm8BAc-
EYFP control mice. These results confirm in vivo that SARM1 is an intrinsic molecular
mechanism of Wallerian degeneration and suggest that SARM1 is not involved in the
intrinsic regeneration of the corneal nerve fibers. Taken together, the results might support
the inhibition of SARM1 as a therapeutic strategy for the treatment of peripheral
neurodegenerative diseases without the undesired affectation of peripheral axon

regeneration.
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1. Introduccion




1.1. La cornea.

La cornea es la estructura mas externa del ojo junto con la esclera, y ambas
constituyen una tunica fibrosa en contacto directo con el medio ambiente, que proporciona
integridad estructural al globo ocular. También actiian como primera barrera protectora de
los elementos mas internos del ojo frente a agentes infecciosos y traumatismos fisicos y/o
quimicos. La cérnea estd formada por tejido conectivo avascular, altamente organizado para
facilitar la transmision de la luz. Esto, junto con las propiedades fisiolégicas de sus
componentes celulares convierten a la cornea en una estructura transparente con elevado

poder refractivo (Dawson et al., 2011; DelMonte & Kim, 2011).

1.1.1. Morfologia corneal.

La cérnea humana tiene un grosor de 540 a 700 pum, siendo mas estrecha en la zona
central (Dawson et al,, 2011; H. F. Li et al,, 1997) y un didmetro horizontal de 11.5-12.0 mm
aproximadamente (Riifer et al., 2005). Posee una geometria asférica, con un apice central
de mayor curvatura, que se va aplanando gradualmente hacia la periferia y que posibilita la
refraccion de la luz hacia el resto de estructuras visuales (Figura 1.1) (Dawson et al., 2011;

Wolff et al.,, 1997).

La cérnea estd organizada en 5 capas: epitelio, capa de Bowman, estroma,
membrana de Descemet y endotelio (Figura 1.1); cada una de ellas tiene unas caracteristicas
estructurales y funcionales especificas. Esta configuracién anatémica es comun para las
diferentes especies animales aunque entre ellas existen diferencias en el espesor de las
capas corneales (Almubrad & Akhtar, 2012; Cafaro et al., 2009; Hayashi et al., 2002;

Henriksson et al., 2009; Ledbetter & Scarlett, 2009; Reichard et al., 2010; Whitear, 1960).
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Figura 1.1. Ilustracion de las principales estructuras del ojo humano y de la cornea.

A. Dibujo de la seccidn transversal del ojo humano con una ampliacién de la cérnea y sus diferentes
capas. B. Seccion histologica de la cornea tefiida con azul de toluidina. Figura modificada de Dawson
etal.,, 2011.

1.1.1.1. Epitelio corneal.

La superficie corneal estd cubierta por un epitelio escamoso estratificado no
queratinizado de unos 50 pm de grosor (Figura 1.1B y 1.2) (Dawson et al., 2011; Fabiani et
al, 2009; H. F. Li et al,, 1997). Este estd compuesto por 4-6 capas de células que se

diferencian a partir de una monocapa de células basales.
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Figura 1.2. Estructura del epitelio corneal.

A. Micrografia electronica de transmision de la zona central del epitelio. Las letras maytsculas
sefalan las células basales (B), las aladas (A) y las escamosas (E). B. Representacion esquematica de
las diferentes capas epiteliales y de las uniones célula-célula. Figura modificada de Dawson et al.,
2011.

Las células basales forman una monocapa de células columnares, responsables de
secretar la lamina basal subyacente, compuesta principalmente por fibrillas de colageno
tipo 1V, laminina, heparan sulfato y fibronectina. Estan conectadas entre si a través de
desmosomas y uniones comunicantes, y se anclan a la membrana basal por medio de los
hemidesmosomas (Figura 1.2) (Dawson et al., 2011; DelMonte & Kim, 2011; Dohlman,
1971). Son las Unicas células epiteliales corneales que tienen capacidad de divisiéon mitética
y estan renovandose continuamente. Estas células se diferencian en células aladas, que se
organizan en 2-3 capas por encima de las basales. Las células aladas se unen entre si y con
sus vecinas a través de desmosomas y de uniones comunicantes (Figura 1.2) (Dawson et al.,
2011; DelMonte & Kim, 2011). Finalmente, las células aladas se diferencian distalmente en
2-3 capas de células escamosas, que representan el estado de transicion entre la capa de
células basales y las capas de células superficiales. Las células escamosas son las mas

superficiales y diferenciadas del epitelio corneal, con una morfologia poligonal aplanada
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(Figura 1.2) (Dawson et al., 2011; DelMonte & Kim, 2011). En su superficie apical poseen
microvellosidades cubiertas por una fina capa de glicocalix que aumenta el area de contacto
con la capa de mucinas de la pelicula lagrimal que recubre el epitelio, de forma que
contribuye al mantenimiento de la humectabilidad de la cérnea. Estan unidas entre si
mediante uniones estrechas, que les confieren una elevada resistencia a los agentes
externos (toxinas, microorganismos patdgenos, ...) y una baja permeabilidad a los iones y
fluidos de la pelicula lagrimal en contacto con ellas (Dawson et al., 2011; DelMonte & Kim,

2011).

El epitelio corneal es una estructura altamente dinamica, debido a que sus células
se estan renovando continuamente. Se estima que la capa de células epiteliales tiene una
tasa de renovacion de 7-10 dias (Hanna et al,, 1961). Existe un delicado equilibrio entre la
descamacion de las células superficiales de la cérnea y la proliferacién de nuevas células,
que es critico para el mantenimiento de la homeostasis epitelial (Dawson et al., 2011; Hanna
& O’brien, 1960). Por un lado, tiene lugar un proceso de proliferacién y migracion vertical
por el cual las células basales del epitelio, con capacidad mitética, se dividen en células
aladas, que van migrando hacia la superficie y diferencidndose, hasta convertirse finalmente
en células escamosas, que se acaban desprendiendo de la cérnea. En paralelo, ocurre un
proceso de proliferaciéon y migracion horizontal. En él, las células madre del limbo producen
células amplificadoras transitorias (AT), que migran de manera centripeta desde la periferia
de la cérnea hasta el centro. Las células AT tienen una elevada capacidad de proliferacion
mixta, es decir, son capaces de producir células basales epiteliales y células aladas. Sin
embargo, su capacidad proliferativa acaba cuando han alcanzado el centro de la cérnea,
convirtiéndose en células basales epiteliales (Dawson et al., 2011). Estos procesos fueron
descritos formalmente en la década de los ochenta en la llamada hipétesis XYZ, en la que X
es la proliferacion de las células epiteliales basales (proliferaciéon vertical), Y es la
proliferacion de las células limbares (proliferaciéon horizontal) y Z es la descamacién de las

células mas superficiales (Figura 1.3) (Thoft et al., 1983).
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Figura 1.3 Proceso de renovacion de las células epiteliales corneales.
Representacion esquematica de la hipdtesis XYZ, en la que se muestra la proliferacién y migracion,
vertical y horizontal. Figura modificada de Dawson et al., 2011.

1.1.1.2. Capa de Bowman.

La capa de Bowman es un condensado acelular de 15-18 pm de grosor (H. F. Li et al,,
1997) que en humanos y otros mamiferos se encuentra entre la ldmina basal del epitelio y
el estroma (Figura 1.1) (Wilson, 2020). No obstante, hay discrepancias respecto a su
existencia en la cérnea de ratén (Hayashi et al., 2002; Wilson et al., 1996). Constituye una
capa compuesta por fibrillas de coldgeno organizadas aleatoriamente, cuyo componente
principal es el colageno tipo I, aunque también se encuentran presentes los colagenos tipo
I1I, V y XII (Wilson, 2020). Debido a su rigidez, ayuda a mantener la forma de la cérnea. Sin
embargo, su funcién fisioldgica todavia se desconoce y se hipotetiza para el coldgeno una
posible funcidn de barrera frente a la infiltraciéon de agentes patégenos, que favoreceria el

proceso de cicatrizacidn de las lesiones la corneales (Wilson & Hong, 2000).
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1.1.1.3. Estroma corneal.

El estroma corneal en humanos comprende aproximadamente el 90% del grosor de
la cérnea (~470 um) (Figura 1.1B)(Dawson et al., 2011; Espana & Birk, 2020) y varia entre
especies, teniendo un grosor aproximado de 70 pm en ratones (dos tercios del espesor de

la cérnea) (Chakravarti et al., 2000).

El estroma de la cOrnea estd compuesto principalmente por agua, matriz
extracelular (MEC) y un entramado de fibras de coldgeno y queratocitos (Figura 1.1B)
(Espana & Birk, 2020). La funcién estructural del estroma se basa principalmente en el
ensamblaje controlado de sus fibrillas de colageno tipo I y tipo V para formar estructuras
de orden superior llamadas lamelas, que se disponen entre si formando angulos rectos. Este
elevado grado de organizacién contribuye decisivamente a la transparencia y resistencia

mecanica de la cornea (DelMonte & Kim, 2011; Espana & Birk, 2020).

Las células mas abundantes del estroma son los queratocitos, que se localizan
intercalados entre las lamelas de colageno. Son células quiescentes con una morfologia
aplanada y compacta, que emiten numerosos lamelipodios citoplasmaticos (Hahnel et al,,
2000). Los queratocitos son responsables de la sintesis de los componentes de la MEC
estromal (colagenos, proteoglicanos, metaloproteasas...) (DelMonte & Kim, 2011; Espana &

Birk, 2020).

1.1.1.4. Membrana de Descemet.

La membrana de Descemet es una matriz de transicién entre el estroma posterior y
la membrana basal de endotelio (Figura 1.1) (Espana & Birk, 2020). Se caracteriza por ser
una MEC acelular compuesta por redes hexagonales de colageno tipo VIII, IV y XII (Fitch et
al, 1990; Hemmavanh et al,, 2013; Ljubimov et al., 1996; Marchant et al., 2002; Sawada et

al,, 1990). A través de esta capa, las células del endotelio emiten proyecciones que permiten
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su comunicacién funcional con los queratocitos del estroma posterior (Feneck et al., 2020;

Jeang et al., 2020).

1.1.1.5. Endotelio corneal.

El endotelio esta formado por una monocapa de células hexagonales contiguas que
recubren el estroma posterior (Figura 1.1) (DelMonte & Kim, 2011). Las células endoteliales
interaccionan y se unen entre si a través de extensas interdigitaciones laterales,
presentando en sus extremos laterales uniones estrechas y comunicantes incompletas. Ello
posibilita la difusiéon de moléculas y nutrientes esenciales, como glucosa y aminoacidos

(Dawson et al., 2011; DelMonte & Kim, 2011; Klyce, 2020).

El endotelio corneal se comporta como una barrera altamente permeable,
involucrada en el mantenimiento de la transparencia y de la deturgescencia corneal. Este
fen6meno se produce por la presencia de bombas Na*/K+-ATPasa transportadoras de iones,
en la membrana basolateral de las células endoteliales. Estas bombas generan el flujo de
iones necesario para establecer un gradiente osmdtico, que permite el movimiento pasivo
de fluidos desde el estroma (hiposmético) al humor acuoso (hiperosmético) (Dawson et al.,

2011; DelMonte & Kim, 2011; Klyce, 2020).

1.1.2. Inervacion corneal.

La cornea es uno de los tejidos mas densamente inervados del organismo y posee
inervacion auténoma y sensorial (Figura 1.4) (Marfurt et al., 1989, 1998, 2010). Su densa
red de fibras y terminaciones nerviosas corneales sirve principalmente para detectar
diferentes modalidades de estimulos externos potencialmente nocivos generando
respuestas protectoras (Belmonte et al., 2017). Ademas, la estimulacién de la inervacion
corneal inicia reflejos de lacrimacién y parpadeo necesarios para el mantenimiento de la

correcta hidratacion de la cornea (Belmonte & Gallar, 2011; Parra et al., 2010; Quallo et al,,
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2015). Cuando se producen infecciones corneales o dafios en el nervio trigémino causados
por cirugias, traumatismos o enfermedades neuroldgicas, se pueden desencadenar
alteraciones en el reflejo de parpadeo, en la calidad y cantidad de lagrimas y en la
sensibilidad corneal (Belmonte et al.,, 2017). Estas afecciones generan cominmente signos
y sintomas de neuropatias corneales. Por tanto, la integridad morfoldgica y funcional de la
inervacién corneal es esencial para el mantenimiento de una correcta homeostasis tisular

(Medeiros & Santhiago, 2020).

Adicionalmente, la inervacion corneal ejerce una significativa influencia troéfica
sobre el epitelio corneal, siendo capaz de secretar neuropéptidos que tienen un efecto
mitogénico sobre las células epiteliales (Garcia-Hirschfeld et al., 1994). Por tanto, las
deficiencias en la inervacion pueden dar lugar a defectos epiteliales persistentes, queratitis

neurotroéficas y sindrome de ojo seco entre otras patologias (Shaheen et al., 2014).

Rama Nervio
oftalmica nasociliar

NC largos

Plexo Nervio
carotideo oculomotor
Ganglio
trigémino

NC cortos s

Ganglio
ciliar

Figura 1.4. Vista medial de la érbita que muestra la inervacion sensorial y auténoma del ojo.
La rama oftalmica del ganglio trigémino se ramifica, dando lugar al nervio nasociliar que proyecta
los nervios ciliares largos y cortos hasta el ojo. La rama maxilar del trigémino da lugar al nervio
infraorbitario, que inerva parte del ojo y del parpado inferior. Las fibras simpaticas y parasimpaticas
procedentes del ganglio cervical superior y de los ganglios ciliar y pterigopalatino, respectivamente,
se unen a los nervios ciliares cortos. Figura adaptada de Belmonte et al., 2017.
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1.1.2.1. Inervacion auténoma.

La inervacion auténoma de la cérnea es muy reducida y estd compuesta por nervios
simpaticos, que provienen del ganglio cervical superior (Belmonte & Cervero, 1996;
Ivanusic et al,, 2013; Marfurt et al., 1989; Morgan et al,, 1987), y nervios parasimpaticos,
que derivan de los ganglios ciliares (Figura 1.4) (Marfurt et al., 1998). Esta presente en la
cornea de diferentes mamiferos, aunque su densidad varia entre especies (Marfurt et al.,
1989, 1998; Marfurt & Ellis, 1993; Miiller et al.,, 2003). La inervacién auténoma de la cérnea
estd implicada en la regulacion de los procesos inflamatorios y de cicatrizacion tras la lesion

corneal (Xue et al., 2018).

1.1.2.2. Inervacion sensorial.

La inervacién sensorial del ojo proviene de neuronas sensoriales primarias
localizadas en el ganglio trigémino (GT) ipsilateral, que proyectan sus axones a través de la
rama oftalmica (V1) (Figura 1.4) (De Felipe et al., 1999; Marfurt et al., 1989; Marfurt & Del
Toro, 1987). También se ha observado que la rama maxilar del ganglio trigémino (V2)
puede inervar el area inferior de la cérnea (Figura 1.4) (Dawson et al., 2011; Miiller et al,,
2003). En mamiferos, se estima que alrededor de un 2% de las neuronas trigeminales
proyecta sus axones hasta la cornea (De Felipe et al,, 1999; Launay et al,, 2015; LaVail et al,,

1993; Morgan et al., 1978).

Las neuronas sensoriales primarias que inervan la cérnea se encuentran localizadas
en el drea dorsomedial del GT (De Felipe et al., 1999; Launay et al., 2015) y proyectan sus
axones periféricos a través de la rama nasociliar del nervio oftalmico. Después, los axones
viajan por los nervios ciliares largos y por la rama comunicante del ganglio ciliar, que emite
5-10 nervios ciliares cortos, que contienen tanto fibras sensoriales como auténomas. Los
nervios ciliares largos y los cortos penetran por la parte posterior del ojo, perforando la

esclera alrededor del nervio 6ptico, hasta alcanzar el segmento anterior del espacio
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supracoroideo y proporcionando una escasa inervacién de la parte posterior del ojo (Figura
1.4) (Belmonte et al., 2011; May, 1997; Wolff et al., 1997). Una vez los nervios entran en la
coroides, se ramifican repetidamente y se dirigen hacia el limbo esclerocorneal. Una parte
de estas fibras inervan el cuerpo ciliar y el iris, mientras que la gran mayoria de las mismas
forman una densa red nerviosa alrededor del limbo esclerocorneal, originando el plexo
limbar (Belmonte et al., 2011). Finalmente, un nimero variable de haces nerviosos
procedentes del plexo limbar penetra en el estroma corneal (Marfurt et al., 2010; Miiller et

al, 2003).

En los mamiferos, se estima que un 20-30% de los axones que penetran en la cérnea
poseen un bajo grado de mielinizaciéon (A8) mientras que el resto de los axones son
amielinicos (C) (Belmonte et al., 2011; Bron et al.,, 2014; De Felipe & Belmonte, 1999).
Ademas, las fibras mielinicas pierden su vaina de mielina antes de acceder al estroma
corneal; sin embargo, contintian rodeadas por células de Schwann no mielinizantes (Miiller
et al,, 2003). La ausencia de mielina en los axones contribuye al mantenimiento de la

transparencia corneal (Miller et al., 1996, 2003).

1.1.2.2.1. Caracteristicas moleculares y electrofisioldogicas de las

neuronas sensoriales corneales del ganglio trigémino.

Diversos estudios electrofisiolégicos de las neuronas sensoriales primarias
corneales han permitido clasificarlas como neuronas tipo A8 o tipo C con propiedades de
membrana pasivas y activas muy heterogéneas (Boada, 2013; Lopez de Armentia et al,,
2000; Veiga Moreira et al., 2007). Esta heterogeneidad también se refleja en la expresion de
diferentes marcadores moleculares, de modo que las neuronas sensoriales primarias se
pueden categorizar también como Ad o C, en funcién de si expresan marcadores como el
neurofilamento 200 (NF200) o la periferina, respectivamente (Dhaka et al, 2008;

Kobayashi et al., 2005; Stucky et al., 2009; Takashima et al., 2007). A su vez, las neuronas
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tipo C se pueden subclasificar como neuronas peptidérgicas, si expresan neuropéptidos
tales como la sustancia P (SP) y el gen relacionado con la calcitonina (CGRP), o no
peptidérgicas si expresan isolectina B4 (Averill et al., 1995; Bae et al,, 2015; McCoy et al,,
2013). Ademas, mediante el estudio de la expresién del receptor quinasa A de la
tropomiosina (TrkA), es posible segregar las que estdn moduladas por el factor de
crecimiento nervioso (NGF) (Averill et al., 1995; Babes et al., 2004; Han et al,, 2019;
Kobayashi et al., 2005). Sin embargo, no existe una delimitacién totalmente clara entre los
diferentes grupos, debido a que estos marcadores son parcialmente selectivos (Abraira &

Ginty, 2013; Bae et al., 2015; McCoy et al,, 2013).

1.1.2.2.2. Arquitectura de la inervacion sensorial de la cérnea.

La inervacion corneal esta anatémicamente organizada en 4 niveles, desde que los
haces nerviosos penetran en el estroma hasta que las terminaciones intraepiteliales cubren
la superficie epitelial (Figura 1.5). Su descripcién anatémica ha sido estudiada en multitud
de especies tales como el gato (Chan-Ling, 1989; He et al,, 2019), el perro (Marfurt et al,,
2001, 2019), la cobaya (Ivanusic et al., 2013; Marfurt et al., 2019), la rata (He et al., 2021;
Marfurt et al., 2019), el raton (Alcalde et al., 2018; Harris & Purves, 1989; Whitear, 1960; Yu
& Rosenblatt, 2007), el mono (Marfurt et al,, 2019) y el humano (Al-Agaba et al,, 2019;

Marfurt et al., 2010; Miiller et al., 1996) entre otros.
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Figura 1.5. Ilustracién de la inervacion corneal.

Algunos haces nerviosos estromales penetran radialmente en el estroma desde el anillo que forma el
plexo limbar alrededor del limbo esclerocorneal. Los troncos estromales se dividen a medida que
ascienden por el estroma formando el plexo subepitelial. Las ramificaciones de este plexo ascienden
hacia el epitelio y una vez atraviesan la membrana de Bowman forman el plexo subbasal. Las fibras
subbasales estan localizadas entre la lamina basal y recorren la cérnea en paralelo a la superficie.
Estas fibras emiten terminaciones intraepiteliales a lo largo de su recorrido. Figura modificada de
Belmonte et al,, 2011.

1.1.2.2.2.1. Plexo estromal.

Los haces nerviosos estromales acceden radialmente y de manera uniforme en el
tercio anterior del estroma de la cérnea (Figura 1.5 y 1.64, flecha) en el humano y otros
mamiferos, aunque difieren en el nimero de troncos estromales que penetran (He et al,,
2010, 2019, 2021; Marfurt et al., 2010; Miiller et al., 1996, 2003; Zander & Weddell, 1951).
Una vez ha entrado en la coérnea, cada tronco estromal (Figura 1.6B) se ramifica
repetidamente en ramas progresivamente mas finas a medida que avanzan hacia el centro
de la coérnea. Las ramificaciones distales de esta arborizacién se anastomosan con
frecuencia y forman el plexo estromal anterior (Figura 1.5) (Belmonte et al., 2011; Marfurt

et al, 2010). Dicho plexo es mas denso y complejo en la periferia y disminuye
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progresivamente hacia el centro de la cornea (Marfurt et al., 2010). Por el contrario, la mitad
posterior del estroma y el endotelio carecen de inervacion (Figura 1.5) (Belmonte et al,,

2011).

En el ratén, el plexo limbar no forma un anillo pericorneal de fibras nerviosas y los
haces estromales penetran directamente en la cérnea, ramificindose irregularmente para

cubrir toda la superficie de ésta (Figura 1.64, flecha) (Mckenna & Lwigale, 2011).

1.1.2.2.2.2. Plexo subepitelial.

El plexo subepitelial estd formado por una densa red de fibras originadas a partir
del plexo estromal, que se colocan en la superficie del estroma anterior, justo por debajo de
la membrana de Bowman (Figura 1.5) (Marfurt et al., 2010). En general, la densidad de
fibras subepiteliales es mayor en la periferia que en el centro de la cdrnea (Belmonte et al,,
2011; Marfurt et al.,, 2010). Se distinguen dos tipos morfoldgicos de fibras subepiteliales.
Las mas abundantes forman una compleja red de fibras delgadas y tortuosas con un elevado
grado de anastomosis que no penetran en la membrana de Bowman. Las restantes fibras,
menos numerosas, tienen forma curvilinea, con un diAmetro mayor; la gran mayoria de ellas

penetra en la membrana de Bowman por la periferia (He et al,, 2010; Marfurt et al.,, 2010).

1.1.2.2.2.3. Plexo subbasal.

Cuando una fibra estromal entra en el epitelio, se pliega 90° y se mantiene como
Unica o se divide en varias fibras subbasales que discurren paralelamente a la superficie
entre la membrana basal y las células basales del epitelio (Figura 1.5, 1.7A-B)(Al-Agaba et
al,, 2010; Belmonte et al.,, 2011; Ivanusic et al,, 2013; Marfurtetal., 2010; Miiller et al., 2003).
Sin embargo, un bajo niimero de fibras estromales atraviesa la membrana de Bowman por

el centro de la cérnea, adonde llegan también la mayoria de las fibras que penetran
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directamente desde el plexo limbar (He et al,, 2010). En conjunto, todas estas fibras forman

el plexo subbasal (Figura 1.5, 1.6A, Cy D).

Figura 1.6. Micrografias confocales de la inervacion sensorial corneal en el ratén C57BL/6].

Los nervios sensoriales aparecen marcados con el anticuerpo [B-tubulina clase III tanto en
preparaciones de cérnea aplanada (A-F) como en secciones transversales (G-I). El color de las fibras
y terminaciones nerviosas presentes en la imagen se modifico usando diferentes paletas de
pseudocolor en Fiji (NIH) para diferenciar las fibras subbasales y las terminaciones nerviosas. A. Los
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haces nerviosos sensoriales entran en el estroma desde el plexo limbar (flecha) y se ramifican,
originando el plexo subepitelial (asteriscos). B. Detalle del tronco estromal. C. Las fibras
subepiteliales del estroma ascienden y penetran a través de la lamina basal (puntas de flecha)
formando el plexo subbasal. Estas fibras recorren el epitelio en paralelo a la superficie a nivel de la
lamina basal. D-F. Las fibras subbasales (en rojo; D y F) emiten a lo largo de su recorrido
terminaciones intraepiteliales (en blanco; E y F) que ascienden hasta las capas mas superficiales del
epitelio corneal. G-1. Hay descritos tres tipos morfoldgicos de terminaciones nerviosas segun el
numero de ramificaciones que presentan: simples (G), ramificadas (H) y complejas (I). Los nucleos
de las células epiteliales estan tefiidos con Hoechst 33342. Barras de escala: A, 250 pm; B, 25 pm; C-
F, 50 um; G-I, 10 pm. Imagen extraida de Frutos-Rincdn et al,, 2022.

Las fibras subbasales del epitelio carecen de células de Schwann no mielinizantes
debido a que estas no atraviesan la membrana basal (Stepp et al., 2017). Algunos estudios
sugieren que las células basales del epitelio envuelven y dan sostén a esa densa red de fibras
subbasales, desempefiando una funcion similar a la de las células de Schwann en el estroma

(Mtller et al., 2003; Stepp et al., 2017).

En su trayecto en el plexo subbasal de la cérnea, las fibras subbasales forman unas
estructuras neuroanatémicas caracteristicas llamadas “traillas” “cintas” o “correas
nerviosas del epitelio” (del término inglés “epithelial leashes”). Estan formadas por el
conjunto de axones subbasales que emergen de un mismo fasciculo estromal y viajan en
paralelo (Figura 1.6, puntas de flecha) (Chan-Ling, 1989; Ivanusic et al., 2013; Marfurt et al.,
2010; Roézsa & Beuerman, 1982; Schimmelpfennig, 1982). Se han identificado dos tipos
morfolégicos de fibras subbasales en funcién de si presentan o no varicosidades. Ademas,
mediante estudios de microscopia electronica se ha comprobado que cada una de las fibras
subbasales contiene de 3 a 7 axones individuales (Figura 1.7C) y se ha mostrado, ademas,
que las fibras con varicosidades presentan una elevada densidad de mitocondrias y

vesiculas (Figura 1.7D) (Marfurt et al., 2010; Miiller et al., 2003)

Las fibras subbasales del epitelio anastomosan repetidas veces unas con otras,
formando una densa red que hace muy dificil el reconocimiento individual de las “traillas
nerviosas del epitelio”, aunque en la periferia la densidad de estas “traillas nerviosas” es

menor y se las encuentra mas separadas (Marfurt et al,, 2010). Finalmente, las fibras
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subbasales convergen en el centro de la cérnea formando un “vértice” o “remolino” (Al-
Aqaba et al, 2010; Marfurt et al., 2010; Patel & McGhee, 2005, 2008). Estas espirales,
observadas en el humano, también se encuentran en otras especies de mamiferos (Dvorscak
& Marfurt, 2008; He et al,, 2019, 2021; Marfurt et al., 2019), incluyendo al ratén (Figura
1.6A) (Ivanusic et al, 2013; Mckenna & Lwigale, 2011; Yu & Rosenblatt, 2007). Se
desconocen los mecanismos implicados en la formacion del vértice, aunque se especula que
su formacién puede estar causada por la migracion centripeta de las células basales del

epitelio (Nagasaki & Zhao, 2003; Patel & McGhee, 2005).

Figura 1.7 Anatomia microscoépica de las fibras nerviosas de la cornea humana.

A. Un nervio estromal anterior ramifica y penetra en la membrana de Bowman (circulos) y de cada
punto de penetracion surgen las “traillas nerviosas del epitelio” formadas por un conjunto de 16-18
fibras subbasales. La linea negra indica el plano aproximado de una seccion transversal de 30 pm de
grosor (en una cérnea diferente), de la imagen mostrada en B. Esta muestra las fibras subbasales
(flechas) dispuestas en paralelo entre ellas en la capa de las células basales del epitelio, por encima
de la membrana de Bowman (bm). Un nervio de pequefio diametro (punta de flecha) penetra desde
el estroma (s) al epitelio (e) a través de la membrana de Bowman. C. Micrografia electrdnica de la
seccion transversal de una fibra subbasal compuesta por ocho axones no mielinizados individuales
en los que se observan las mitocondrias. Los axones estan ubicados dentro de un ensanchamiento de
la hendidura intercelular entre dos células epiteliales basales adyacentes. Las mitocondrias se
pueden observar en el interior de algunos axones (M). D. Imagenes de una fibra subbasal mielinizada
(izquierda) y una no mielinizada (derecha). My, vaina de mielina; N, nucleo; S, célula de Schwann.
Barras de escala: A-B, 20 um; C, 1 um; D, 3 pm. Imagenes A y B obtenidas de Marfurt et al,, 2010; Cy
D, de Miiller et al., 2003.
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1.1.2.2.2.4. Terminaciones intraepiteliales.

Las fibras subbasales, a lo largo de su recorrido, emiten terminaciones nerviosas
libres que ascienden verticalmente a través de las células epiteliales, y a su vez pueden ir
ramificandose hasta alcanzar la superficie del epitelio (Figura 1.5 y 1.6E-I) (Ivanusic et al,,
2013; Marfurt et al.,, 2010; Miiller et al., 2003; R6zsa & Beuerman, 1982). Sin embargo,
algunas fibras subbasales terminan formando pequefios botones a nivel de la capa de

células basales del epitelio (Ivanusic et al., 2013).

La terminacién intraepitelial comprende la estructura individual del axén epitelial
desde su punto de origen en la fibra subbasal hasta su extremo mas distal incluyendo todas
sus ramificaciones (Figura 1.6G-1 y 1.8) (Marfurt et al.,, 2010). Se han descrito tres tipos
morfolégicos de terminaciones en funcién del niimero de ramificaciones que presentan:

terminaciones simples, ramificadas y complejas (Ivanusic et al., 2013).

Las terminaciones intraepiteliales simples no tienen puntos de ramificacién y
acaban con un engrosamiento apical en la capa de las células escamosas del epitelio corneal
(Figura 1.6G y 1.8A, D, G); son mas abundantes en el centro de la cornea que en la periferia
(Ivanusic et al., 2013). Las terminaciones ramificadas poseen alrededor de 3-4 ramas
horizontales a nivel de las células escamosas. Estas ramas estan dispuestas horizontalmente
ala superficie y al igual que las terminaciones simples, acaban con un engrosamiento en sus
extremos apicales (Figura 1.6H y 1.8B, E, H); este tipo de terminacién es mas abundante en
la periferia de la cérnea (Ivanusic et al., 2013). El tercer tipo morfolégico lo forman las
terminaciones complejas, que emiten numerosas ramificaciones en la capa de células aladas
y forman terminaciones bulbosas cuando alcanzan las capas mas superficiales del epitelio
(Figura 1.61 y 1.8C, F, I). Las terminaciones complejas se localizan tanto en el centro como
en la periferia de la cérnea, aunque su complejidad y tamafio es mayor en la periferia

(Ivanusic et al.,, 2013).
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La literatura cientifica ha estimado que en el area central de la c6rnea de humanos
hay alrededor de 2500 terminaciones/mm2 (Oyster, 1999) o incluso 16000
terminaciones/mm2 (Guthoff et al, 2005). Sin embargo, estudios mas recientes las
cuantifican en aproximadamente 600-700 terminaciones/mm?2 (Marfurt et al., 2010). La
densidad de terminaciones intraepiteliales varia en funcién de la edad (Alcalde et al., 2018;

Dvorscak & Marfurt, 2008; C. Wang et al,, 2012) y en determinadas patologias (Gao et al,,

2016; Guerrero-Moreno et al,, 2020; He & Bazan, 2012).

* * *
Figura 1.8. Tipos morfolégicos de terminaciones intraepiteliales en la cérnea de raton.
Segln el nimero de ramificaciones que tengan las terminaciones nerviosas se distinguen tres tipos
morfolégicos: simples (A, D, G), ramificadas (B, E, H) y complejas (C, F, I). A-C. Imagenes confocales
de terminaciones nerviosas individuales tefiidas con el anticuerpo anti-PGP9.5 en preparaciones de
cornea aplanada. D-F. Reconstruccidon 3D de las terminaciones intraepiteliales mostradas en A-C
desde el punto en el que se originan en la fibra subbasal (asterisco) hasta su extremo mas distal. G-1.
Vista lateral de las reconstrucciones en 3D D-F, respectivamente. La barra de escala de las

reconstrucciones es la misma que la de las imagenes confocales. Barra de escala: 10 um. Imagen
extraida de Ivanusic et al., 2013.
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1.1.2.2.3. Caracteristicas funcionales y moleculares de la inervacién

sensorial.

Las terminaciones intraepiteliales de la cornea son las responsables de detectar los
estimulos procedentes del medio externo (quimicos, térmicos y mecanicos) y de realizar el
proceso de transduccién sensorial, iniciando de este modo la cascada de eventos que
conducen a la percepciéon consciente de las diferentes modalidades sensoriales y a la
activacion de las vias autonémicas eferentes implicadas (Belmonte et al.,, 1997, 2017;

Belmonte & Gallar, 2011).

Diversos estudios electrofisiologicos de la inervacion sensorial corneal describen la
existencia de tres tipos de neuronas sensoriales primarias: mecanonociceptoras,
nociceptoras polimodales y termorreceptoras de frio (Figura 1.9) (Belmonte et al., 1991,
1997; Belmonte, Acosta, et al.,, 2004; Belmonte, Aracil, et al.,, 2004; Gallar et al., 1993;
Gonzalez-Gonzalez et al, 2017). Estos tres tipos de neuronas también pueden ser
clasificadas en base a su morfologia y a su fenotipo molecular (Alamri et al., 2015; Bron et

al,, 2014; Ivanusic et al., 2013).

1.1.2.2.3.1. Nociceptores polimodales.

La cérnea esta inervada mayoritariamente por fibras nociceptoras polimodales
(~70%) (Figura 1.9A) (Belmonte, Acosta, et al., 2004; Gallar et al., 1993) aunque esta
proporcion puede variar segun la especie; en el raton, por ejemplo, representan el 41%
(Gonzalez-Gonzalez et al.,, 2017). Cuando el tejido que inervan esta intacto, los nociceptores
polimodales tienen una baja o nula actividad. Cuando se activan, producen una irregular
descarga de impulsos nerviosos, de frecuencia proporcional a la intensidad del estimulo
(Figura 1.9B) (Belmonte et al., 1991; Belmonte, Acosta, et al., 2004; Belmonte & Giraldez,
1981; Gallar et al., 1993). Los nociceptores polimodales son sensibles a estimulos de muy

distinta naturaleza, tales como sustancias quimicas irritantes, calor o fuerzas mecanicas de
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intensidad cercana a la lesi6n tisular o abiertamente nocivas (Belmonte et al., 1994;
Belmonte & Giraldez, 1981; Tanelian & Beuerman, 1984). También son activados por
mediadores quimicos endégenos, liberados por el tejido corneal dafiado tras producirse una
lesién, como protones, prostaglandinas u otros producidos por células inflamatorias
residentes o que migran desde los vasos sanguineos que irrigan el limbo (Xiaojie Chen,
Belmonte, et al, 1997; Xiaojie Chen, Gallar, et al., 1997). Cuando los nociceptores
polimodales son estimulados de modo repetido se sensibilizan, es decir, disminuyen su
umbral de respuesta e incrementan la frecuencia de disparo evocada por los estimulos

subsiguientes (Belmonte & Giraldez, 1981; Bessou & Perl, 1969).

El principal transductor molecular de los nociceptores polimodales es el canal
ionico TRPV1, miembro de la subfamilia vaniloide (TRPV) dentro de la superfamilia de
canales idnicos con potencial de receptor transitorio (TRP, del inglés “transient receptor
potential”). Por ello, el receptor TRPV1 es ampliamente utilizado como marcador molecular
de este tipo de neuronas sensoriales nociceptoras (Alamri et al., 2018; Tominaga et al,,
1998). El TRPV1 es activado directamente por la capsaicina, el calor nocivo (>42°C), los
protones (pH>6.5) (Belmonte et al., 1991; Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998) y las
soluciones hiperosmolares (Gallar et al, 1993; Naeini et al, 2006) y también
indirectamente por una amplia variedad de mediadores inflamatorios endégenos (Caterina
et al, 2000). Otro transductor molecular presente en una fraccién de las neuronas
polimodales, también perteneciente a la superfamilia TRP, es el receptor TRPA1, miembro
de la subfamilia anquirina. Este canal idnico es sensible a gran numero de irritantes
quimicos exdgenos, toxinas de origen natural, agentes pruritogénicos, fuerzas mecanicas de
alta intensidad y temperaturas frias nocivas (Bandell et al., 2004; Patapoutian et al., 2003;
Vilceanu & Stucky, 2010) asi como a lipopolisacaridos bacterianos (Meseguer et al.,, 2014).
Otros canales i6nicos, también presentes en las neuronas sensoriales nociceptoras, son los
canales i6nicos que detectan la acidificacién del medio (ASICs) (Callejo et al., 2015) y los

P2X, que se activan en respuesta a la molécula adenosin trifosfato (ATP) (Bouvier et al,,
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1991; Rae et al, 1998; Robertson et al, 1996). Los nociceptores polimodales pueden
expresar adicionalmente el canal idnico mecanosensible Piezo2 (Bron et al, 2014;

Fernandez-Trillo et al.,, 2020).

A. B. Nociceptores polimodales C. Mecanonociceptores

S

Fuerza Fuerza

D. Termorreceptores de frio
( 3 \ Acido
- LB-HT
34°C

M
15°c

Figura 1.9. Tipos funcionales de fibras sensoriales corneales.

A. Esquema representativo de la localizacion y tamario de los campos receptores de las diferentes
clases de fibras sensoriales. B-D. Representacion de la descarga de impulsos eléctricos registrada en
respuesta a diferentes estimulos en fibras nociceptoras polimodales (B), en mecanonociceptoras (C)
y en termorreceptoras de frio (D). Los diferentes estimulos aplicados para cada tipo funcional de
fibra estan trazados en cada una de las figuras. Figura extraida y modificada de Belmonte, 2019.

Ademas de las neuronas nociceptoras polimodales “candnicas”, hay evidencia
indirecta de la presencia en la cérnea de terminaciones nerviosas pertenecientes a un
subtipo de neuronas nociceptoras de alto umbral, que solo se activan cuando el tejido que
inervan se inflama, respondiendo entonces tanto a los estimulos mecanicos como a los
quimicos o térmicos. Estas neuronas, que podrian llegar a ser hasta el 20% del total de las
nociceptoras en los seres humanos, han sido denominadas “nociceptoras silentes” debido a
su inactividad, incluso frente a estimulos intensos, en condiciones de integridad tisular
(Prato et al., 2017). Es posible que una parte de las neuronas de alto umbral que sefialan el

dolor y que llamamos nociceptoras, no expresen en condiciones de normalidad tisular un
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numero suficiente de moléculas transductoras en sus terminaciones periféricas para ser
reclutadas, pero si lo hacen en respuesta al desencadenamiento del proceso inflamatorio

(Belmonte, 2019; Michaelis, 1996).

1.1.2.2.3.2. Nociceptores mecdnicos.

Las fibras mecanonociceptoras representan alrededor del 20% de la inervacién
sensorial de la cérnea (Figura 1.9A, C) (Bron et al., 2014; Fernandez-Trillo et al., 2020;
Gonzalez-Gonzalez et al, 2017) y son activadas selectivamente por fuerzas mecanicas
provocando una descarga de impulsos de corta duracién (fasica) (Figura 1.9C) (Belmonte

etal,, 1991; Fernandez-Trillo et al., 2020; Maclver & Tanelian, 1993).

A nivel molecular, la estimulacién mecanica es detectada por el canal iénico Piezo2
(Coste et al,, 2010; Ranade et al., 2014). Este canal idnico es el principal transductor de las
fuerzas mecdanicas inocuas que activan a las neuronas mecanorreceptoras de bajo umbral
que inervan la piel, mucosas, musculo, etcétera (Florez-Paz et al., 2016; Ranade et al., 2014;
Woo etal,, 2014). Sin embargo, Piezo2 ha sido también identificado en neuronas sensoriales
primarias que expresan marcadores de nocicepcidn, por lo que es probable que Piezo2 esté
igualmente implicado en la transduccién sensorial de estimulos mecanicos nocivos (Coste

etal,, 2010; Murthy et al., 2018; Nguyen et al., 2017; Szczot et al,, 2017; Zheng et al., 2019).

1.1.2.2.3.3. Termorreceptores de frio.

Las fibras sensoriales sensibles a los descensos de temperatura representan
alrededor del 10-15% de la inervacion corneal, tienen campos receptores generalmente
pequeios y son mas abundantes en la periferia de la cérnea (Figura 1.9A) (Gallar et al,,
1993). De acuerdo con sus caracteristicas electrofisioldgicas, se han distinguido en la cérnea
dos poblaciones de neuronas sensoriales sensibles al frio. La poblacién predominante

(~70%), esta compuesta por neuronas que tienen una actividad basal continua a
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temperaturas estables similares a las de la superficie corneal (34-35°C), incrementando la
frecuencia descarga de impulsos nerviosos tan pronto se producen descensos de
temperatura inferiores a 0.5°C (Belmonte et al,, 1991; Brock et al., 2006; Carr et al., 2003;
Gallar et al., 1993; Tanelian & Beuerman, 1984). Esta poblacién de fibras termorreceptoras
sensibles al frio, con una alta actividad basal (HB) y un bajo umbral de activacién (LT) (del
inglés “high background-low threshold”), es similar a la poblacién de termorreceptores de
frio descrita en la piel y otros tejidos, responsables de las sensaciones térmicas conscientes
y la regulaciéon de la temperatura (Belmonte et al, 2017). En la cérnea han sido
denominados termorreceptores de frio tipo HB-LT (Figura 1.9D) (Gonzalez-Gonzalez et al.,
2017). La actividad de estos termorreceptores de frio aumenta por la aplicacién de
estimulos de frio estaticos a diferentes temperaturas y en mayor medida por estimulos
dinamicos de frio (Gallar et al., 1993; Kovacs et al, 2016). Ademads, las fibras
termorreceptoras de frio HB-LT son también sensibles a incrementos moderados de
osmolaridad, como los que causa la evaporacion de las lagrimas (Gallar et al.,, 1993; Hirata
& Meng, 2010; Kurose & Meng, 2013; Parra et al., 2014; Quallo et al,, 2015). Una segunda
poblacién, mas minoritaria (~30%), de neuronas corneales sensibles de frio es la llamada
termonociceptora de frio tipo LB-HT (del inglés “low background-high threshold”), que
presentan una baja actividad basal (LB) y requieren enfriamientos mas intensos para
activarse, es decir, tienen un umbral de frio alto (HT) comparadas con las HB-LT. Por ello,
en condiciones de temperatura y sequedad corneales normales permanecen silentes y
Unicamente se activan cuando detectan disminuciones de temperatura de al menos 4°C,
produciendo una frecuencia de descarga de impulsos nerviosos menor que la de los
termorreceptores térmicos HB-LT (Figura 1.9D) (Gallar et al., 1993; Gonzalez-Gonzalez et

al, 2017; Hirata et al., 2012).

El transductor molecular de los termorreceptores de frio es un canal de la
superfamilia TRP perteneciente a la subfamilia melastatina, denominado TRPM8 (Knowlton

et al, 2013; McKemy et al, 2002; Peier et al, 2002), ampliamente utilizado para la
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identificacion molecular de la poblacién de neuronas sensoriales primarias de frio, asi como
de sus proyecciones periféricas corneales (Dhaka et al., 2008; Parra et al,, 2010). E1 TRPM8
es un canal catiénico no selectivo dependiente de voltaje, que detecta descensos de
temperatura y responde a compuestos quimicos como el mentol, la icilina (Chuang et al,,
2004; McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002; Voets et al., 2007) o el tacrolimus (Arcas et al,,
2019), asi como a incrementos de la osmolaridad (Parra et al., 2014; Quallo et al., 2015). La
expresién de TRPMS8 en las neuronas HB-LT es mayor que en las LB-HT y ello determina, en
gran medida, la diferente descarga de impulsos nerviosos de los tipos de neuronas
sensoriales de frio (Alcalde et al.,, 2018). Ademas, parece establecido que las diferencias
entre los umbrales de temperatura de los termorreceptores de frio HB-LT y LB-HT se debe
también a la expresion diferencial de canales Kv (Madrid et al., 2009; Viana et al., 2002) que
actiia como un freno a la excitabilidad por el frio, asi como de canales idnicos dependientes
de voltaje Nav1.8, que permiten que se mantenga la descarga de impulsos nerviosos atin a
bajas temperaturas (Zimmermann et al., 2007) y finalmente de la expresion de canales

ionicos HCN (Orio et al,, 2012).
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Figura 1.10. Tipos funcionales de neuronas sensoriales corneales.

Representacidon esquematica de las tres poblaciones de neuronas sensoriales primarias que inervan
la cérnea y de los canales idnicos responsables de la deteccidn y transduccién sensorial de las
diferentes modalidades de estimulos. Figura adaptada de Belmonte & Viana, 2008.

Finalmente, cabe destacar que una fraccion de los termorreceptores de frio dispara
también en respuesta a calor nocivo (Hirata et al.,, 2012). Es posible que esta respuesta

“paraddjica” se deba a que tales neuronas expresan también TRPV1 (Alamri et al., 2015).

1.2. Remodelacién espontanea de la inervacion sensorial corneal.

En 1989, Harris y Purves describieron por vez primera los cambios morfol4gicos
espontdneos que experimentan los nervios que inervan la coérnea, al lograr su
monitorizacion in vivo en ratones adultos (Harris & Purves, 1989). La aplicacién sobre la
superficie ocular del colorante catiénico mitocondrial 4-Di-2-ASP (4-(4-dietilaminostiril)-
N-metilperidinio iodado) les permitié tefir transitoriamente los nervios corneales y
visualizarlos con un microscopio de epifluorescencia, permitiendo registrar in vivo la
morfologia de fibras nerviosas corneales individuales a diferentes intervalos de tiempo,

comprendidos entre 4 horas y 30 dias (Harris & Purves, 1989).

Con ello pudieron establecer objetivamente que las proyecciones periféricas de las
neuronas sensoriales primarias que inervan la cOrnea experimentan cambios
morfodinamicos tanto en su configuraciéon estructural como en su distribuciéon espacial
(Figura 1.11). Ademas, observaron que el grado de remodelacion espontanea de las fibras
nerviosas corneales variaba seglin su nivel anatémico. Asi, tanto las fibras nerviosas que
componen el plexo subbasal como sus terminaciones epiteliales estan continuamente
reorganizandose a lo largo del tiempo, poniendo en evidencia que la inervacion del epitelio
corneal experimenta una remodelacién morfolégica espontanea (Figura 1.11A-C). Por el
contrario, las fibras nerviosas estromales mantenian estable su estructura y posiciéon

espacial a lo largo del tiempo de estudio (Figura 1.11C) (Harris & Purves, 1989).
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A. Observacion inicial 24 horas después

7 dias después

»
.’

B. Observacion inicial

C. Observacion inicial 1 mes después

Figura 1.11. Remodelacidon espontanea de la inervacion corneal en ratén adulto.

A, B. Imagenes de fluorescencia in vivo de las terminaciones nerviosas en las que se observan
diferencias en la configuracién estructural y en la distribucién espacial a las 24 horas (A) y a los 7
dias (B) desde su primera observacion. C. Las fibras nerviosas estromales mantienen su morfologia
y su distribucién espacial estable durante el mes posterior a su primera observacidn; sin embargo,
las terminaciones nerviosas experimentan tanto cambios morfolégicos como cambios en su
distribucién espacial. Barras de escala: 20 um. Figura extraida y modificada de Harris & Purves, 1989.
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Trabajos mas recientes han demostrado la expresion de la proteina GAP43 (del
inglés “growth associated protein 43”) en los axones subbasales y en sus terminaciones
intraepiteliales (R. E. Martin & Bazan, 1992; Stepp et al,, 2017). Esta proteina esta implicada
en la extensiéon y guia axonal y se sobreexpresa tras la lesiéon de los nervios sensoriales
periféricos (Shaheen et al,, 2014). Por tanto, la expresiéon de GAP43 en las terminaciones y
axones intraepiteliales corneales en ausencia de lesidn, sugiere la existencia de un proceso
activo de crecimiento axonal en la cérnea intacta, apoyando la conclusion de Harris y Purves
de que la inervacién corneal estd continuamente sujeta a procesos de remodelacion

espontanea (Stepp et al., 2017).

Pese a estos datos y al creciente interés cientifico de las dltimas décadas por
entender los procesos de degeneracién y regeneracion de los axones periféricos en
neuronas sensoriales primarias, no existen observaciones experimentales recientes que
cuantifiquen la magnitud y el curso temporal de la aparente plasticidad morfolégica adscrita
en las terminaciones nerviosas sensoriales periféricas in vivo, mas alld de la mencionada
descripcion cualitativa realizada por Harris y Purves el siglo pasado. Por ello, en este trabajo
de tesis se ha pretendido utilizar la c6rnea, como modelo experimental para llevar a cabo
un andlisis morfométrico dindmico de las modificaciones que experimentan las fibras
subbasales y sus terminaciones en neuronas de frio del epitelio corneal, mediante su

monitorizacion in vivo en ratones adultos.

1.3. Degeneracion y regeneracion de axones periféricos tras su lesion.

El sistema nervioso periférico posee una notable capacidad de regenerar tras sufrir
una lesion. Sin embargo el dafio causado a los axones aferentes de neuronas
somatosensoriales primarias genera importantes alteraciones morfoldgicas y funcionales

(Bech et al,, 2018; Geuna, 2015; Pifia et al., 2019) cuya trascendencia y duracién varian en
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funcién de la magnitud y de la localizacion del dafio periférico (Beuerman &

Schimmelpfennig, 1980; De Felipe & Belmonte, 1999; Geuna, 2015).

Cuando se produce una lesiéon en algun lugar de la anatomia de las neuronas
sensoriales periféricas, se activa una compleja respuesta celular. Asi, en el segmento distal
de un axon lesionado se pone en marcha el llamado proceso de degeneracién Walleriana
(DW), que determina la degradacion del fragmento de ax6n distal a la lesién, mientras que
en la porciéon proximal, todavia conectada al cuerpo celular, se inicia la “fase de

regeneracion” (Figura 1.12) (Gumy et al., 2010).

La DW es un proceso caracterizado por la activacién de una serie de sefiales
moleculares, que causan una rapida desintegracién granular del citoesqueleto, tumefaccion
de las mitocondrias y fragmentacion del segmento nervioso distal a la lesion (Waller, 1851).
Las investigaciones sobre el curso temporal de los eventos que acontecen tras la lesién
axonal han mostrado que, en cuestion de segundos, los iones Ca2+ del medio extracelular
penetran en las porciones nerviosas proximal y distal de la zona lesionada, a través de los
canales de calcio (Figura 1.12A). A continuacién, en una horquilla de tiempo que va desde
unos minutos a unas pocas horas tras la lesién, se produce la protedlisis dependiente de
Ca?* mediada por la enzima calpaina, que trae como resultado una degeneraciéon de los
segmentos axoOnicos proximales y distales al sitio de la lesién de varios cientos de
micrémetros (Figura 1.12B) (DeFrancesco-Lisowitz et al, 2015; Gordon, 2015;
Kerschensteiner etal., 2005). Ademas, se inicia una cascada de respuestas celulares que trae
consigo la activacidn de las células gliales e inmunitarias encargadas de la eliminacién de
los detritos resultantes de la degradacién del ax6n (DeFrancesco-Lisowitz et al., 2015). En
este sentido, las células de Schwann juegan un papel fundamental en la reabsorcién de los
residuos axénicos y en la reparacion axonal (Campana, 2007). No obstante, en la cérnea,
cabe recordar que las células de Schwann estan restringidas al estroma; las “mielinizantes”
localizadas exclusivamente en los nervios de la periferia del estroma, mientras que las “no

mielinizantes” en el centro del estroma asociadas a los nervios estromales amielinicos
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(Mtller et al., 2003). Una vez que los nervios estromales atraviesan la membrana basal y
alcanzan el epitelio para formar los nervios intraepiteliales, estos pierden el apoyo de las
células de Schwann. Es importante sefialar, sin embargo, que en el epitelio corneal son las
células basales las que aparentemente desempefian una funcién similar a las de Schwann
en lo que se refiere a la reabsorcién de los residuos ax6nicos y la reparacion axonal después

de producirse la lesién de las fibras corneales (Stepp et al., 2017).
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Figura 1.12. Proceso de degeneracidn y regeneracion intrinseco al axon periférico lesionado.
Tras la axotomia, se produce una entrada de Ca?* extracelular en las porciones proximal y distal de
la lesidn, activando una cascada de sefializacion molecular retréograda desde el area lesionada hasta
el soma (A). La entrada de Ca2*en la porcion distal causa la proteélisis mediada por calpaina, que
provoca su degeneracion (B). En el soma se sobreexpresan los genes RAG que determinan la
formacion del cono de crecimiento y la elongacion del axén (B).

En paralelo al proceso de degeneracion de la porcion distal a la lesion, en el extremo
proximal tiene lugar la activacion de una cascada de sefalizacion retrégrada que viaja hasta
el nucleo neuronal y que es consecuencia de la entrada de Ca2+ extracelular (Figura 1.12A)
(Gordon, 2015). Estos eventos traen consigo el sellado de la membrana en el extremo
proximal y la formacion del cono de crecimiento, esencial para que comience el proceso de
regeneracion en el area denervada (DeFrancesco-Lisowitz et al., 2015; Gordon, 2015;
Ramon y Cajal, 1928; Scheib & Hoke, 2013). Ademas, como respuesta a la cascada de

sefializacion retrégrada, en el soma neuronal se sobreexpresan genes asociados a la
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regeneracion (RAG, del inglés “regeneration-associated genes”), necesarios para la
promocién de este proceso (Figura 1.12B) (DeFrancesco-Lisowitz et al., 2015; Gordon,

2015; Ma & Willis, 2015; Scheib & Hoke, 2013).

Finalmente, cabe sefialar que la capacidad de regeneracion en respuesta a una lesién
estd determinada por otros factores adicionales a los intrinsecos de la propia neurona, como
la presencia de un entorno permisivo en el que los axones puedan alargarse, o la
intervencion de células no neuronales como las células de Schwann (DeFrancesco-Lisowitz

etal, 2015).

1.3.1. Modelos experimentales de degeneraciéon y regeneracion de los

axones periféricos.

En la actualidad, la mayoria de los estudios sobre la degeneracién axonal periférica
han sido realizados en modelos experimentales in vitro (Geisler et al.,, 2019; Ketschek et al,,
2022; Osterloh et al,, 2012) o en tejidos fijados y analizados a diferentes tiempos de estudio
(Geisler et al., 2019; Gerdts et al,, 2015; Ketschek et al., 2022; Osterloh et al,, 2012). Los
estudios in vivo sobre degeneracion del axén periférico tras su lesién han sido realizados
principalmente en el pez cebra (Asgharsharghi et al., 2021; Di Stefano et al.,, 2017; Tian et
al, 2020; Tian & Lépez-Schier, 2020), aprovechando su transparencia, que permite
practicar lesiones muy precisas y localizadas de fibras nerviosas periféricas mediante laser,
con una afectacion minima del tejido circundante. Este modelo permite, ademas, la
posterior monitorizacién in vivo de la degeneracion del ax6n periférico. Todo ello ha hecho
que el pez cebra represente un modelo experimental muy ttil para el estudio in vivo de los
mecanismos moleculares intrinsecos de la degeneracién Walleriana en los axones

periféricos de los vertebrados.

En los mamiferos, el modelo experimental mas utilizado para el estudio de la

regeneracion de los nervios periféricos ha sido el de lesion experimental del nervio ciatico
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(Geuna, 2015). En este modelo, las lesiones nerviosas incluyen compresiones o incisiones
quirurgicas, practicadas en diversas especies animales como el ratdn, la rata, el conejo o el
gato (Pfister et al,, 2011; Wood et al,, 2011). Para el andlisis de la evolucién temporal de la
reinervacion que tiene lugar en las fibras nerviosas lesionadas, la mayoria de investigadores
ha utilizado métodos histoquimicos e inmunohistoquimicos en el tejido fijado (Carriel et al,,
2014; Di Scipio et al., 2008; Sinis et al., 2009), cuantificando posteriormente diferentes
parametros morfométricos a distintos tiempos de la lesiéon nerviosa; muchos de estos

estudios han sido complementados con analisis moleculares y funcionales (Geuna, 2015).

En las ultimas dos décadas han surgido diversas estrategias en técnicas de
microscopia, usando animales transgénicos que expresan proteinas fluorescentes en sus
axones nerviosos, lo que permite visualizar la dinamica y el crecimiento axonal in vivo
durante la reinervaciéon postlesional en ratones adultos (Ertirk et al, 2007;
Kerschensteiner et al., 2005; Ylera et al,, 2009). Asi, la microscopia de excitacién de dos
fotones ha permitido llevar a cabo lesiones de axones individuales en la médula espinal del
raton, monitorizados después repetidamente a lo largo del tiempo (Lorenzana et al., 2015;
Schaffran et al, 2019; Ylera et al, 2009). La ventaja que ofrece la ejecucién de
fotocoagulaciones con el laser del microscopio de excitacion de dos fotones es que, ademas
de provocar lesiones muy precisas en axones individuales, produce dafios minimos en los
tejidos circundantes, sin formacion de tejido cicatricial y con una baja activacién de células
gliales o inflamatorias cercanas (Canty et al, 2013; Ylera et al, 2009). Sin embargo, el
procedimiento quirtirgico requerido para conseguir una exitosa monitorizaciéon de los
axones medulares lesionados, presenta una alta dificultad técnica, ademas de resultar muy
invasivo para el animal de experimentacion (Farrar et al., 2012; Fenrich et al., 2012; Figley
et al, 2013; Schaffran et al., 2019). En este sentido, la cérnea parece ser un modelo
experimental adecuado para el estudio de la regeneracion de los axones periféricos in vivo
aprovechando que es muy accesible, avascular, transparente y posee una inervacion muy

densa y exclusiva de neuronas sensoriales bien identificadas morfolégica y funcionalmente
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(Belmonte, Acosta, et al., 2004; McKay et al., 2019; Reichard et al., 2014; Yu & Rosenblatt,

2007).

Hasta la fecha, los estudios de regeneracién de la inervacién corneal en modelos
animales han empleado diversos tipos de lesiones como son las transecciones parciales o
totales (Pifia et al., 2019; Rexed & Rexed, 1950; Rozsa et al.,, 1983; Yu & Rosenblatt, 2007),
criolesiones (Chan et al., 1990), trepanaciones (Namavari et al., 2011; Pajoohesh-Ganji et
al,, 2015; Reichard et al,, 2014), queratectomias mediante laser excimer (Bech et al,, 2018;
Trabucchi et al,, 1994) o debridaciones epiteliales (de Leeuw & Chan, 1989; Romano et al,,
2014; Wu et al, 2020; Yu et al, 2008), que implican dafios tisulares adyacentes e
importantes respuestas inflamatorias. Este tipo lesiones practicadas en la cdrnea de ratones
transgénicos que expresan proteinas fluorescentes en el sistema nervioso periférico, han
permitido visualizar la reinervacién corneal in vivo a lo largo del tiempo, tras una lesiéon
(Namavari et al., 2011; Reichard et al., 2014; Yu & Rosenblatt, 2007). No obstante, parece
esencial desarrollar un modelo de dafio nervioso mas selectivo, que minimice los efectos
derivados de la lesion tisular no neural. En este sentido, se ha desarrollado recientemente
un modelo de lesion de los nervios corneales mediante la fotocoagulacion de los axones
parentales estromales en ratones adultos, que permite la monitorizacién in vivo de la
regeneracion del conjunto de axones subepiteliales, del plexo subbasal y terminaciones
nerviosa corneales, lo que ha permitido revelar el papel inhibidor que juega el canal i6nico
Piezo1l en laregeneracion de la inervacion corneal en mamiferos (Song et al., 2019). Aunque
esta aproximacién experimental es adecuada para el estudio de los mecanismos
moleculares intrinsecos de la regeneracién de los axones periféricos, no contempla el
seguimiento individualizado de los cambios morfodinamicos experimentados por la fibra
subbasal y sus terminaciones en el epitelio corneal. Ademas, en el estudio de Song y
colaboradores no se cuantifica el tamafio de la lesién producida ni del dafio generado en el
tejido circundante, mas alla del descarte de dafios aparentemente visibles en el conjunto de

la cérnea. Por todo ello, este trabajo de tesis ha desarrollado un nuevo paradigma de lesiéon
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de la inervacion corneal, que consiste en la realizacién de una fotocoagulacion de fibras de
frio individuales en el plexo subbasal de la cérnea, mediante el uso de un laser de
femtosegundo y la posterior monitorizaciéon in vivo y de modo individualizado, de la
degeneracion y regeneracidon de la fibra lesionada en ratones adultos. Ademads, se ha
cuantificado el tamafio de la lesion de la fibra nerviosa, asi como del tejido circundante a la

misma tras la realizacion de la fotocoagulacion.

1.3.2. Papel de la proteina SARM1 en la degeneracion y regeneracion de los

axones periféricos tras su lesion.

Recientes investigaciones han identificado la proteina SARM1 (del inglés “sterile-a
and Toll/interleukin 1 receptor motif containing protein 1”) como un mecanismo molecular
intrinseco del axdn periférico, que resulta clave en la activacion de la via de sefializacion
molecular que induce la DW en la porcién distal del axén lesionado (Essuman et al,, 2017;
Gerdts et al, 2013, 2015; Osterloh et al,, 2012). En condiciones normales, SARM1 se
encuentra en estado inactivo, pero cuando ocurre la lesién axonal esta proteina se activa,
induciendo una rapida destruccién del cofactor metabdlico nicotinamida adenina
dinucleétido (NAD+), probablemente debido a la pérdida de la enzima nicotinamida
mononucleétido adenililtransferasa 2 (NMNAT2), lo que da lugar al colapso metabdlico y la
muerte axonal (Figura 1.13A) (Coleman & Hoke, 2020; Gerdts et al., 2015; Gilley et al,,

2015).

Experimentos con ratones transgénicos que han sufrido una delecién genética de
SARM1 (Sarm1+/-), han mostrado que en estos animales se produce un importante retraso
en la degradacion postlesidn de los axones periféricos (Figura 1.13B) (Geisler et al.,, 2019;
Gerdts et al,, 2015), lo que ha sugerido, ademas, que la inhibicién de SARM1 puede ser una
prometedora estrategia para tratar patologias asociadas a la degeneracién axonal (Coleman

& Hoke, 2020; Geisler et al., 2016, 2019).
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Existen evidencias sefialan a la DW como un proceso necesario para la correcta
regeneracion de los axones periféricos lesionados (Gaudet et al., 2011). Sin embargo, no
existen estudios directos que analicen la posible implicacién de SARM1 en el proceso de
regeneracion intrinseca de la porcién proximal de los axones lesionados. Por ello, en el
presente trabajo, se ha estudiado si la proteina SARM1 juega algin papel en la degeneracion
y regeneracion de fibras de frio corneales individuales tras su axotomia por

fotocoagulacién.

A. Degeneracion Walleriana B. .

Axotomia neuronas GRD
La axotomia bloquea °
\2 i el trafico del cargamento 7
§U@ del soma incluido el NMNAT2 2
{ | ”
d\i‘/r—‘ &. 0 e O o .
Y | 5
¢ | 3

La ausencia local de NMNAT2 activa la
degeneracion walleriana dependiente de SARM1

Figura 1.13. Degeneraciéon Walleriana inducida por la activacion de SARM1.

A. Esquema representativo de la activacion de la DW inducida por una axotomia. La lesién axonal
bloquea el trafico de nicotinamida mononucleétido adenililtransferasa 2 (NMNAT2) desde el soma,
junto con otras moléculas. El NMNAT?2 tiene una corta vida media y se metaboliza rapidamente en la
porcién distal a la axotomia, desencadenando la activacion de la DW dependiente de SARM1. B.
Cultivo primario de neuronas de GRD en un embrién E13.5 del ratén Sarm1-~- en el que se observa el
retraso en el proceso de degeneracion a diferentes tiempos tras la axotomia en comparacion con las
neuronas de un ratén silvestre. Los axones estan marcados con el anticuerpo anti-TU]J1 (en verde).
Figura A extraida y modificada de Coleman & Hoke, 2020; B, obtenida de Osterloh et al., 2012.
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2. Objetivos




2.1. Objetivo general.

Ampliar el conocimiento del fenotipo estructural y molecular de la poblacién de
neuronas sensoriales primarias de frio del ganglio trigémino que inervan la cérnea del raton
adulto, a fin de emplearlas como un modelo experimental ventajoso para estudiar in vivo los
cambios morfodindmicos que experimentan los axones periféricos corneales durante el
proceso normal de remodelacién en condiciones de normalidad y los de degeneracion y

regeneracion tras la lesion axonal periférica.

2.2. Objetivos especificos.

1. Identificar la presencia de marcadores moleculares asociados a nociceptores en
las neuronas sensoriales de frio que expresan el canal ibnico TRPM8 en el ganglio trigémino

de ratones adultos.

2. Realizar la caracterizacion morfolégica de la inervacion corneal por fibras que

expresan el canal idnico TRPM8 en la cérnea del ratén adulto.

3. Identificar la presencia de los canales i6nicos Piezo2 y Nav1.8 en fibras

nerviosas corneales del ratén adulto.

4. Identificar en los axones periféricos corneales TRPM8+ de las neuronas
trigeminales de frio la posible presencia de marcadores moleculares asociados a las

neuronas nociceptoras.

5. Determinar si la morfologia de la inervacién sensorial corneal por fibras
nerviosas TRPM8+ en el ratén adulto resulta afectada por la eliminacién genética del canal

iénico TRPMS.

6. Describir la dinamica de la remodelacién morfoldgica espontanea de las fibras

sensoriales de frio corneales individuales en ratones adultos.
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7. Determinar si la ausencia del canal ibnico TRPM8 conlleva alteraciones en la
morfodindmica de la remodelacién espontanea de fibras sensoriales de frio corneales

individuales en ratones adultos.

8. Describir los cambios morfolégicos experimentados por la inervacion sensorial

por fibras TRPM8+ tras una lesién quirdrgica de la cérnea en ratones adultos.

9. Desarrollar un modelo de lesion selectiva de fibras individuales subbasales de

frio TRPM8+ de la cérnea del ratén adulto, mediante el uso de un laser de femtosegundos.

10. Describir los cambios morfodindmicos experimentados por fibras individuales
subbasales de frio TRPM8+ del epitelio corneal tras su axotomia mediante fotocoagulaciéon

en el raton adulto.

11. Determinar la implicacién de la proteina SARM1 en la morfodinamica de la
degeneraciéon y regeneracién de fibras subbasales individuales de frio TRPM8+ tras su

axotomia por fotocoagulacién en la cédrnea de ratones adultos.
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3. Materiales y Métodos




3.1. Animales de experimentacion.

Para el desarrollo de este trabajo de tesis se utilizaron ratones silvestres C57BL/6]
y cinco lineas de ratones modificados genéticamente: Trpm8BAC-EYFP, Trpm8-/-, Trpv1-GFP,
Piezo2-GFP-IRES-Crey Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-. Los procedimientos experimentales fueron
llevados a cabo tanto en ratones macho como en hembras de edades comprendidas entre 3
semanas y 6 meses, siguiendo las pautas institucionales de cuidado de animales que recoge
el Real Decreto de Espafia 53/2013 y la Directiva de la Unién Europea 2010/63/EU sobre
proteccién de los animales utilizados para experimentaciéon y otros fines cientificos.
Ademas, los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica e Integridad en la
Investigacion de la Universidad Miguel Herndndez de Elche y autorizados por la Conselleria
de Agricultura, Desarrollo Rural, Emergencia Climatica y Transicién Ecoldgica de la
Generalitat Valenciana. Los animales fueron criados y estabulados en el animalario de la
Universidad Miguel Hernandez de Elche en salas con temperatura controlada (21°C), ciclos

de luz-oscuridad de 12 horas y acceso a comida y agua ad libitum.

3.1.1. Lineas de ratones modificados genéticamente.

Las 5 lineas de ratones modificados genéticamente comparten el fondo genético de

los ratones silvestres C57BL/6].

3.1.1.1. Ratones Trpm8BAC-EYFP.

El raton Trpm8BAC-EYFP presenta una modificacién genética de tipo knockin que
permite la expresion de la proteina EYFP bajo el control de las secuencias reguladoras de la
transcripcion del gen Trpm8. La transgénesis fue realizada a través de la modificaciéon de un
cromosoma artificial bacteriano (BAC) que contiene el locus completo de Trpm8 de ratén,
en el que se inserta ADNc que codifica la proteina EYFP (del inglés “enhanced yellow

fluorescent protein”) (Morenilla-Palao et al., 2014). Esta modificacién genética trae consigo
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la coexpresiéon de TRPM8 y EYFP en neuronas sensoriales primarias, de modo que la
excitaciéon de la proteina con luz de una longitud de onda de 512 nm produce una emisiéon

de fluorescencia en aquellas neuronas que expresan TRPM8 de forma nativa (Figura 3.1)
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Figura 3.1. Generacion del raton transgénico Trpm8BAC-EYFP.

A. Representacion esquematica de la estrategia de direccionamiento utilizada para obtener un BAC
modificado que contiene el gen EYFP y que se expresa bajo la direccidn de las secuencias reguladoras
del gen Trpm8 de ratdn. B-C. Expresion de la proteina EYFP en neuronas sensoriales del ganglio
trigémino (B) y en sus proyecciones periféricas corneales (C) en el raton Trpm8BAC-EYFP. Barras de
escala: B, 1 mm; C, 500 pm. Figura modificada de Morenilla-Palao et al., 2014.

3.1.1.2. Ratones Trpm8~-.

El ratén Trpm8~/- presenta una modificacion genética de tipo knockout que permite
anular la expresién del canal iénico TRPMS8, ademas de una modificacion genética de tipo
knockin que permite la expresién de la EGFP (del inglés “enhanced green fluorescent
protein”) bajo el promotor del gen Trpm8. Esta linea transgénica fue generada mediante un
constructo de direccionamiento que elimina 27 residuos de TRPM8 en el marco de lectura
del coddn de iniciacién en el exdn 5, e inserta en esa posicion una proteina EGFP farnesilada
seguida por una cola de SV40polyA, que evita la transcripcién completa de la proteina
TRPMS8 a la vez que promueve la expresion de la proteina EGFP (Dhaka et al,, 2007). De esta
manera, los ratones Trpm8~/- homocigotos expresan EGFP en aquellos somas en los que la

transcripcion de TRPM8 es incompleta (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Generacion del ratén Trpm8-/-.
A. Estrategia de direccionamiento para la disrupcion del gen Trpm8. B-C. Expresion de la proteina
EGFP en las neuronas sensoriales carentes de TRPM8 en el ganglio trigémino (B) y en sus

proyecciones periféricas corneales (C). Barras de escala: B, 100um; C, 500 pm. Figura A extraida de
Dhaka et al., 2007.

3.1.1.3. Ratones Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-

El raton Sarm1~- presenta una modificaciéon genética de tipo knockout para el gen
Sarm1. Esta linea genética fue generada mediante un vector de direccionamiento que
contiene un casete resistente a neomicina (en orientacién inversa) que produce una
disrupcién desde el exdn 3 al exdn 6 del gen Sarm1, truncando la expresién de la proteina

SARM1 (Kim et al., 2007).

Posteriormente, dentro de los objetivos del presente trabajo, esta linea de ratones
fue cruzada con la linea Trpm8BAC-EYFP para obtener ratones Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-y los
controles Trpm8BAC-EYFP/Sarm1+/* que poseen un genotipo silvestre para Sarm1 (Figura
3.3). De esta manera, las neuronas sensoriales primarias que expresan de forma nativa la
proteina TRPMS8 son deficientes en la expresion de la proteina SARM1 a la vez que emiten

fluorescencia al ser excitadas con luz a una longitud de onda de 512 nm.
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Figura 3.3. Generacion del ratén Trpm8BACc-EYFP/Sarm1-/-.

A. Se realiz6 un primer cruce con hembras del ratéon Sarm1~-y machos Trpm88AC-EYFP para producir
la generacion F1. B. La generacion F1 se cruzo entre si seleccionado animales Trpm884C-EYFP/Sarm1-
/-y los controles Trpm8BAC-EYFP/Sarm1+/+ en la generacion F2.

3.1.1.4. Ratones Piezo2-GFP-IRES-cre.

El raton Piezo2-EGFP-IRES-cre (PiezoZ2GFP) presenta una modificaciéon genética de
tipo knockin que permite la expresion de la proteina EGFP fusionada al extremo carboxilo
terminal de la region codificante de PiezoZ, seguida la enzima Cre recombinasa expresada a
través del sitio de entrada al ribosoma (IRES, del inglés “internal ribosome entry site”)
(Figura 3.4). Por tanto, los ratones que contienen este alelo expresan la proteina de fusién
Piezo2-GFP, asi como la recombinasa Cre bajo el control del promotor endégeno de Piezo2

(Woo et al.,, 2014).
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Figura 3.4. Diagrama esquematico de la generacion del alelo Piezo26P.

El constructo EGFP-IRES-Cre se fusiond con el extremo final del exén 54 (extremo C-terminal de la
region codificante de Piezo2) seguido de un casete de Neomicina flanqueado por secuencias FRT
mediante recombinacion homdloga en células madre embrionarias C2 derivadas de ratones
C57BL/6]. Los ratones resultantes se cruzaron con animales que expresan la recombinasa FLP.
Imagen extraida de Woo et al., 2014.

3.1.1.5. Ratones Trpv1-EGFP.

El ratén Trpvl-EGFP (Coleccion GENSAT; Repositorio MMRRC, 033029-UCD)
presenta una modificacidn genética de tipo knockin que permite la expresion de la proteina
EGFP bajo el control de las secuencias reguladoras de la transcripcién del gen Trpv1. Este
raton fue generado mediante la insercién de un clon BAC que contenia el gen reportero
EGFP en el coddén de iniciacién de la regién codificante del ex6n 1 del gen Trpvl. Esta
modificacién genética implica la coexpresién de TRPV1 y EGFP en neuronas sensoriales
primarias. Cuando estas células son excitadas con luz a una longitud de onda de 488 nm se
produce la emisiéon de fluorescencia del fluoréforo permitiendo la identificacién de la

poblacién de neuronas TRPV1.
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3.2. Técnicas de inmunofluorescencia en tejido fijado.

3.2.1. Inmunofluorescencia en secciones transversales del ganglio

trigémino.

Los ratones Trpm8BAC-EYFP usados para este estudio fueron anestesiados mediante
la inyeccidn intraperitoneal de una mezcla de xilacina (5mg/kg; Xilagesic 20mg/ml Calier,
Barcelona, Espafia) y ketamina (16mg/kg; Ketamidor 100 mg/ml, Richter Pharma AG, Wels,
Austria). A continuacién, se les practicé una perfusion intracardiaca. Para ello, se abri6 la
caja toracica del animal y se separé el pericardio del corazén dejandolo expuesto, tras lo
que se realizd una incision en el extremo distal del ventriculo izquierdo y se introdujo una
canula de punta roma que estaba conectada a una bomba peristaltica. A través de la aorta
ascendente, y generando un flujo continuo de liquido, se introdujeron las soluciones
necesarias para la fijacion de los tejidos y se facilité la salida de liquidos del circuito
realizando un corte en la auricula derecha. Para eliminar restos de sangre en el sistema
cardiovascular, se introdujo a través de la bomba peristaltica una solucién salina al 0.9%
durante 3-5 minutos. Posteriormente, se introdujo una solucién fijadora, compuesta por
paraformaldehido al 4% y acido picrico al 0.2% diluidos en tamp6n fosfato salino 0.1M pH
7.4 (PBS), durante 15 minutos. Después, se diseccionaron los GT y se postfijaron durante 1
hora a temperatura ambiente en la misma solucién fijadora. Tras 5 lavados de 10 minutos
cada uno, los GT se introdujeron en una solucidn crioprotectora de sacarosa al 30% durante
16-24 horas. Transcurrido este tiempo, los GT fueron embebidos en bloques con Tissue-
Tek® O.C.T. Compound (#94-4583, Sakura Finetek, Torrance, CA, USA) y congelados

rapidamente en nitrégeno liquido. Los bloques fueron almacenados a -80°C hasta su uso.

Los bloques que contenian los GT fueron cortados en serie, en secciones de 7 um de
grosor con un criostato (Leica Microsystem, Mannhein, Alemania), y se montaron en
portaobjetos especiales para muestras congeladas (Superfrost Plus, Thermo Fisher

Scientific, Eugene, OR). Después, los portaobjetos fueron congelados a -20°C hasta su uso.
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Para realizar la técnica de inmunofluorescencia sobre las secciones, se selecciond 1 de cada
6 portaobjetos por muestra, de modo que se tenian un total de 5-6 portaobjetos con 2
secciones de GT cada uno. Los diferentes marcadores moleculares fueron estudiados en
series diferentes. Todas las secciones seleccionadas se lavaron con PBS para eliminar el
OCT. Después, se realizaron lavados con PBS mas Triton X-100 (PBS-X) al 0.03% (5 lavados
de 5 minutos cada uno) y las secciones se incubaron durante 1 hora con suero de bloqueo
(SB), que contenia suero de cabra (SC) al 10% (#S-1000; Vector Laboratories, Burlingame,
CA) diluido en PBS-X al 0.03% a temperatura ambiente. Posteriormente, las secciones se
incubaron a 4°C durante 16-24 horas con los anticuerpos primarios (Tabla 3.1) diluidos en
SB. A continuacidn, se hicieron 5 lavados de 5 minutos cada uno y las secciones se incubaron
durante 2 horas a temperatura ambiente con los correspondientes anticuerpos secundarios
(Tabla 3.1) diluidos en PBS. Las secciones fueron lavadas de nuevo (5 lavados de 5 minutos
cada uno) e incubadas 10 minutos a temperatura ambiente con el marcador nuclear 4’,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI; 2 pm/ml; Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR). Finalmente,
las secciones se lavaron con PBS (5 lavados de 5 minutos), se aplic6 el medio de montaje
(#S3023; DAKO, Glostrup, Dinamarca) y se cubrieron con un cubreobjetos para su

visualizacion.

Se llevaron a cabo controles negativos de todos los anticuerpos secundarios
utilizados repitiendo el mismo protocolo, pero sin realizar la incubacién con los anticuerpos

primarios.
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Tabla 3.1. Anticuerpos primarios y secundarios usados.

Anticuerpos Origen Casa comercial Catdlogo # Concentracion

Anticuerpos primarios
ﬁ;m' neuronal B-tubulina clase BioLegend, San Diego, CA 801201 1:500
Anti-GFP Pollo Abcam, Cambridge, MA ab13970 1:500
Anti-TRPV1 Cabra Neuromics, Edina, MN GT15129 1:100
Anti-Nav1.8 Conejo Abcam ab93616 1:100

L. . Novus Biologicals, Centennial, 1:50

Anti-Piezo2 Conejo co NBPI-78624
Anti-GAP43 Pollo Abcam ab134019 1:500
Anti-NF200 Conejo Sigma Aldrich, St Louis, MO N4142 1:1000
Anti-Periferina Conejo Millipore, Darmstadt, Alemania AB1530 1:500
Anti-TrkA Conejo Millipore 06-574 1:500
Anti-CGRP Cabra Abcam ab36001 1:500
Anti-GFP Conejo Thermo Fisher Scientific A11122 1:500

Anticuerpos secundarios
Alexa Fluor 488 IgG antiraton Cabra Thermo Fisher Scientific A11229 1:500
Alexa Fluor 488 IgG anticonejo Cabra Thermo Fisher Scientific A11008 1:500
Alexa Fluor 488 IgG antipollo Cabra Thermo Fisher Scientific A11039 1:500
Alexa Fluor 555 IgG antiratén Cabra Thermo Fisher Scientific A32727 1:500
Alexa Fluor 594 IgG antiratén Cabra Thermo Fisher Scientific A11032 1:500
Alexa Fluor 594 IgG anticonejo Cabra Thermo Fisher Scientific A11037 1:500
Alexa Fluor 594 IgG anticabra Buroo Thermo Fisher Scientific A11058 1:500
Alexa Fluor 647 IgG anticabra Burro Abcam, Cambridge, MA ab150131 1:500
Alexa Fluor 647 I1gG antipollo Cabra Thermo Fisher Scientific A21449 1:500
Alexa Fluor 647 IgG anticonejo Cabra Thermo Fisher Scientific A32733 1:500
IgG biotilinada anticonejo Cabra Vector Laboratories BA-1000 1:200

3.2.2. Inmunofluorescencia de la inervaciéon corneal en preparaciones de

cornea entera.

Los ratones C57BL/6], Trom8BAC-EYFP, Trpm8+/-, Trpv1-GFP, Piezo2-GFP-IRES-Cre y
Trpm8BAC-EYFP/Sarm1~/- usados en los diferentes experimentos fueron sacrificados
mediante la inyeccién intraperitoneal de pentobarbital sédico (Dolethal, Vetoquinol, Lure,
Francia). A continuacién, se realiz6 una dislocacién cervical y los ojos fueron
cuidadosamente enucleados. Seguidamente, se practicO una punciéon en el limbo
esclerocorneal de los ojos con el objetivo de que la solucién fijadora penetrara en el interior
del ojo y la fijacidn resultase homogénea. Los ojos fueron posteriormente fijados durante
un tiempo de 25 min-2 horas en una solucién compuesta por metanol y dimetilsulféxido
(4:1), en agitacion y a temperatura ambiente. Los tiempos de fijacion fueron establecidos
segln los anticuerpos primarios utilizados en los diferentes ratones empleados (Tabla 3.2).

A continuacioén, se procedi6 a la diseccion de la cornea y se practicaron 4 cortes formando
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un trébol de 4 pétalos para asi aplanar la cédrnea. Inmediatamente después, las coérneas
fueron postfijadas durante 5 minutos en metanol absoluto a -20°C y rehidratadas en una
bateria decreciente de metanol con PBS. Las cdrneas se lavaron 3 veces en PBS-X al 0.1%-
1% durante 30 minutos (10 minutos por lavado) y se incubaron durante 30 min-16 horas
en SB compuesto por un 1%-2% de albumina de suero bovino (BSA; #SP-5050; Vector
Laboratories) y un 5%-10% de SC (Vector Laboratories), diluido todo en PBS-X (Tabla 3.2).
Las concentraciones de las disoluciones y los tiempos de incubacién variaron en funcién de
los anticuerpos utilizados (Tabla 3.2). Posteriormente, las cérneas fueron incubadas con los
anticuerpos primarios diluidos en suero de bloqueo durante 2-4 dias (Tabla 3.2) a4°Cy en
agitacion moderada (80 r.p.m). Tras la incubacién con los anticuerpos primarios (Tabla 3.1),
se realizaron 5 lavados en PBS (10 minutos por lavado), y se procedi6 a la incubacién de los
anticuerpos secundarios correspondientes (Tabla 3.1) diluidos en PBS durante 2 horas a
temperatura ambiente y en agitacién moderada. Posteriormente, se realizaron 5 lavados de
10 minutos cada uno en PBS y después, las cérneas fueron incubadas con el colorante
fluorescente de ADN Hoechst 33342 (#H1399; ThermoFisher Scientific) diluido en PBS
(1:1000) durante 10 minutos. A continuacidn, se realizaron 3 lavados de 10 minutos y
finalmente, las cérneas se montaron en un portaobjetos usando como medio de montaje

Fluoromount-G (#00-4958-02; ThermoFisher Scientific, OR, Waltham, USA).

Se hicieron controles negativos de todos los anticuerpos secundarios utilizados
mediante la repeticién del mismo protocolo de inmunotincién, pero sin realizar la

incubacién con los anticuerpos primarios.
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Tabla 3.2. Animales empleados, concentracion de las disoluciones y tiempos de incubacion
aplicados en los protocolos de inmunofluorescencia en preparaciones de cérnea aplanada.
Concentracion SB (%)

. Tiempo . . . . Tiempo incubacion
Animales e . / Tiempo de Anticuerpos primarios ) . 3
fijacion . L, anticuerpos primarios
incubacion
;rpmg‘?/“-EYFP 1% BSA; 10% SC; alnti- rllﬁurortl.alG[;-;ubulina
rom8-/- clase III; anti- ,
p 2horas  0.1% Tritén X-100 / 60 2 dias
Sarm1+/-/ Trpm8BAC- .
min
EYFP
19% BSA; 10% SC; alnti- rllﬁurortl.alG[;-;ubutliina
clase III; anti- ; anti- ,
Trpv1-GFP 2 horas 1% Tritén X-100 / 16 Piezo2: anti-TRPVL 4 dias
Piezo2-GFP-IRES-Cre horas 205
anti- neuronal -tubulina
2% BSA; 5% SC; . .
. L, clase III; anti-TRPV1; anti- ;
C57BL/6] 25 min 0.1% Tritén X-100 / 30 2 dias
. Nav1.8
min
1% BSA; 5% SC; anti- neuronal -tubulina
Trpm8BAC-EYFP 120 min 0.1% Tritén X-100 / clase III; anti-GFP; anti- 4 dias
120 horas P2X2; anti-P2X3

Cada protocolo fue usado en un conjunto de experimentos diferente. SB: suero de bloqueo; BSA: albiimina de suero
bovino; SC: suero de cabra.

3.2.3. Técnica ABC-peroxidasa en preparaciones de cérnea entera.

En este bloque de experimentos se usaron ratones Trpm8BAC-EYFP 'y Trpm8-~/-. Una
vez se enuclearon los ojos tras el sacrificio del animal, se les practicé una puncién en el
limbo esclerocorneal para que la solucién fijadora penetrara en el interior del ojo y la
fijacién resultase homogénea. A continuacioén, los globos oculares fueron fijados en una
solucion de paraformaldehido al 4% y acido picrico al 0.2% en PBS durante 1 hora a
temperatura ambiente y en agitacién moderada (80 rpm). Posteriormente, se diseccionaron
las corneas y se les practico 4 cortes formando un trébol para aplanarlas. Inmediatamente
después, las corneas fueron lavadas 3 veces en PBS durante 30 minutos (10 minutos por
lavado). Para incrementar la permeabilidad, las muestras se incubaron alrededor de 16
horasa 37°C en una solucion que contenia 0.01% de hialuronidasa tipo IV-S (Sigma Aldrich),
0.1% de acido etilendiaminotetraacético (EDTA; Sigma Aldrich) (Marfurt et al,, 2010)
diluido en una solucién reguladora de acetato a pH 6.0. Transcurrido este tiempo, las
corneas se lavaron 3 veces en PBS-X al 0.1% (10 minutos por lavado) y fueron incubadas
durante 2 horas a temperatura ambiente en suero de bloqueo compuesto por un 1% de BSA

(Vector Laboratories) y un 10% de SC (Vector Laboratories), diluido en PBS-X al 0.1%.
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Seguidamente, las corneas fueron incubadas con el anticuerpo policlonal hecho en conejo
anti-GFP (1:500; Thermo Fisher Scientific; Tabla 3.1) diluido en suero de bloqueo. A
continuacion, se realizaron 3 lavados con PBS-X al 0.1% (3 lavados de 10 minutos) y las
corneas fueron incubadas durante 2 horas, a temperatura ambiente y en agitacion, con un
anticuerpo secundario hecho en cabra IgG biotinilado anticonejo (1:200; Vector
Laboratories; Tabla 3.1). Posteriormente, las cérneas fueron lavadas de nuevo en PBS-X al
0.1% (3 lavados de 10 minutos) y se incubaron durante 2 horas, a temperatura ambiente y
en agitacion, con el complejo enzimatico avidina-biotina-peroxidasa de rabano picante
(1:200; Kit ABC, #PK-4001; Vector Laboratories). A continuacién, las cérneas fueron
lavadas 3 veces (10 minutos por lavado) en PBS-X 0.1% e inmediatamente después, se
incubaron durante 2 minutos a temperatura ambiente en una solucién que contenia 0.1%
de hidrato de tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobencidina (DAB; #D5637; Sigma Aldrich) y
0.003% de peroxido de hidrogeno (#216763; Sigma Aldrich). La reaccién se paré lavando
las cérneas con PBS (3 lavados de 10 minutos). Después de realizar los lavados, las corneas
fueron deshidratadas por inmersiéon en concentraciones crecientes de etanol, clarificadas
con xilol y montadas en cubreobjetos con el medio de montaje Entellan (#1.07960; Sigma

Aldrich).

Serealizaron los controles negativos del anticuerpo secundario biotinilado utilizado
mediante la repeticion del mismo protocolo de inmunotinciéon pero sin realizar la

incubacién con el anticuerpo primario.

3.2.4. Adquisicion de imagenes.

Las imagenes de los GT fueron adquiridas con un microscopio de epifluorescencia
Leica DM 6000B (Leica Microsystems) equipado con una fuente de iluminacién Leica CTR
6000 y una caAmara DFC310 FX. El microscopio disponia de un objetivo seco de 10x (HI PLAN

[ 10x0.22 DRY), un objetivo seco de 20x (HC PL FLUOTAR 20x0.50 DRY) y un objetivo seco
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de 40x (HCX FL PLAN 40x0.65 DRY), asi como de filtros de fluorescencia L5, TX3 y A4. Las
imagenes se adquirieron a una resolucién de 1392x1040 pixeles y a una profundidad de 16
bits. Se realiz6 una adquisicién en mosaico automatica, y las imagenes que lo componian
fueron unidas con una superposicion del 10% usando el moédulo especifico de
procesamiento que contenia el software LAS AF de Leica. Todas las imagenes fueron

guardadas en el formato de datos Leica Image Format (.lif) para su posterior analisis.

Todas las imagenes de inmunofluorescencia de fibras nerviosas en cdrneas fijadas
se adquirieron con un microscopio confocal invertido Zeiss LSM880 (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Alemania). Para ello se utilizé un objetivo con lentes de 25x y de inmersion en
agua (Apochromat 25x/0.8 Imm DIC) y un objetivo con lentes de 63x y de inmersién en
aceite (Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC). Al microscopio se acoplaron diferentes lineas de
laser (405, 488, 561, 594 y 647 nm), de modo que los fluoréforos de los anticuerpos
secundarios AlexaFluor-488 fueron excitados con luz a longitud de onda de 488 nm,
AlexaFluor-555 con luz de longitud de onda de 561 nm, AlexaFluor-594 con luz de longitud
de onda de 594 nm, y AlexaFluor-647 con luz de longitud de onda de 635 nm. Los
marcadores fluorescentes de uniéon a ADN, DAPI y Hoescht 33342, fueron excitados con luz
de una longitud de onda de 405 nm. La excitacién y deteccién de la sefial producida por los
fluorocromos se realiz6 mediante fotomultiplicadores espectrales y de modo secuencial

para evitar el solapamiento de los espectros de emisién entre los distintos fluoréforos.

Las imagenes de fluorescencia se adquirieron a una resoluciéon de 1024x1024
pixeles y a una profundidad de 8 bits mediante el software Zen Black version 2.3 (Carl Zeiss
AG). El radio de escaneo fue de 2.05 ps/pixel cuando se utilizé el objetivo de 25x y de 8.19
us/pixel cuando se utiliz6 el de 63x. El tamafio de cada pixel es de 0.33x0.33 pm en todas
las imagenes adquiridas. El salto de plano (z-step) se defini6é de acuerdo con el teorema de
muestreo de Nyquist-Shannon de 1.39 pm para las imagenes adquiridas a 25x y de 1.15 um
para las adquiridas a 63x. Todas las imagenes fueron guardadas en formato de datos Carl

Zeiss Image (.czi) para su posterior analisis.
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En las corneas en las que fue aplicada la técnica ABC-peroxidasa, las imagenes
fueron adquiridas con el microscopio Leica DM 6000B (Leica Microsystem) utilizado para
las adquisiciones de las imagenes de los ganglios trigéminos. En este caso, las muestras
fueron iluminadas con luz transmitida para realizar la adquisicién. Las imagenes de campo
claro se adquirieron a una resolucién de 1392x1040 pixeles y a una profundidad de 16 bits.
Se realizé una adquisiciéon en mosaico automatica, y las imagenes que lo componian fueron
unidas con una superposicion del 10% usando el modulo especifico de procesamiento que
contenia el software LAS AF de Leica. Todas las imagenes fueron guardadas en el formato

de datos Leica Image Format (.lif) para su posterior analisis.

3.2.5. Procesamiento de imagenes.

Las imagenes obtenidas de los tejidos fijados fueron procesadas usando el software
de andlisis de imagen Fiji version: 2.0.0-rc69/1.52i (NIH). Para la cuantificacién de las fibras
nerviosas presentes en las imagenes obtenidas de las preparaciones de cérnea, asi como
para la cuantificacién manual del nimero de somas que expresaban los marcadores
moleculares TRPMS8, TrkA, CGRP, NF200, Periferina y GS-IB4, se us6 el complemento “cell
counter” habilitado en el software. Los datos obtenidos de ambos analisis se almacenaron

en formato de Excel (.xIs).

3.3. Microscopia de barrido confocal in vivo de las fibras nerviosas corneales.
3.3.1. Procedimiento experimental.

Los ratones transgénicos Trpm8BAC-EYFP, Trpm8/- y Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-
utilizados fueron anestesiados mediante una inyeccién intraperitoneal de xilacina
(Xilagesic 16mg/kg). A continuacion, fueron sujetados por la cabeza en un soporte movil
especifico de raton (SGM-4, Narishige International USA, Amityville, NY, USA) mediante

sendas barras colocadas sobre los huesos temporales izquierdo y derecho. Para el
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mantenimiento de un grado de anestesia estable y prolongado en el raton, se suministro
anestesia volatil durante todo el experimento mediante un vaporizador de isofluorano
(FUJIFILM VisualSonics, Toronto, ON, Canada) que llevaba incorporada una mascara que
permitia la inhalacién continua de isofluorano (1-2%) a lo largo de todo el experimento
(Figura 3.5). El soporte con el ratén fue colocado en una platina in vivo para la realizacién
de experimentos de imagen intravital (Luigs&Neuman, Ratingen, Alemania), con
motorizacién XY disefiada para el microscopio DM6000 CFS (Leica Microsystems), todo ello
instalado en el microscopio de barrido confocal LEICA SP5-II (Leica Microsystem).
Posteriormente, mediante ajustes manuales de la posicién del soporte moévil de la cabeza
del raton, se coloco la superficie ocular del ojo derecho bajo el objetivo, permitiendo asi la
visualizacién de las fibras nerviosas fluorescentes una vez eran excitadas con el laser
correspondiente. El ojo izquierdo fue humedecido continuamente aplicando lagrima
artificial (Optiben, Laboratorios Cinfa, Navarra, Espafia) sobre la superficie ocular para
evitar la evaporacion de la pelicula lagrimal y proteger asi el epitelio corneal (Figura 3.5). A
continuacion, se adquirieron una serie de imagenes con un objetivo seco de bajo aumento
(5x) para conocer el estado general de la inervacion, tras lo que se adquirieron imagenes de
las fibras objeto de estudio usando un objetivo de inmersién en agua y de mayor aumento
(25x). En este caso, se aplicé una gota de lagrima artificial (Optiben, Laboratorios Cinfa)
entre la superficie corneal y el objetivo para permitir la visualizacién de las fibras. Una vez
terminada la adquisiciéon de imagenes, se liberé la cabeza del ratén del soporte, se le inyectd
de forma subcutdnea 1ml de suero salino glucosado y finalmente se colocé encima de una

manta térmica regulada a 37°C hasta su recuperacién.
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Figura 3.5. Configuracion del equipo de microscopia confocal para la adquisiciéon de imagenes
in vivo.

Fotografia del microscopio confocal de barrido LEICA SP5-II (Leica Microsystem) adaptado para la
realizacion de experimentos in vivo. El recuadro muestra el soporte movil donde es fijada la cabeza
del ratén y que ademas lleva incorporada una mascara que permite la inhalacion de isofluorano. La
superficie ocular esta colocada perpendicularmente al objetivo y se puede observar el menisco
formado por la solucidn de lagrima artificial entre el objetivo y la cérnea.

3.3.2. Adquisicion de imagenes.

La adquisicién de imagenes confocales in vivo se llevd a cabo mediante un
microscopio de barrido laser LEICA SP5-II. Se utilizé un objetivo seco de 5x (HCX PL
FLUOTAR CS 5x/0.15) y un objetivo de inmersién en agua (HCX IRA APO L 25x/0.95 W). Las
proteinas EYFP y EGFP, codificadas genéticamente bajo el promotor de TRPM8 en las
distintas lineas transgénicas, presentan un pico de excitacién a luz de longitudes de onda de
513 y 488 nm respectivamente, y fueron consecuentemente excitadas usando un laser de
iones argdn multilinea (488 y 514 nm). El pico maximo de emisioén de la proteina EYFP es
de 527 nm y el de la proteina EGFP es de 509 nm, por lo que la deteccién se llevo a cabo con
un fotomultiplicador espectral entre 525 y 600 nm. Se adquirieron series de imagenes
apiladas en el plano z (z-stack) de las fibras fluorescentes utilizando el software LAS AF
versién 2.7.3.9723 (Leica Microsystems). Las micrografias fueron realizadas a una
resolucién de 1024x1024 pixeles y con una profundidad de 8 bits. La velocidad de escaneo

fue de 1200 Hz en todas las adquisiciones. El tamafio de cada pixel fue de 2.90x2.90 pum para
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las imagenes adquiridas a 5x y de 0.58x0.58 pm para las adquiridas a 25x. Se definié un salto
de plano (z-step) de acuerdo con el teorema de muestreo de Nyquist-Shannon de 9.68 um
para las imagenes adquiridas a 5x. Sin embargo, debido a pequefios movimientos en el ojo
del ratén, en las adquisiciones realizadas a 25x se tuvo que buscar el equilibrio 6ptimo entre
la velocidad de adquisicién y la resolucion de la imagen, por lo que se estableci6 un salto de

plano de 0.49 pm, que fue mayor al establecido de acuerdo con el teorema Nyquist-Shannon.

Todas las imagenes fueron guardadas en formato Leica Image Format (.lif) para su

posterior analisis.

3.3.3. Monitorizacion de la remodelacion espontanea de fibras nerviosas

corneales individuales en ratones Trpm8BAC¢-EYFP y Trpm8-/-.

Como se describe en la introduccion (ver apartado 1.1.2.2.2.3), las fibras subbasales
del epitelio anastomosan repetidas veces entre ellas formando una densa red que
imposibilita su reconocimiento individual (Marfurt et al., 2010). Sin embargo, el uso de
ratones Trpm8BAC-EYFP y Trpm8/- permite el andlisis morfométrico dindmico de fibras
nerviosas corneales de manera individualizada debido a que Unicamente alrededor de un

20% del total de fibras expresa la proteina de membrana TRPM8 (Alcalde et al., 2018).

En este bloque de experimentos, se monitorizaron fibras subbasales y
terminaciones nerviosas corneales en un total de 6 ratones Trpm8PAC-EYFP y en 2 ratones
Trpm8+-. Las fibras nerviosas subbasales fueron seleccionadas a partir de puntos de
penetracién en el epitelio localizados tanto en la zona periférica como en la zona central
(Figura 3.64, B). Con el fin de analizar los cambios morfolégicos espontaneos que suceden
en las fibras nerviosas corneales con el tiempo, se llevd a cabo el seguimiento y la
adquisicidn de imagenes de las fibras nerviosas seleccionadas durante 12 dias consecutivos
(una imagen por fibra, animal y dia), aplicando el procedimiento descrito en el apartado

3.3.1. Durante el periodo de seguimiento, con el fin de minimizar el riesgo de lesiones
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oculares, los animales fueron estabulados individualmente y en aquellos casos en los que se
identificaron pérdidas de fluorescencia irreversibles en regiones o en el conjunto de la
inervacion corneal, asi como opacidad corneal en algin momento del seguimiento, los
animales fueron sacrificados y las imagenes excluidas del analisis morfométrico, por

tratarse de un indicio de dafio en el epitelio corneal.

Concluido el periodo de monitorizacion, los animales fueron sacrificados mediante
una inyeccion de pentobarbital sédico intraperitoneal y posteriormente, se les practicé una

dislocacién cervical.

Figura 3.6. Visualizaciéon de la inervacidn sensorial corneal de un ratén Trpm8BACc-EYFP

A. Imagen representativa de la arquitectura general de las fibras sensoriales EYFP positivas de la
cérnea obtenida mediante el objetivo de menor magnificacién (5x). Los recuadros indican las fibras
localizadas en la periferia (azul) y en el centro (blanco) de la cérnea, ambas seleccionadas para el
estudio morfoldgico. B. Imagen de la fibra central seleccionada (recuadro blanco) adquirida con el
objetivo de mayor aumento (25x) para su posterior analisis morfométrico tridimensional. Barras de
escala: A, 500 um; B, 100 pm.

3.3.3.1. Procesamiento de las imagenes de fibras nerviosas corneales

individuales.

Las imagenes de las fibras nerviosas corneales adquiridas a 25x in vivo, fueron
reconstruidas tridimensionalmente con el software de andlisis de imagen Imaris 9.3

(Oxford Instruments, Inglaterra). Primero, las imagenes obtenidas en formato de datos de
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Leica (.lif) fueron convertidas a formato de datos de Imaris (.ims) mediante el programa
ImarisFileConverter (Oxford Instruments). Para facilitar la visualizacién de las fibras
nerviosas corneales se utilizd el visor 3D y se procedi6 a la reconstruccién tridimensional
mediante el uso de la herramienta de trazado de filamentos de manera semiautomatica.
Sobre el punto de penetraciéon que produce la fibra estromal en la base del epitelio, se
genero el punto inicial a partir del cual se trazaron las diferentes fibras subbasales y sus
terminaciones nerviosas (Figura 3.7). Una vez realizada la reconstruccién y segmentacion,
las terminaciones nerviosas se clasificaron en funcién del nimero de ramificaciones como
simples, ramificadas y complejas (Figura 3.7). Todos los datos obtenidos fueron exportados
en formato de datos de Excel (.xIs). Por dltimo, se export6 el grafico completo del filamento
generado para todas las fibras analizadas, y se almacend en formato ‘Neuron File Format’
(-hoc) para el posterior analisis de la envolvente convexa (ConvexHull) y de la dimensién
fractal.

Terminaciones Terminaciones

Terminaciones complejas simples
ramificadas

Punto de Eibras \ Fibras

penetracion estromales

subbasales

Figura 3.7. Reconstruccion 3D de un conjunto de fibras subbasales y sus terminaciones

La imagen confocal obtenida fue reconstruida con Imaris 9.3. A partir del punto de penetracién
(esfera blanca) se trazaron las diferentes fibras subbasales y sus terminaciones nerviosas simples
(esferas azules), ramificadas (esferas naranjas) y complejas (esferas rojas). La envolvente convexa
aparece representada como un sombreado gris.

79



3.3.4. Monitorizacion de la degeneracion y regeneracion de fibras
nerviosas corneales tras su lesion en ratones adultos Trpm8BAC-EYFP y Trpm@8BAc-

EYFP/Sarm1-/-.

3.3.4.1. Modelo de incisién quirdrgica en la cérnea.

Se desarroll6 un modelo de lesidn corneal seccionando de manera controlada las
fibras nerviosas presentes en el estroma de la cérnea (Figura 3.8) (Pifia et al,, 2019). Se
usaron 3 ratones Trpm8BAC-EYFP en este estudio. Los animales fueron anestesiados con una
mezcla de ketamina (80 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) inyectada intraperitonealmente. La
cirugia fue realizada en el ojo derecho de cada animal, en el cual se aplic6 una gota de
Colircusi anestésico doble (1 mg/ml de tetracaina y 4 mg/ml de oxibuprocaina; #735142.9;
Novartis, Basilea, Suiza) antes del procedimiento. En el ojo izquierdo se aplicé lagrima
artificial (Optiben, Laboratorios Cinfa) para evitar la evaporacién de la pelicula lagrimal y
proteger la superficie ocular. A continuacion, el ojo fue inmovilizado aplicando una presiéon
constante con una junta torica de plastico hasta el final de la cirugia. Se realiz6 una pequefia
incisiéon tangencial a la cérnea de unos 15° usando un microbisturi oftdlmico recto
desechable (#78-6810, CorzaMedical, Westwood, MA, USA). A través de la incisién se fue
cortando cuidadosamente la cérnea describiendo un arco de aproximadamente 330° que
genero una solapa superficial de 2 mm de didmetro, unida a la cérnea por una bisagra de
unos 30° (Figura 3.8A). Tras la cirugia, se inyect6 de forma subcutanea 1ml de suero salino
glucosado en el ratéon y se dejé encima de una manta térmica regulada a 37°C hasta su
recuperacion. Todos los animales fueron tratados con buprenorfina (0.02 mg/kg; Dechra
Pharmaceuticals, Northwich, Reino Unido) cada 12 horas durante las primeras 72 horas y

se estabularon en jaulas individuales.
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Figura 3.8. Representacion esquematica de la incision quirargica de la cérnea.

A. Incision inicial (panel superior) y extension de la lesién quirurgica (panel inferior) realizando un
seccionamiento de 330° alrededor de la cérnea y dejando una zona bisagra intacta. B. Esquema de la
inervacion corneal que muestra el seccionamiento de los nervios estromales (trazado discontinuo
rojo). Imagen modificada de Pifia et al., 2019.

Se adquirieron imagenes a 5x de la inervacién sensorial corneal previamente a la
realizacién de la lesién, inmediatamente después de realizar la lesidn, y a los dias 3, 10, 17
y 21. Durante todo el estudio los animales fueron estabulados individualmente, y fueron
sacrificados al finalizar los experimentos mediante una inyeccién intraperitoneal de

pentobarbital sédico seguida de una dislocacion cervical.

3.3.4.1.1. Procesamiento de las imdagenes adquiridas de Ila

reinervacion corneal tras una incisién quirdrgica de la cérnea.

Las imagenes adquiridas con el objetivo 5x fueron analizadas usando el software de
analisis de imagen Fiji (NIH). Todas las secciones adquiridas en el eje Z de cada serie de
imagenes fueron proyectadas en un tnico plano usando la herramienta proyeccién maxima,
y se aplicoé un aumento de contraste del 0.5% y un filtro de mediana de radio 0.3 pixeles.
Después, se realizd una sustraccion del ruido local de la imagen aplicando un ‘rolling ball
radius’ de 10 pixeles. Las imagenes fueron segmentadas automdaticamente aplicando un

valor umbral mediante el método de Li (C. Li & Lee, 1993; C. Li & Tam, 1998). Una vez fue
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obtenida la imagen binarizada, se dibujaron dos regiones de interés (ROI): una que incluia
toda la inervacion corneal y otra de la region lesionada. Posteriormente, se cuantificé el
numero de pixeles negros (valor 255 en la imagen binarizada) presentes en cada ROI que
se correspondian con el objeto de interés (las fibras sensoriales TRPM8 positivas). Los datos

procedentes de los valores del histograma se guardaron en formato de datos de Excel (xls).

3.3.4.2. Axotomia de fibras nerviosas corneales individuales de ratén

mediante fotocoagulacién con un laser de femtosegundo.

Con el objetivo de realizar lesiones precisas en fibras nerviosas corneales
individuales, se realizaron fotocoagulaciones en fibras del plexo subbasal mediante el uso
de un laser de femtosegundo acoplado al microscopio. Para ello, ratones de las lineas
transgénicas Trpm8BAC-EYFP y Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/- fueron anestesiados y colocados en
el microscopio tal y como se describe en el apartado 3.3.1. La axotomia mediada por laser
de femtosegundo se realiz6 en una Unica fibra subbasal, localizada en el area central de la
cornea del ojo derecho, en cada uno de los ratones utilizados en el estudio (Figura 3.9). En
el ojo izquierdo se aplicaron unas gotas de lagrima artificial (Optiben, Laboratorios Cinfa)
para proteger la superficie ocular. Para hacer la axotomia se utilizé el laser de infrarrojo
MaiTai HP DeepSee (Spectra-Physics, Mountains View, CA) sintonizable desde 690 a 1040
nm, conectado 6pticamente al microscopio de barrido laser LEICA SP5-II. El laser de
infrarrojo emite pulsos a una frecuencia de 100 femtosegundos, concentrando los fotones

en el plano focal (z).
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Figura 3.9. Fotocoagulacion de una fibra subbasal individual en la cé6rnea del ratén Trpm8BAc-
EYFP.

A. Micrografia de la inervacion sensorial de frio corneal. El recuadro blanco indica el area central
donde se localiza la fibra seleccionada a lesionar (punta de flecha blanca). B. Micrografia a mayor
magnificacion del area indicada en el recuadro de la imagen A. Aparece sefialada la fibra subbasal
individual que va a ser lesionada (punta de flecha blanca) y el punto exacto donde se procedera a
incidir con el laser de femtosegundo (punta de flecha roja). C. Imagen adquirida inmediatamente
después de realizar la fotocoagulacion. La marca fluorescente (punta de flecha roja) generada tras la
axotomia divide a la fibra en una porcién proximal (flecha azul) y una porcion distal (flecha amarilla).
Barras de escala: A, 500 um; B, C, 100 pm.

Con el fin de minimizar el grado de variabilidad entre las diferentes lesiones, se
establecieron y aplicaron los mismos pardmetros en la configuracion del laser de
femtosegundo para realizar la fotocoagulacion de todas las fibras. De esta manera, se usé el
laser a una potencia del 90% y a una longitud de onda de 800nm. A continuacion, se
selecciond la region de interés a fotocoagular, se aplicé un zoom-in en una localizaciéon
préxima al punto de penetracién de la fibra subbasal (Figura 3.9B, punta de flecha roja).
Después, se defini6é un limite superior y uno inferior en el plano Z para delimitar el punto
exacto donde se iba a realizar la fotocoagulacién y se estableci6é una distancia de 1 um entre
las diferentes secciones épticas (z-step) para la adquisicion de imagenes. La velocidad de
barrido fue de 1200 Hz y se configuré un doble barrido por linea (line average=2). Tras
efectuar el disparo con el laser IR, se realizé una comprobacién visual con el microscopio
para confirmar que la fibra subbasal seleccionada habia sido fotocoagulada debido a que,
tras la axotomia, en el sitio donde habia incidido el 1aser se generaba una marca fluorescente
(Figura 3.9C). Como resultado de la fotocoagulacion laser, la fibra quedaba dividida en una

porcién comprendida entre el punto de penetraciéon y la marca fluorescente, que sera
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denominada en este trabajo como la “porcién proximal” (Figura 3.9C, flecha azul); y otra
porcién comprendida entre la marca de fluorescencia y su extremo terminal, desconectada

Zou

de la porcién proximal, que se denominara “porcion distal” (Figura 3.9C, flecha amarilla).

Con la finalidad de estudiar el curso temporal de la regeneracién de las fibras
sensoriales de frio tras su lesion mediante fotocoagulacién por laser, se usaron 11 ratones
Trpm8BAC-EYFP y 11 ratones Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-+/-. Se realiz6 el seguimiento y la
adquisicién de imagenes de las fibras lesionadas segin el procedimiento descrito en el
apartado 3.3.1 y 3.3.2. La regeneracion fue monitorizada mediante la adquisicion de
imagenes antes de realizar la axotomia de fibras individuales, inmediatamente después de
realizar la fotocoagulacién, y alos dias 1, 3, 7, 10 y 15 posteriores a la lesién. Durante este
periodo de tiempo los animales fueron estabulados individualmente. Aquellos animales que
experimentaron una pérdida de fluorescencia en alguna regién o en la totalidad de la
inervacion corneal, en algin punto temporal del seguimiento, fueron sacrificados y los datos

obtenidos excluidos del analisis morfométrico.

Para evaluar el volumen de tejido lesionado tras realizar la fotocoagulacién (n=9)
en los ratones Trpm8BAC-EYFP, se realiz6 una reconstruccién, usando la herramienta de
trazado de superficies de Imaris 9.3 (Oxford Instruments), de la marca fluorescente
generada por el laser de femtosegundo tal y como se describe en un estudio previo en el que
cuantifican el tamafio de lesiones puntuales generadas mediante ldser en neuronas
corticales (Canty et al., 2013). Ademas, para determinar si la lesién afecta a otras capas o
fibras circundantes del epitelio corneal, se realiz6 un estudio inmunohistoquimico del tejido
en 5 animales Trpm8BAC-EYFP. Para ello, 8 horas después de realizar la fotocoagulacién de
las fibras nerviosas individuales (n=5) se procedi6é al sacrificio de los animales e
inmediatamente después, los ojos fueron enucleados. A continuacién, se procedi6é a su
estudio inmunohistoquimico aplicando el protocolo descrito en el apartado 3.2.2 y 3.2.4
Posteriormente se cuantifico el numero de células corneales dafiadas en el sitio de la lesion.

Estas células fueron identificadas debido a que mostraron un incremento de la intensidad
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de fluorescencia para el marcador de ADN Hoechst 333342 (Zhivotosky & Orrenius, 2001)
con respecto a las células alejadas de la lesion; y fueron reconstruidas mediante el uso de la

herramienta de trazado de superficies de Imaris 9.3. (Oxford Instruments).

Por otro lado, con el propoésito de determinar si los tiempos de degeneracion de la
porcién distal de la fibra axotomizada son diferentes entre las dos lineas de ratones
transgénicos utilizados, se fotocoagularon 3 fibras de 3 ratones Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-y 4
fibras de 4 ratones control Trpm8BAC-EYFP/Sarm1+/+, descendientes de la misma camada
que poseen un genotipo silvestre para Sarml. Las fibras nerviosas individuales fueron
monitorizadas antes, después y a las ocho horas tras realizar la fotocoagulacion. A
continuacion, se procedio al sacrificio de los animales e inmediatamente después, los ojos
fueron enucleados y fijados para proceder a su analisis inmunohistoquimico aplicando el

protocolo descrito en el apartado 3.2.2.

Asimismo, con la finalidad de estudiar los cambios morfolégicos dinamicos que
suceden durante la degeneracion inducida por la fotocoagulacidn, se realiz6 una tanda de
experimentos adicionales utilizando 16 ratones Trpm8BA¢-EYFP/Sarm1-/-. Se monitorizaron
16 fibras nerviosas individuales antes, después y diariamente durante los 4 dias posteriores
ala fotocoagulacion. Los restos de la porcién distal que expresan EYFP fueron reconstruidos

mediante la herramienta de trazado de filamentos de Imaris 9.3 (Oxford Instruments).

3.3.4.2.1. Procesamiento de las imagenes adquiridas tras la axotomia

por fotocoagulacion de fibras subbasales individuales.

Las imagenes de las fibras subbasales corneales adquiridas in vivo a 25x se
procesaron y reconstruyeron segiin se describe en el apartado 3.3.3.1. Cabe sefialar que, en
el caso de los experimentos de regeneracion, se reconstruy6 exclusivamente la porciéon

proximal de la fibra una vez realizada la axotomia laser a los diferentes tiempos estudiados;
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y para el andlisis de la degeneracion, se reconstruy6 tinicamente la porcidn distal de la fibra

tras su axotomia.

Para la cuantificacién del nimero de células dafiadas en el area lesionada tras la
fotocoagulaciéon de la fibra subbasal TRPMS8-EYFP, se realiz6 una reconstruccion
tridimensional de los nucleos afectados mediante el uso de la herramienta de renderizado
de superficies del programa Imaris 9.3 (Oxford Instruments). Los nucleos de las células de

la cornea afectados fueron identificados con el marcador nuclear Hoechst 33342.

3.4. Analisis morfométrico.

3.4.1. Andlisis morfométrico de las neuronas trigeminales y sus

proyecciones corneales en tejido fijado.

3.4.1.1. Cuantificacién inmunocitoquimica de las neuronas trigeminales

de frio en ratones Trpm&8BAC-EYFP.

La cuantificaciéon manual de las neuronas TRPM8-EYFP se realiz6 usando el médulo
“cell counter” habilitado en el programa de analisis de imagen Fiji (NIH). Los resultados se
muestran como el porcentaje de neuronas TRPM8-EYFP que se coexpresa con los

marcadores moleculares TrkA, CGRP, NF200, Periferina y GS-1B4.

3.4.1.2. Cuantificacion de los puntos de penetracion de las fibras
subepiteliales en el epitelio en preparaciones de cérnea aplanada de los ratones

Trpv1-GFP.

En este bloque de experimentos se cuantificaron manualmente los puntos de
penetracion presentes en los 4 pétalos que conforman cada una de las cérneas usadas en el

estudio mediante el modulo “cell counter” de Fiji (NIH). Los resultados se presentan como
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el porcentaje de puntos de penetraciéon que son inmunorreactivos a los anticuerpos anti-

neuronal -tubulina clase 111, anti-GFP y/o anti-PiezoZ2.

3.4.1.3. Cuantificacién de los parametros morfométricos analizados en

la inervacion corneal de los ratones Trpm8BACc-EYFP y Trpm&8-/-.

Para la cuantificaciéon de los diferentes parametros morfométricos se utilizaron
tanto las preparaciones de corneas tratadas con la técnica inmunohistoquimica ABC-

peroxidasa como las tratadas con técnicas de inmunofluorescencia.

3.4.1.3.1. Cuantificacién de los puntos de penetracion.

Los puntos de penetracidn positivos para el anticuerpo anti-neuronal (-tubulina
clase Ill y anti-GFP fueron cuantificados en cada uno de los pétalos corneales. Los valores se
presentan como densidad del nimero de penetraciones por unidad de superficie corneal

(penetraciones/mm?2)

3.4.1.3.2. Numero de fibras por punto de penetracién.

Se cuantificd el nimero de fibras inmunorreactivas a los marcadores (3-tubulina
clase Il y GFP que emergen de un punto de penetracion y se clasificaron morfolégicamente.

Los datos se exponen en valores absolutos o en porcentaje.

3.4.1.3.3. Densidad de fibras subbasales y terminaciones nerviosas.

En las imagenes de cada uno de los 4 pétalos que forman la cérnea se dibujaron 3
recuadros de 500 pm de lado, cuya area era de 0.25 mm? para cada uno de ellos (Figura

3.10A). Dos de los recuadros se situaron en la zona periférica separados entre ellos por 500
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pum y a 200 pum del limbo esclerocorneal. El otro recuadro se situd en la zona central de la
cornea a 500 pm de los recuadros periféricos (Figura 3.10A). Las cuantificaciones de las

fibras subbasales y de las terminaciones nerviosas se llevaron a cabo en el area delimitada

por los recuadros (Figura 3.10).

Figura 3.10. Cuantificaciéon de la densidad de fibras subbasales y terminaciones nerviosas
corneales.

A. Esquema de las areas estudiadas para calcular la densidad de fibras subbasales y terminaciones
nerviosas. En cada uno de los cuatro pétalos que forman la cérnea se definieron dos recuadros
periféricos y uno central de 0.25mm?. La distancia entre los recuadros periféricos es de 500pum y de
200pum con el limbo esclerocorneal. El recuadro central esta separado de los periféricos por 500um.
B-C. Se cuantificaron todas las fibras subbasales (B) y las terminaciones nerviosas (C) contenidas en
el interior del area delimitada por cada uno de los recuadros de estudio.

La densidad de fibras que componen el plexo subbasal fue calculada mediante el
contaje de todas las fibras inmunorreactivas a 3-tubulina clase IIl o GFP que atraviesan total
o parcialmente el interior del area delimitada por el recuadro (Figura 3.10B). Los resultados
se muestran como densidad del numero de fibras por unidad de superficie corneal

(fibras/mm?2).
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La densidad de terminaciones nerviosas inmunorreactivas a B-tubulina clase III o
GFP, se calcul6 cuantificando todas las terminaciones nerviosas presentes en el interior del
area delimitada por el recuadro (Figura 3.10C). Los resultados se presentan como densidad
del ndmero de terminaciones nerviosas por unidad de superficie corneal

(terminaciones/mm?2).

3.4.1.3.4. Tipos morfoldgicos de terminaciones nerviosas.

Mediante el uso del microscopio, las terminaciones nerviosas fueron clasificadas de
visu segin el ndmero de ramificaciones que poseen en simples, ramificadas y complejas. Un
total de 100 terminaciones seleccionadas aleatoriamente fueron clasificadas en cada una de

las cérneas, independientemente de su localizacion.

3.4.2. Andlisis morfométrico dindmico de la remodelacién espontaneay de
la regeneracion tras lesion en la inervacion corneal de los ratones Trpm88Ac-EYFP,

Trpm8/-y Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-.

Para el analisis tridimensional dindmico de las fibras subbasales y las terminaciones
nerviosas se midieron diferentes pardmetros morfolégicos durante el periodo de
seguimiento establecido para los experimentos de remodelacién espontianea o de
regeneracion tras producir una lesion. Estos parametros fueron los siguientes: la longitud
acumulada de las fibras subbasales (FSB) individuales, la longitud acumulada de las
terminaciones nerviosas (TN) originadas a partir de cada fibra subbasal, la longitud
acumulada de la FSB y sus TN (FSB+TN), el volumen que ocupa cada FSB+TN en la superficie

epitelial de la cornea, y la complejidad que presenta cada FSB+TN.
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3.4.2.1. Longitud de la FSB individual y de sus TN.

La longitud de cada fibra subbasal individual y de sus terminaciones nerviosas se
cuantificé a partir de la reconstruccién realizada con Imaris 9.3 (Oxford Instruments). Por
un lado, se obtuvo exclusivamente la longitud acumulada de cada FSB y por otro, se hallé la
longitud acumulada de las TN que emite cada FSB. Por ultimo, se determiné la longitud

acumulada de cada FSB+TN.

3.4.2.2. Volumen que ocupa la FSB individual y sus TN en el epitelio

corneal.

Se determind el volumen ocupado por cada fibra subbasal y sus correspondientes
terminaciones nerviosas en el epitelio corneal mediante el analisis matematico de la
envolvente convexa, a partir de ahora denominada CH por sus siglas en inglés “ConvexHull”.
El CH de un conjunto de puntos P es la interseccién de todos los semiplanos que contienen
a P (Barber et al,, 1996). En este estudio, el calculo de la CH se ha realizado aplicando el
algoritmo Quickhull (Preparata & Shamos, 1985) que consiste en encontrar los puntos mas
distales en un conjunto de puntos y formar cuadrilateros utilizando esos puntos como
vértices hasta unir todos los puntos. De este modo, en este trabajo, la figura geométrica

resultante, representa el volumen que ocupa la FSB y sus TN.

Para el analisis del CH se usaron los archivos almacenados en formato ‘Neuron File
Format’ (.hoc) exportados a partir de la reconstruccién 3D realizada en el programa Imaris
9.3 (Oxford Instruments). Estos archivos fueron analizados en Python mediante la ejecucion
del script Qhull (Barber et al., 1996) disponible en la biblioteca cientifica libre SciPy

(Virtanen et al., 2020).
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3.4.2.3. Dimensidn fractal de la FSB individual y de sus TN.

La dimension fractal se calculé mediante el método del conteo de cajas (Barnsley,
1993; Falconer, 1997, 2003) aplicado a cada fibra subbasal individual junto con sus
terminaciones nerviosas, reflejando asi el nivel de complejidad que presenta esta estructura

en el espacio (Figura 3.11).

El método del conteo de cajas (en este caso cubos, por analizar una estructura
tridimensional) consiste en dividir en cubos el espacio ocupado por la fibra subbasal y sus
terminaciones con una longitud de lado €. Esos cubos cubriran la estructura fractal y se
contaran como N. A continuacidn, se reitera el proceso aplicando cubos cuyo lado se reduce
a la mitad en cada iteraciéon (Figura 3.11A). La cantidad total de cubos aumenta a medida
que disminuye el tamafio de los cubos; por tanto, la DF tedrica de conteo de cubos es la

relacion de log(N) dividido por log (1/¢€) cuando ¢ tiende a 0:

DF :=lim

e-0

(sctr)

donde DF es la dimensién fractal de la estructura, € es la longitud del lado del cubo y N(€) es
el nimero mas pequeio de cubos de lado € requeridas para cubrir el contorno de la
estructura completamente (Di leva et al,, 2014; Mandelbrot, 1982). Sin embargo, en la
practica es imposible realizar este calculo dado que el limite de cero no puede ser aplicado

a objetos naturales, de modo que la DF se estima con la siguiente férmula:

D=d
donde d es la pendiente de la recta de regresidon que se obtiene al representar el Log {N(¢)}
en el eje de ordenadas y Log (1/¢) en el eje de abscisas en cada una de las iteraciones (Figura

3.11B). De modo que la DF representa una estimacion de la complejidad morfologica

(Cutting & Garvin, 1987) y a mayor complejidad, mayor valor de DF.

Para el analisis de la DF de cada fibra subbasal y sus terminaciones nerviosas se

usaron los archivos almacenados en formato ‘Neuron File Format’ (\hoc) exportados a partir
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de la reconstruccion 3D realizada en el programa Imaris 9.3 (Oxford Instruments). Estos
archivos fueron analizados en Python mediante la ejecucion de un script disefiado para el

calculo de la DF, a través del método descrito, en estructuras tridimensionales.
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Figura 3.11. Calculo de la DF de una fibra subbasal y sus terminaciones nerviosas mediante el
método del conteo de cajas.

A. Un cubo de lado € recubre todo el espacio que ocupa una FSB y sus TN. A continuacion, el cubo
inicial se divide aplicando cubos cuyo lado € se reduce a la mitad. Los cubos que recubren la FSB y
sus TN se cuentan como N. B. El proceso se reitera y en cada iteracion aumenta la N y se divide a la
mitad . C. La DF es la pendiente de la recta de regresion que se obtiene al representar en el eje Y el
Log {N(g)} yen el eje X el Log (1/¢€) en cada una de las iteraciones.

3.4.2.4. Calculo de la variabilidad diaria de los parametros morfolégicos

durante la remodelacién espontanea.

La variacién que experimentan los parametros morfométricos estudiados en el

intervalo de un dia se calcul6 aplicando la siguiente formula:
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(Tn - Tn—l)

Var(i) = ——2"1 .
ar(l) (Tmax - Tmin)

100

donde Var representa la variabilidad de cada una de las variables (i) en un dia, Ty es el valor
que tiene el parametro (i) en el dia n de estudio, Ty.1 es el valor que tiene el parametro (i) el
dia anterior a n (n-1), Tmax €s el valor maximo que alcanza el parametro (i) durante el
periodo de seguimiento y Tmin €s el valor minimo que alcanza el parametro (i) durante el

periodo de seguimiento.

Para determinar si los cambios producidos en la FSB y sus TN suponen un aumento
o disminucién neta significativa en el valor medio de los parametros estudiados durante los
12 dias de seguimiento, se calcul6 la variabilidad diaria entre cada uno de los dias del
periodo estudiado, asignando el valor 0 al primer dia de monitorizacién. A continuacion, se
aplicé una prueba T para una muestra a los valores obtenidos dentro del periodo de
seguimiento de la FSB y sus TN para cada una de las variables estudiadas. Cuando los valores
de p-valor son mayores de 0.05 (p>0.05), rechazamos la hipétesis nula y se considera que
el valor medio de cada uno de los parametros estudiados no es diferente de 0 y, por tanto,
la FSB y sus TN no experimenta cambios morfoldgicos netos significativos; por el contrario,
cuando p-valor es menor de 0.05 (p<0.05) se considera que el valor medio de los
parametros analizados es distinto de cero y la FSB y sus TN experimentan cambios

morfolégicos netos significativos.

Para estudiar el grado de dinamismo de los cambios morfolégicos que presentan las
fibras, a partir de los valores absolutos de variabilidad diaria obtenidos para cada
parametro, se calcularon los promedios en funcién de la localizacion de la fibra y/o de la

linea transgénica utilizada en el estudio.
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3.4.2.5. Cuantificacién de la reinervacion tras realizar una incisién quirdargica de la

cornea.

La cuantificacién del curso temporal de la reinervacién inducida tras practicar una
incisiéon quirurgica en las fibras nerviosas de frio corneales, se determind mediante el
analisis de la longitud acumulada del conjunto de la inervacion de frio. Este parametro fue
calculado a partir de la conversidn a milimetros del nimero de pixeles negros obtenido en
cada una de las imagenes calibradas tras su analisis con Fiji (NIH). Los resultados se

muestran como el valor promedio para cada uno de los dias de estudio establecidos.

3.4.2.6. Analisis del dafio tisular generado por el laser de femtosegundo

en el epitelio corneal en ratones adultos Trpm8BAC-EYFP.

Los datos resultantes de la cuantificacién del volumen que abarca la marca
fluorescente generada tras la fotocoagulacién se expresan como el valor promedio. El
numero de células corneales afectadas tras realizar la axotomia con el laser de

femtosegundo se muestran como el valor promedio.

3.4.2.7. Analisis morfométrico dinamico de la regeneracion de FSB
corneales individuales tras su axotomia por fotocoagulaciéon en ratones Trpm8BAc-

EYFP y Trpm8BAC-EYFP /Sarm1-/-.

La regeneraciéon de la fibra nerviosa corneal lesionada se cuantifica como el
porcentaje de recuperacion con respecto al valor inicial prelesién de la longitud acumulada,
el volumen y la dimensién fractal. Para calcular este valor, sobre los valores obtenidos del
analisis morfométrico para cada una de las fibras individuales, se aplicé la siguiente

ecuacion:

% Recuperacion(i) = M -100
B (Tmax - TO)
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donde Ty es el valor que tiene el parametro (i) en el dia n de estudio, To es el valor que tiene
el parametro (i) inmediatamente después de la axotomia y Tmax €s el valor maximo que

alcanza el parametro (i) durante el periodo de seguimiento.

Posteriormente, para estudiar el curso temporal de la regeneracion en las fibras
lesionadas, se calcularon los promedios en funcién del dia de estudio y de la linea

transgénica utilizada en el estudio.

3.4.3. Andlisis morfométrico dinamico de la degeneracion de fibras
subbasales corneales individuales tras su axotomia por fotocoagulacién en ratones

Trpm8BAC-EYFP y Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-.

Los resultados del curso temporal de la degeneracion se expresan como el promedio
del porcentaje de la longitud acumulada de todos los residuos de la porcion distal de las

fibras lesionadas en cada uno de los dias de estudio.

3.5. Analisis estadistico.

Los datos se analizaron estadisticamente usando los programas GraphPad Prism
versiéon 9.0.1 (Graphpad Software, La Jolla, CA, USA) e IBM SSPS Statistics para Windows,
versiéon 22 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA). Todos los resultados fueron expresados
como el valor de la media # error tipico de la muestra. Aquellas diferencias con p<0.05 se

consideraron significativas.

Antes de proceder al analisis estadistico se realizé el estudio de la normalidad para
cada grupo muestral mediante el uso de las pruebas Kolmogo6rov-Smirnov o Shapiro-Wilk.

El andlisis de las varianzas se llevé a cabo aplicando la prueba de Bartlett.

Para realizar la comparaciéon de los pardmetros morfométricos obtenidos del

analisis de la inervacién sensorial en las preparaciones de cérneas fijadas de ratones
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Trpm8BAC-EYFPy Trpm8-+/-, se realizaron pruebas T para muestras independientes o pruebas
U de Mann-Withney, segin si los datos de la muestra analizada se ajustaban a una
distribucién normal o no paramétrica, respectivamente. Las comparaciones entre

porcentajes se realizaron usando pruebas Z.

En los estudios de la remodelacién espontanea de las fibras subbasales individuales,
se aplic6 una prueba T para una muestra con el fin de determinar si durante el periodo de
tiempo estudiado la variabilidad neta en los parametros morfométricos estudiados era
significativa. Ademas, para comparar las diferencias en la variabilidad diaria entre la zona
periférica y central, asi como las diferencias entre los ratones Trpm8BAC-EYFP y Trpm8+/-se

aplicaron pruebas T para muestras independientes.

Para realizar los contrastes de hipdtesis en los estudios de reinervacion de las fibras
nerviosas tras la realizaciéon de una incisién quirtrgica en los ratones Trpm8BAC-EYFP, se
aplicé una prueba ANOVA de un factor con la posterior prueba de comparaciones multiples

Holm-Sidak.

En los estudios de la regeneracion de fibras nerviosas individuales después de
realizar una fotocoagulacién en los ratones Trpm8BAC-EYFP, se realizaron pruebas ANOVA
de un factor con la posterior prueba de comparaciones multiples de Dunn. En el caso de los
ratones Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/- se aplicaron pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y
la prueba de comparaciones multiples de Dunnet. Para hallar las diferencias estadisticas
entre las variables analizadas en el grupo de ratones Trpm8BAC-EYFP y Trpm8BAC-

EYFP/Sarm1+/- se utilizaron pruebas ANOVA de dos factores.

Todas las pruebas estadisticas usadas en cada caso aparecen indicadas en sus

correspondientes apartados durante el desarrollo de los resultados de este trabajo.
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3.6. Imagenes, graficas y figuras.

Los graficos fueron generados con el programa GraphPad Prism versién de prueba
9.0.1 (Graphpad Software, San Diego, CA, USA) y editados con Adobe Illustrator version de
prueba 25.4.1 (Adobe Systems Inc, San Jose, CA, USA). Para el ajuste de brillo y contraste de
las imagenes de las figuras se us6 FIJI version 2.0.0-rc69/1.52i (NIH) o Adobe Photoshop
versiéon de prueba 22.5.0 (Adobe Systems Inc.). La composicién final de las figuras se hizo

con Adobe Illustrator version de prueba 25.4.1 (Adobe Systems Inc).
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4. Resultados




4.1. Caracterizaciéon inmunocitoquimica de las neuronas sensoriales TRPM8-

EYFP+ del ganglio trigémino del raton Trpm8BAC-EYFP.

En este bloque de experimentos se realiz6 una caracterizaciéon molecular del soma
de las neuronas sensoriales primarias putativas de frio presentes en el GT del ratén
Trpm8BAC-EYFP, mediante el uso de técnicas de inmunofluorescencia. Para ello, se utilizaron
distintas secciones longitudinales de cada uno de los 3 GT estudiados, procedentes de

animales diferentes, tal y como se describe en el apartado 3.2.1 de métodos.

Del total de neuronas cuantificadas (2268.4 + 266.5 neuronas por GT), las neuronas
TRPMS8-EYFP representaron el 17.8 + 0.9% del total. Dentro de éstas, se identificaron dos
poblaciones diferentes de neuronas TRPM8-EYFP, de acuerdo con la intensidad de
fluorescencia presente en el soma. Tal intensidad se expresé en unidades arbitrarias de gris
dentro de una escala de 256 tonos. Un 56.3 * 1.3% de las neuronas TRPM8-EYFP fueron
definidas como neuronas de alta intensidad de fluorescencia (AIF, >90 unidades arbitrarias
en la escala de gris) (Figura 4.1, asteriscos), mientras que el 43.7 * 1.3% restante mostraba
una baja intensidad de EYFP (<90 unidades arbitrarias en la escala de gris) y se

denominaron neuronas de baja intensidad de fluorescencia (BIF, Figura 4.1, flechas).

Tras la caracterizacién cualitativa del fenotipo molecular de las neuronas TRPM8-
EYFP del GT, se cuantificé el nimero de somas de cada una de las subpoblaciones AIF y BIF
que mostraba inmunoreactividad a diferentes marcadores moleculares expresados en los
nociceptores periféricos, tales como GS-1B4, periferina, NF200, TrkA y CGRP (M. E. Goldstein

etal,, 1991; Hunt & Mantyh, 2001; Silverman & Kruger, 1988).
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Figura 4.1. Identificaciéon molecular de dos poblaciones de neuronas TRPM8-EYFP en el
ganglio trigémino del ratén Trpm8BAC-EYFP.

A-E. Micrografias de fluorescencia de secciones longitudinales del ganglio trigémino. A. Neuronas
TRPMBS8-EYFP negativas para GS-IBs. B-E. Los asteriscos sefialan neuronas AIF positivas para los
marcadores: CGRP (B), TrkA (C), periferina (D) y NF200 (E). Las flechas sefialan las neuronas BIF
inmunorreactivas a los mismos marcadores. Los nicleos estan tefiidos con DAPI. Barra de escala: A:
150 pm; B-E: 75 pum. F. Proporcién de neuronas TRPM8-EYFP AIF (panel superior) y TRPM8-EYFP
BIF (panel inferior) positivas para los marcadores CGRP, TrkA, Periferina y NF200.

En primer lugar, para identificar la poblacién de neuronas TRPMS8-EYFP no
peptidérgicas, se estudié la inmunorreactividad a la isolectina GS-I1B4. Esta glicoproteina se
obtiene a partir de las semillas de la legumbre Griffonia simplicifolia, y se une a los residuos
a—d-galactosa de glicoconjugados localizados en la superficie celular de neuronas
sensoriales no peptidérgicas del ganglio raquideo (GR) y GT (Ambalavanar & Morris, 1992;
Silverman & Kruger, 1990). En las secciones de GT analizadas con este marcador, se observo
que todas las neuronas TRPM8-EYFP, tanto las AIF como las BIF, son negativas para 1B4
(Figura 4.1A), lo que sugiere que esta poblacién de neuronas presenta un fenotipo
peptidérgico. Estudios previos sugieren que la mayoria de neuronas sensoriales
peptidérgicas (IB4 negativas) expresan el neuropéptido CGRP asi como receptores TrkA
(Averill et al., 1995); por lo que a continuacidn, se cuantificé la expresion de estas proteinas
en las neuronas TRPM8-EYFP. Asi, se observd que las neuronas AIF no expresan CGRP
mientras que el 44.1 * 11.4% de las neuronas BIF son positivas al CGRP (Figura 4.1B y F).
Por su parte, el receptor TrkA se expresa en el 13.8 + 2.4% de las neuronas AIF y en el 48.7
* 5.7% de las neuronas BIF (Figura 4.1C y F). Posteriormente, con el fin de clasificar los
axones de las neuronas TRPM8-EYFP como mielinicos o amielinicos, se estudio la expresion
de NF200 y Periferina, respectivamente (Lawson & Waddell, 1991; Takashima et al., 2007).
La periferina es un filamento intermedio de tipo Il que se expresa en neuronas sensoriales
de pequefio diametro cuyas fibras son amielinicas y de tipo C. De esta manera, se observo
que el 79.2 + 0.5% de las neuronas AIF y el 53.4 * 49% de las neuronas BIF son
inmunorreactivas al anticuerpo periferina (Figura 4.1D y F). Con la finalidad de conocer el

porcentaje de neuronas TRPM8 positivas que tienen fibras mielinizadas tipo A, se estudio
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la expresién de NF200 y se observo que el 12.1 + 1.3% de las neuronas AlF y el 20.2 + 3.0%

de las neuronas BIF son inmunopositivas para NF200 (Figura 4.1E y F).

En conjunto, estos resultados demuestran la existencia de dos poblaciones de
neuronas TRPM8+ en funcién de su alta o baja intensidad de fluorescencia EYFP en el soma.
Ademas, ambas poblaciones exhiben un fenotipo molecular heterogéneo, con una mayor
proporciéon de neuronas trigeminales de frio pertenecientes a la subpoblacién BIF que

expresan marcadores asociados a los nociceptores.

4.2. Identificacion molecular de los canales idnicos presentes en las fibras

sensoriales que inervan la cérnea del raton.

En este bloque de experimentos se realizé la caracterizaciéon molecular, mediante el
uso de técnicas de inmunofluorescencia, de las fibras sensoriales que inervan la cérnea de

raton.

4.2.1. Identificacion molecular de los canales i6nicos Piezo2 y TRPV1.

El canal i6nico Piezo2 fue propuesto inicialmente como el principal transductor
molecular de los estimulos mecanicos inocuos en las neuronas somatosensoriales (Florez-
Paz et al,, 2016; Ranade et al., 2014; Woo et al,, 2014). Mas recientemente se ha sugerido
que también contribuye a la mecanotransducciéon de estimulos mecanicos de intensidad
lesiva (Coste et al., 2010; Murthy et al., 2018; Nguyen et al., 2017; Szczot et al,, 2017; Zheng
etal., 2019). Sin embargo, su posible expresién en los diferentes tipos funcionales de fibras
sensoriales corneales que exhiben sensibilidad mecanica (mecanonociceptoras puras y
polimodales) no habia sido abordada. En este estudio, se discrimind
inmunocitoquimicamente la expresion del canal i6nico Piezo2 y del canal iénico TRPV1
(principal transductor molecular en los nociceptores polimodales) en las poblaciones de

fibras sensoriales mecanonociceptoras puras y polimodales de la cérnea de ratdn. Para ello,

102



se realiz6 una triple inmunotincién en preparaciones de cérnea entera aplanada de ratones
C57BL/6], con el fin de visualizar la trayectoria que siguen las fibras sensoriales desde el
estroma al epitelio corneal. Los anticuerpos usados fueron anti-neuronal 3-tubulina clase
[1I, anti-TRPV1 y anti-Piezo2 (Figura 4.2A). Las terminaciones sensoriales TRPV1 positivas,
se visualizaron también usando ratones transgénicos TrpvI-GFP. Las imagenes obtenidas
de las muestras corneales, mediante microscopia confocal, permiti6 visualizar la trayectoria
de los haces subepiteliales, las fibras subbasales individuales y las terminaciones
intraepiteliales. En la figura 4.24, se aprecia la existencia de fibras subbasales que expresan
TRPV1 (en verde) pero sorprendentemente, en ninguna de ellas se detecta la expresion de
Piezo2, pese a que si se observa coexpresion de Piezo2 y TRPV1 en la mayoria de los puntos
de penetraciéon de los troncos nerviosos subepiteliales (circunferencias amarillas). De
hecho, solamente algunos de esos puntos de penetraciéon eran inmunorreactivos
exclusivamente para Piezo2 o para TRPV1 (circunferencia azul, positivo para TRPV1 y

negativo para Piezo2).
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Figura 4.2. Expresion de Piezo2 en las fibras y terminaciones sensoriales de la cérnea de
raton.

A. Micrografias confocales del plexo subbasal en la cérnea de un ratéon C57BL/6]. Las fibras
sensoriales fueron inmunomarcadas con (3-tubulina clase III (en rojo), TRPV1 (en verde) y Piezo2 (en
gris). Las circunferencias marcan los puntos de penetracidn en el epitelio de las fibras subepiteliales
que fueron positivas para TRPV1 y Piezo2 (en amarrillo) y exclusivamente para TRPV1 (en azul). B-
D. Imagenes confocales de un nervio subepitelial (B), de las fibras subbasales (C) y de las
terminaciones nerviosas de la cornea del raton transgénico Piezo2-GFP-IRES-Cre inmunotefiidas con
anti-B-tubulina clase III (en rojo), anti-TRPV1 (en verde) y anti-Piezo2 (en gris). Las circunferencias
marcan los puntos de penetracion y las flechas sefialan las terminaciones nerviosas TRPV1+/Piezo2*
(en amarillo) y TRPV1*/Piezo2- (en azul). Los nucleos de las células corneales estan marcados con
Hoechst 33342. Barras de escala: A, 50 um; B, 10 pm; C, 25 pm; E: 10 um. F. Representacion
esquematica de los puntos de penetracidn existentes en un cuadrante de la cérnea (izquierda). El
c6digo de colores indica la expresion de Piezo2 y/o TRPV1. Proporcion de los puntos de penetracion
cuyas fibras expresan Piezo2 y/o TRPV1 (derecha; n=1347 puntos de penetraciéon de 4 corneas
divididas en 4 cuadrantes).

Con el fin de intentar mejorar la esperable visualizaciéon de Piezo2 en las fibras
subbasales, se realizé una triple inmunotincién, usando los anticuerpos anti-neuronal (3-
tubulina clase III, anti-GFP y anti-TRPV1 en 5 cérneas de ratones transgénicos Piezo2-GFP-
IRES-Cre (Piezo26fP, n=5), que expresan Piezo2 en neuronas sensoriales primarias (Woo et
al, 2014). Con esta estrategia se pudieron observar fibras subepiteliales en el estroma
(Figura 4.2B) y fibras subbasales en el epitelio (Figura 4.2C) que expresan GFP (Piezo2+) y
TRPV1. Ademas, se visualizaron algunas terminaciones intraepiteliales de tipo simple que
coexpresan Piezo2 (GFP+) y TRPV1 (Figura 4.2D, punta de flecha azul). Otras terminaciones,
por el contrario, eran Unicamente positivas para TRPV1 (Figura 4.2D, punta de flecha
amarilla) o negativas para ambos marcadores. Cabe destacar que la deteccion de Piezo2 en
las fibras sensoriales corneales y en sus terminaciones intraepiteliales fue muy irregular
entre las diferentes muestras estudiadas, lo que dificult6 la cuantificacién de la coexpresion
de Piezo2 y TRPV1. Finalmente, se usaron ratones Trpv1-GFP (n=3 ratones, 4 cérneas) para
tratar de obtener una estimacién de la densidad y la distribucién espacial de los puntos de
penetracién que originan las fibras subepiteliales cuando atraviesan la lamina basal y dan
lugar a las diferentes fibras subbasales localizadas en la base del epitelio corneal (Figura

4.2E). La cuantificacidn de los puntos de penetracién inmunorreactivos a los anticuerpos:
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anti-neuronal $-tubulina clase III, anti-GFP y anti-Piezo2 permitié establecer las siguientes
poblaciones de fibras: Piezo2+/TRPV1+, Piezo2+/TRPV1-, Piezo2-/TRPV1+y Piezo2-/TRPV1.
Se observo que un 86.49 * 1.56% de los puntos de penetracion eran positivos para el
marcador TRPV1, siendo el 45.84 + 5.20% de ellos inmunorreactivos a Piezo2. Los puntos

de penetracién Piezo2+/TRPV1-representaron un 3.24 * 0.67% (Figura 4.2E).

Estos resultados confirman la presencia de Piezo?2 en fibras sensoriales periféricas
de la cérnea, la mayoria de las cuales coexpresan con TRPV1, lo que sugiere que la mayor
parte de fibras que expresan Piezo2 corresponden a axones de neuronas nociceptoras
polimodales. Por otro lado, una baja proporciéon de las fibras estudiadas expresan
exclusivamente Piezo2, sugiriendo que poseen un fenotipo correspondiente a los axones de

neuronas mecanonociceptoras puras.

4.2.2. Identificacion molecular del canal ionico Nav1.8.

La caracterizacién molecular de las fibras sensoriales corneales se continu6 con el
estudio de la presencia del canal iénico Nav1.8 en la poblacién de fibras nociceptoras.
Estudios previos demuestran que las terminaciones nerviosas nociceptoras expresan
Nav1.8 en otros tejidos (Black et al., 2012; Black & Waxman, 2002; Carr et al., 2002; Persson
etal, 2010). Existen registros extracelulares en terminaciones nerviosas de cérneas ex vivo
que indican que los canales Nav1.8 desempefian un papel crucial en la generacién de
potenciales de accion en las fibras sensoriales nociceptoras de la cérnea (Brock et al., 1998).
Sin embargo, no existen datos acerca de la distribucion de los canales Nav1.8 a lo largo de
las terminaciones nerviosas corneales. Por tanto, con el propésito de examinar la
distribucién de los canales Nav1.8 en las fibras nociceptoras corneales y sus terminaciones,
se realiz6 una triple inmunotincién, usando anticuerpos contra -tubulina clase III, TRPV1

y Nav1.8 (Figura 4.3). Ello permitié observar que las terminaciones nerviosas nociceptoras
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TRPV1+ (Figura 4.3B) expresan canales Nav1.8 (Figura 4.3C), localizados principalmente en

la porcién mas distal de la terminacion (Figura 4.3, puntas de flecha).

Figura 4.3. Imagen confocal de terminaciones nerviosas nociceptoras que coexpresan los
canales idnicos TRPV1 y Nav1.8. en la cornea del ratén.

Paneles superiores: proyecciéon maxima de una serie de imagenes apiladas en el plano z de una
cornea aplanada tefiida con anticuerpos contra -tubulina clase III (A, en verde), TRPV1 (B, en gris)
y Nav1.8 (C, en rojo). La Imagen D es la combinacién de A, B y C. Paneles inferiores: proyeccion
ortogonal de la misma serie de imagenes apiladas en el plano z. Las flechas indican las terminaciones
nerviosas que coexpresan TRPV1 y Nav1.8. Los ntcleos de las células epiteliales estan marcados con
Hoechst 33342 (D, en azul). Barra de escala: 30 um.

4.2.3. Identificacion molecular de los canales i6nicos P2X2 y P2X3.

Estudios previos muestran la expresiéon inmunohistoquimica de los receptores
purinérgicos P2X2 y P2X3 en las neuronas sensoriales primarias (Bo et al., 1999; Burnstock,

2000; C. C. Chen et al.,, 1995; Kobayashi et al., 2005; Vulchanova et al., 1997), asf como la
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coexpresion del receptor purinérgico P2X3 con el canal iébnico TRPM8 en el soma de

neuronas de los GR (Takashima et al,, 2010).

Sin embargo, la expresion de P2X2 y P2X3 en terminaciones sensoriales periféricas
no ha sido todavia establecida de manera directa. A tal efecto, se aplicaron técnicas
inmunohistoquimicas para identificar la posible presencia de receptores P2X2 y P2X3 en
las fibras y terminaciones nerviosas sensoriales TRPM8+ que inervan la cérnea. Las
inmunotinciones se realizaron en cérneas aplanadas (n=3) de ratones Trpm8BAC-EYFP
(n=3); los anticuerpos utilizados fueron: anti-B-tubulina III, anti-GFP y una mezcla de
anticuerpos anti-P2X2 y anti-P2X3. Por primera vez, se observd la expresion y distribucion
de los receptores purinérgicos ionotrépicos P2X2 y P2X3 en las fibras y terminaciones

nerviosas de frio corneales (Figura 4.4, puntas de flecha).

TRPM8

Fusion
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Figura 4.4. Expresion de los receptores P2X2 y P2X3 en las fibras sensoriales de frio corneales
del ratén Trpm8BAC-EYFP.

Proyeccion maxima de una serie de micrografias confocales apiladas en el plano z, dénde se observan
las fibras subbasales de frio corneales (A-D) y las terminaciones nerviosas (E-H) inmunomarcadas
con anti-B-tubulina III (en rojo), anti-GFP (en verde), anti-P2X2 y anti-P2X3 (en gris). El panel inferior
muestra la imagen combinada de las fibras subbasales (D) y de las terminaciones nerviosas (H). Las
puntas de flecha indican las fibras y terminaciones que coexpresan TRPM8-EYFP, P2X2 y P2X3. Las
flechas sefialan aquellas que expresan P2X2 y P2X3 y que son negativas para TRPM8-EYFP. Barra de
escala: A-D, 30 um; E-H, 15 um.

4.3. Analisis morfométrico de las fibras sensoriales de frio en la cérnea del

raton.

4.3.1. Ratones control Trpm8BAC-EYFP.

Para realizar el analisis morfométrico de la poblacién de fibras sensoriales sensibles
al frio se usaron 9 ratones macho Trpm8BAC-EYFP. Las fibras TRPM8-EYFP se estudiaron a
nivel de los troncos estromales profundos (Figura 4.5B), y en las ramificaciones que estos
van originando a medida que ascienden desde el estroma hasta penetrar a través de la
lamina basal en el epitelio (Figura 4.5A). En el epitelio corneal de los ratones se cuantificd
una media de 26.16 + 1.50 puntos de penetraciéon/mm?2, de los cuales el 43.81% contiene al
menos una fibra EYFP+ (Tabla 4.1). Cada una de las fibras subepiteliales, que originan un
punto de penetracion, emite de media 10.65 * 0.66 fibras subbasales, de las cuales el
48.76% son EYFP positivas (Tabla 4.1). La densidad media de las fibras subbasales es de
563.99 £ 47.67 fibras/mm?2 de las cuales un 22.4% son EYFP positivas (Tabla 4.1). Las fibras
corneales EYFP+ son morfolégicamente heterogéneas. Un 50.04 + 6.55% de ellas muestra
alta intensidad de fluorescencia EYFP y presenta varicosidades, y son denominadas fibras
tipo L. E149.96 * 6.55% de fibras subbasales EYFP+ restantes presenta una baja intensidad
de fluorescencia y ausencia de varicosidades, y son denominadas fibras tipo II (Figura 4.5C,
Tabla 4.1). La medida de la longitud de las fibras tipo I, desde su origen en el punto de
penetracién hasta su extremo distal, muestra una longitud similar tanto en el centro (303.50
* 27.67 pm) como en la periferia de la cérnea (308.95 * 20.80 um; p=0.88, Prueba T para

muestras independientes); sin embargo, las fibras tipo II, con origen en la periferia corneal,
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son mas largas (227.60 * 11.58 um) que las localizadas en el centro (142.00 + 11.68 pm;
p<0.0001; Prueba T para muestras independientes). En conjunto, las fibras tipo I son
significativamente mas largas (306.20 + 17.09 um) que las de tipo II (184.80 + 10.62 pm;

p<0.0001; Prueba T para muestras independientes).

También se observd que todas las fibras subbasales, a lo largo de su trayectoria,
emiten terminaciones nerviosas que ascienden perpendicularmente a través de las células
epiteliales estratificadas de la coérnea hasta alcanzar la superficie (Figura 4.5D-G). La
densidad media de todas terminaciones intraepiteliales observadas en la cérnea del raton
esde 527.8 = 23.2 terminaciones/mmz2 (n=3) de las que un 29.6% son EYFP positivas (Tabla
4.1), presentando los 3 tipos morfolégicos de terminaciones nerviosas corneales descritas
en previos estudios. Estos tipos morfolégicos se clasifican de acuerdo al nimero de
ramificaciones que presentan en: terminaciones simples (sin ramificaciones) (Figura 4.5D,
E), terminaciones ramificadas (con un punto de ramificacién) (Figura 4.5D, F) y
terminaciones complejas (con mas de un punto de ramificacién) (Figura 4.5D, E) (Alcalde
et al,, 2018; Ivanusic et al, 2013). En las fibras tipo I la proporciéon de terminaciones
complejas EYFP+ es significativamente mas alta (51.09 + 2.05%) que en las de tipo I1 (10.42
*2.72%; z=11.05, p<0.0001, Prueba Z). Por el contrario, en las fibras tipo I el porcentaje de
terminaciones ramificadas (20.81 + 1.63%) es significativamente menor que en las de tipo
I1 (31.67 = 1.84%; z=-3.25, p=0.0012, Prueba Z); y la proporcién de terminaciones simples
también es menor en las fibras tipo I (28.63 * 0.64%) que en las de tipo II (57.92 + 0.90%;

z=-7.40, p<0.0001, Prueba Z) (Figura 4.6).
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Figura 4.5. Arquitectura de las fibras sensoriales de frio corneales en el ratén Trpm8BAC-EYFP.
Imagenes confocales de las fibras y terminaciones nerviosas en preparaciones de cornea aplanada

(A-D) y en secciones transversales (E-G) marcadas con anticuerpos anti-f-tubulina III (en rojo) y
anti-GFP (en verde). Los ntcleos celulares estan tefiidos con DAPI (E-G). A. Imagen de un cuadrante
de la cornea que muestra como las fibras subepiteliales penetran a través de la lamina basal y
emergen las fibras subbasales tanto en la periferia (asteriscos) como en el centro de la cérnea. B.
Nervio estromal profundo que contiene fibras TRPM8-EYFP. C. Conjunto de fibras subbasales que
presentan una alta intensidad de fluorescencia (fibras tipo I, flechas) y una baja intensidad de
fluorescencia (fibras tipo II, puntas de flecha). D. Terminaciones nerviosas EYFP+ complejas (puntas
de flecha), ramificadas (flechas) y simples (asteriscos). E-G. Vista transversal de las terminaciones
nerviosas complejas (E), ramificadas (F) y simples (G) ascendiendo hacia la superficie a través del
epitelio estratificado de la cornea. Barras de escala: A, 150 pm; B, 50 pm; C, 100 um; D, 75 pm; E-G,
10 pm.
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Tabla 4.1. Caracteristicas morfoldgicas de las fibras y terminaciones sensoriales
TRPMS8-EYFP que inervan la cérnea.

Pardametros morfométricos n Resultados Unidades

Puntos de penetracion en lamina basal 5 11.46 £+ 0.47 penetraciones/mm?
Fibras subbasales tipo 1 3 50.04 + 6.55 %

Fibras subbasales tipo 11 3 49.96 + 6.55 %

Densidad de fibras subbasales 7 126.40 +5.91 fibras/mm?
Numero de fibras por punto de penetracién 3 5.19 £ 0.32 fibras

Densidad de terminaciones intraepiteliales 7 156.20 £ 8.03 terminaciones/mm?

Los valores para cada uno de los parametros estudiados se muestran como el promedio * error tipico de la media.
Las fibras subbasales tipo I son aquellas que presentan una alta intensidad de fluorescencia EYFP y poseen

varicosidades. Por el contrario, las fibras tipo II muestran una baja intensidad de fluorescencia EYFP y no poseen

varicosidades.
*+x% [ Fibras tipo |
60 T, [ Fibras tipo Il
T
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é. 20 *k%k
o
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Complejas Ramificadas  Simples

Tipos de TN

Figura 4.6. Proporcion de los diferentes tipos morfoldgicos de terminaciones sensoriales de
frio en el ratén Trpm8BAC-EYFP.

Anadlisis del porcentaje de TN segtn su tipo morfoldgico (terminaciones complejas, ramificadas y
simples) en las FSB tipo I, que muestran una alta intensidad de fluorescencia EYFP y poseen
varicosidades; asi como en las FSB tipo II, que muestran una baja intensidad de fluorescencia EYFP y
son lisas con ausencia de varicosidades. El contraste de hipétesis se realiz6 mediante una prueba-Z
(p<0.001***, p<0.01**).
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4.3.2. Ratones knockout para TRPMS.

Con la finalidad de conocer sila ausencia del canal ionico TRPM8 tiene efectos sobre
la arquitectura de la inervacién sensorial en la poblacién de fibras sensibles al frio, se
estudiaron diferentes parametros morfométricos en 5 cérneas de 5 ratones Trpm8~/-, pero
que siguen exhibiendo fluorescencia verde. Asi, se observé que la densidad de puntos de
penetracién que contiene alguna fibra GFP positiva (15.13 * 2.01 penetraciones/mm?2) no
es diferente estadisticamente de la del raton Trpm8BAC-EYFP (1146 =+ 0.7
penetraciones/mmz2; p=0.09, Prueba U de Mann-Withney, Figura 4.7 y 4.8A). Sin embargo,
los puntos de penetracién en el raton Trpm8~/- poseen un promedio de 6.52 * 0.37 fibras por
punto de penetracidn, un ndmero significativamente menor que el de los ratones Trpm8BAC-
EYFP (10.65 % 0.66 fibras subbasales; p<0.001, Prueba U de Mann-Whitney). Como
consecuencia, en los ratones Trpm8+/-, el promedio del niimero total de fibras nerviosas
presentes en los puntos de penetraciéon que contienen fibras GFP positivas (3.22 + 0.24
fibras) es significativamente menor que en los ratones Trpm8BAC-EYFP (5.19 * 0.32 fibras
GFP+; p<0.001, Prueba U de Mann-Whitney, Figura 4.8B). Sorprendentemente, se observo
que la densidad de fibras sensoriales GFP+ del plexo subbasal es significativamente mayor
en el ratén Trpm8/- (145.92 £ 5.97 fibras subbasales/mmz2) que en el ratén Trpm8BAC-EYFP
(126.40 = 5.91 fibras subbasales/mmz2; p=0.03, Prueba T para muestras independientes,
Figura 4.8C). Cabe destacar que esta mayor densidad de fibras subbasales de frio en el raton
knockout la generan fibras GFP+, que son homogéneas morfolégicamente, asemejandose,
por tanto, a las fibras tipo Il presentes en el ratéon Trpm8BAC-EYFP (Figura 4.7, puntas de

flecha).
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Fibras subbasales Terminaciones nerviosas

Ratén Trom88AC-EYFP

Raton Trom8”

Figura 4.7. Imagenes de las fibras subbasales y de las terminaciones nerviosas en la cornea
del ratén Trpm8BAC-EYFPy del raton Trpm8-/-.

Inmunotincién de las fibras sensoriales de frio con anti-GFP mediante la técnica ABC-peroxidasa. A-
B. Se pueden observar las fibras subbasales (A) tipo I (asteriscos) y tipo II (puntas de flecha) en el
raton Trpm8BAC-EYFP, asi como los tres tipos de terminaciones intraepiteliales (B): complejas (puntas
de flecha), ramificadas (flechas) y simples (asterisco). C-D. Por el contrario, en el ratéon Trpm87/- se
observan exclusivamente fibras subbasales similares a las de tipo II (C, puntas de flecha). Notese la
ausencia de varicosidades. Se pueden observar los tres tipos morfolégicos de terminaciones
nerviosas (D), destacando una menor proporcién de terminaciones complejas (puntas de flecha) y
una mayor de terminaciones simples (asteriscos) en comparacion con el raton silvestre (B). Barras
de escala: A-C, 100 pm; B-D, 20 pm.
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Figura 4.8. Comparacion morfoldgica de la poblacion de fibras de frio corneales del ratén
Trpm8BAC-EYFPy del Trpm8/-.

Diagramas de barras que representan el promedio y el error tipico de la muestra para los siguientes
parametros: densidad de puntos de penetracion en la lamina basal (A), nimero de FSB que emite un
punto de penetracion (B), densidad de FSB (C), densidad de TN (D) y proporcion de los diferentes
tipos morfoldgicos de TN (E). Las pruebas utilizadas para realizar el contraste de hipoétesis fueron:
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Prueba U de Mann-Whitney (A, B), Prueba T para muestras independientes (C, D) y Prueba Z (E)
(p<0.001***, p<0.01**, p<0.05* y p>0.05 n.s).

Por el contrario, no se observaron diferencias en la densidad de terminaciones
intraepiteliales GFP+ del ratéon Trpm8+/-(158.12 * 9.45 terminaciones/mmz2) y del Trpm8BAC-
EYFP (156.20 * 8.03 terminaciones/mm?, p=0.88, Prueba T para muestras independientes,
Figura 4.8D). Sin embargo, se encontraron diferencias en la proporciéon de los tipos
morfolégicos de las terminaciones intraepiteliales de las fibras GFP+ en la cérnea de los
ratones Trpm8~/- con respecto a las de los ratones Trpm8BAC-EYFP (Figura 4.7 y 4.8E). Los
ratones Trpm8/- presentan un porcentaje significativamente menor de terminaciones
complejas (5.85 * 1.13 %, z=8.52, p<0.001, Prueba Z) y significativamente mayor de
terminaciones simples (65.69 + 6.83%, z=-6.41 p<0.001, Prueba Z), mientras que la
proporcion de terminaciones ramificadas no presenta diferencias (27.82 + 6.50%, z=-0.58,
p=0.56, Prueba Z) (Figura 4.8E). Ademas, en el ratén Trpm8/- se observa un numero
reducido de fibras subbasales que no emiten terminaciones en su extremo distal (0.64 *
0.64%, z=-2.01, p=0.04, Prueba Z), un fen6meno que no se observa en los ratones Trpm8BAC-

EYFP de esa misma edad (Alcalde et al., 2018)

4.4. Monitorizacion in vivo de fibras individuales en la cornea de ratones

adultos.

En este bloque de experimentos se realiz6 un andlisis morfométrico dinamico de los
cambios morfoldgicos que se producen durante los procesos de remodelaciéon morfoldgica
espontanea en las fibras y terminaciones nerviosas de frio corneales. Para ello, se usaron
ratones Trpm8BAC-EYFP y Trpm8+/-, lo que posibilité la identificacién, reconocimiento y
monitorizacion de las fibras sensoriales y sus terminaciones de manera individualizada

mediante técnicas de microscopia confocal in vivo.
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4.4.1. Analisis morfométrico dinamico de fibras corneales individuales

TRPMS8-EYFP en el raton Trpm8BAc-EYFP.

En 1989, Harris & Purves probaron la existencia de cambios morfodindmicos
espontaneos en las terminaciones sensoriales de la cérnea del ratén en periodos de tiempo
tan cortos como 24 horas. Sin embargo, la tecnologia disponible no les permitid llevar a cabo
la cuantificacién de los cambios observados, por lo que quedaron reducidos a una
observacién general, meramente cualitativa. El desarrollo de métodos de analisis
morfométrico dindmico mds precisos (ver apartado 3.4.2 de métodos) permite cuantificar
la remodelaciéon espontanea de las fibras y las terminaciones nerviosas de la cérnea,
siguiendo los cambios estructurales y las variaciones que tienen lugar en la distribucion
espacial de estas fibras y de sus terminaciones a lo largo de un periodo de 12 dias. Para ello,
se estudio la inervacion en 6 cérneas de ratones Trpm8BAC-EYFP (n=6), confirmando asi la
observacidn realizada por Harris & Purves de que en los troncos nerviosos estromales no
se producen cambios morfoldgicos significativos a lo largo del tiempo (Figura 4.9, puntas
de flecha). Aprovechando esta estabilidad morfolégica, se usaron las fibras nerviosas
estromales como puntos de referencia fijos para el seguimiento de la remodelacion
espontanea que, como se observo, experimentan las FSB y sus respectivas TN a diferentes
tiempos de estudio (Figura 4.10). En total se monitorizaron 19 FSB y sus TN, localizadas
tanto en la periferia (n=9) como en el centro (n=10) de la cérnea (ver apartado 3.3 de la

seccion de metodologia).
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A. Monitorizacion dia 1 B. Monitorizacion dia 12

Figura 4.9. Arquitectura de las fibras nerviosas de frio en la cérnea de un ratén Trpm8BAc-EYFP
in vivo.

Inervacion sensorial presente en una cornea de raton en el primer dia de monitorizacion (A) y en el
dia 12 (B). Las puntas de flecha en Ay B que tienen el mismo color sefialan la misma fibra subepitelial
adia 1y 12, respectivamente. Barra de escala A, B: 500 um

La Figura 4.10 muestra la reconstruccion, mediante el uso del software Imaris 9.3
(Oxford Instruments), de tres FSB individuales (en gris) y de sus TN (en rojo), que emergen
de un mismo punto de penetracién (flecha). En las imagenes A, B, C y D se observan los
cambios morfoldgicos que ocurren en los dias 1, 5, 6 y 11 de seguimiento, respectivamente.
En ellas es posible identificar de visu los cambios que se producen en la longitud de las FSB
y en sus TN, asi como variaciones en la distribucion espacial de las estructuras estudiadas,
medida a través del volumen que ocupa cada una de las fibras y sus terminaciones en el
epitelio corneal (representada en la Figura 4.10A-D por la superficie translicida que cubre
cada una de las fibras individuales). Asimismo, fue posible cuantificar y representar el curso
temporal de los cambios de: longitud de cada FSB individualmente (E), longitud acumulada
de las TN de cada FSB (F), longitud acumulada de cada FSB y sus TN (FSB+TN; G), volumen

de cada FSB+TN (H) y dimension fractal de cada FSB+TN (I).

118



E. Longitud FSB (um) - Longitud TN (um) € Longitud FSB+TN (um)
800 BC D 225 850 c
W A B A
6001 %" 150 ®¢c 700 W
~— D =
400 75 W 550
200 0 400
H. Volumen FSB+TN () - DF FSB+TN
4x10° c 2.2
~-Fibra #1 3x10° A B D B
* Fibra #2 ; 21 A c D
Fibra#3 | 2X10 -
1x1054 < ' —
0 1.9 1 dia

119



Figura 4.10. Cambios morfodinamicos de 3 fibras subbasales originadas en el mismo punto de
penetracion.

A-D. Las fibras (en gris) y sus terminaciones (en rojo), procedentes de un mismo punto de
penetracion (flecha), fueron reconstruidas tridimensionalmente y fusionadas con la imagen original
como se muestra en las imagenes A (dia 1 de monitorizacién), B (dia 5), C (dia 6) y D (dia 11). Cada
una de las fibras estd numerada (#1, #2, #3) para su identificacién en las imagenes. A-D. Las
terminaciones nerviosas estan etiquetadas con esferas de colores segun su tipo morfoldgico: simple
(azul), ramificado (naranja) y complejo (rosa). Barra de escala: 100 pum. E-I. Curso temporal de la
longitud de cada FSB (E), de lalongitud acumulada de las TN de cada fibra subbasal (F), de 1a longitud
total de FSB+TN (G), del volumen que ocupa cada FSB+TN en el epitelio corneal (H) y de la dimensién
fractal de cada FSB+TN(I). Barra de escala: 1 dia.

Con el objetivo de determinar cuan dindmicos son los cambios morfoldgicos
observados, se analizé individualmente la variabilidad diaria, expresada como el porcentaje
de cambio del valor de un parametro morfométrico dado con respecto al valor registrado el
dia anterior (Figura 4.11). Cabe destacar que en todas las fibras analizadas se observaron
cambios morfoldégicos diarios. Ademas, para una mayor comprension del proceso de
remodelacién espontanea, es importante determinar si los cambios diarios producidos
traen consigo un crecimiento o decrecimiento neto de los pardmetros estudiados en cada
fibra; o por el contrario no implican cambios netos a lo largo del periodo estudiado. Para
lograrlo, se aplicd una prueba T para una muestra, considerando que si la p-valor es menor
a 0.05 existen variaciones estadisticamente significativas, en cuyo caso los cambios

producidos son diferentes a 0 (ver apartado 3.4.2 de métodos).

Esta aproximacidn permite observar que el 74% de las fibras (14 de 19)
experimentan un cambio neto igual a 0 (p>0.05) en cualquiera de los parametros
analizados, mientras que las fibras restantes mostraron, a lo largo de los 12 dias de
seguimiento, crecimientos o decrecimientos netos en los parametros morfologicos
analizados. La Figura 4.11 presenta dos ejemplos de fibras en las que el cambio neto en los

distintos parametros analizados no es estadisticamente diferente de cero.

Ademas, se analizaron los cambios morfodinamicos que se producen en las FSBy en

sus TN en funcién de su localizacién en la cérnea. Para ello, se promedié la variabilidad en
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numeros absolutos de cada uno de los pardmetros morfométricos y se compararon las
diferencias entre las fibras de la periferia y el centro corneal (Figura 4.12). Se observo que
el promedio de la variabilidad diaria en la longitud de cada FSB es mayor en las fibras
centrales (21.89 * 1.74%) que en las periféricas (13.10 * 0.95%; p<0.0001, Prueba T para
muestras independientes; Figura 4.11A y 4.12A), asi como en la longitud acumulada de las
TN de cada FSB (33.23 * 2.11% vs 22.84 *+ 2.14%; p=0.0080, Prueba T para muestras
independientes; Figura 4.11B y 4.12B), en la longitud total de cada FSB+TN (31.53 + 2.63%
vs 13.98 + 1.20%; p<0.0001, Prueba T para muestras independientes; Figura 4.11Cy 4.12C)
y en el volumen ocupado por cada FSB+TN en el epitelio corneal (29.21 + 2.76% vs 18.68
1.67%; p=0.0014, Prueba T para muestras independientes; Figura 4.11D y 4.12D). Sin
embargo, se observo que la dimensién fractal de cada FSB+TN no muestra diferencias
significativas entre centro (32.87 + 2.70%) y periferia (32.19 * 2.73; p=0.8607; Prueba T

para muestras independientes; Figura 4.11E y 4.12E).

En conjunto, estos datos apoyan la hipdtesis de que las fibras sensoriales de frio en
el epitelio corneal, a diferencia de las fibras del estroma, experimentan cambios
morfolégicos espontaneos en su longitud, volumen y dimensioén fractal. Ademas, en la
mayoria de las fibras analizadas, tales cambios no implican un crecimiento o decrecimiento
neto de las fibras a lo largo de un periodo de 12 dias de monitorizacién. Asimismo, los
cambios morfodinamicos son de mayor amplitud en la poblacién de fibras sensoriales de
frio localizadas en el area central de la cornea en comparacion con aquellas de la periferia,
lo que sugiere un mayor dinamismo en la remodelacién morfolégica espontanea de las

fibras sensoriales de frio del centro de la coérnea.
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Figura 4.11. Ejemplo del curso temporal de los cambios morfodinamicos de una fibra subbasal
central y otra periférica en la cdrnea del raton Trpm8BAc-EYFP.

Variabilidad diaria de la longitud de cada FSB (A), de la longitud acumulada de las TN de cada fibra
subbasal (B), de la longitud total acumulada de FSB+TN (C), del volumen de cada FSB+TN (D) y de la
dimensidn fractal de cada FSB+TN (E). Se representa una fibra subbasal localizada en la periferia
(lineas azules) y otra en el centro (lineas lilas) de la cérnea. El curso temporal de la variabilidad de
las fibras representadas oscila alrededor del valor medio de cero (representado con una linea
continua de puntos). Barra de escala: 1 dia.
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Figura 4.12. Promedio de la variabilidad de los cambios morfodinamicos experimentados por
las fibras subbasales localizadas en la periferia y en el centro de la cérnea en el ratén
Trpm8BAC-EYFP.

Diagrama de barras en el que se representa el promedio y el error tipico de la media de la variabilidad
en lalongitud de cada FSB (A) y en la longitud acumulada de sus TN (B), en la longitud acumulada de
cada FSB+TN (C), en el volumen ocupado en la superficie corneal por cada FSB+TN (D) y en la
dimensidn fractal de cada FSB+NT (E). En cada una de las variables analizadas, los valores de la
variabilidad diaria para cada una de las fibras nerviosas estudiadas se representan como puntos
sobre las barras que agrupan los datos en funcién de si las fibras se localizan en la periferia (en azul)
o en el centro (en lila) de la cornea. El contraste de hipétesis se realizé mediante una prueba T para
muestras independientes (p<0.001***, p<0.01**, p<0.05*, p>0.05 ns).
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4.4.2. Analisis morfométrico dinamico de fibras individuales GFP+ en la

cornea del ratén Trpm8-/-.

Dado que los resultados obtenidos del analisis morfométrico estatico de las fibras
de frio corneales de los ratones Trpm8+/-muestran diferencias morfologicas con respecto a
los ratones Trpm8BAC-EYFP, se explord ademas si la ausencia del receptor TRPM8 tiene
efectos sobre el proceso de remodelacién espontanea de estas fibras. Con este objetivo, se
realizaron los experimentos de monitorizacién de fibras individuales corneales durante 12

dias, en 9 fibras subbasales presentes en 4 cérneas de 2 ratones Trpm8+/-.

Al igual que en los ratones Trpm8BAC-EYFP, en los Trpm8/- se observo que existen
cambios morfolégicos espontaneos diarios en las fibras sensoriales de frio (Figura 4.13).
Ademas, se analiz6 si estas variaciones implican cambios netos en la morfologia de las fibras
durante el periodo estudiado. Mediante la prueba T para una muestra, se obtuvo que el 89%
de las fibras (8 de 9) no experimentan cambios morfolégicos netos estadisticamente
significativos durante los 12 dias de estudio (p>0.05). Posteriormente, se cuantific6 la
variabilidad de los cambios morfoldgicos, y a diferencia de lo observado en las fibras de los
ratones Trpm8BAC-EYFP, en los ratones Trpm8/- se observé que no existen diferencias
significativas entre las fibras periféricas y centrales (Figura 4.13 y 4.14) en cuanto a la
variabilidad de la longitud de cada FSB (15.59 + 1.79% vs 12.26 + 1.20%; p=0.1132, Prueba
T para muestras independientes; Figura 4.14A) y a la longitud acumulada de sus TN (32.91
* 4.44% vs 27.37 = 2.83%; p=0.2728, Prueba T para muestras independientes; Figura
4.14B), alalongitud de cada FSB+TN (18.17 + 3.04% vs 22.04 + 2.15%; p=0.2970, Prueba T
para muestras independientes; Figura 4.14C) y al volumen de cada FSB+TN (25.78 + 3.80
vs 24.10 * 2.51%; p=0.7032, Prueba T para muestras independientes; Figura 4.14D) (ver
Tabla 4.2). Cabe destacar que del mismo modo que en las fibras del raton Trpm8BAC-EYFP,
no existen diferencias estadisticamente significativas en la dimensién fractal de cada una de

las FSB+TN localizadas en la periferia con respecto a las localizadas en el centro de la c6rnea
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del raton Trpm87/- (27.47 + 3.64% vs 32.08 = 3.30%; p=0.3748, Prueba T para muestras

independientes; Figura 4.14E).

En la Figura 4.15 se compara la variabilidad de los cambios morfolégicos de las
fibras sensoriales de frio en los ratones transgénicos Trpm8BAC-EYFP y en los Trpm8/-. De
este modo, en las fibras localizadas en la periferia de la cérnea se observan diferencias
significativas en la longitud acumulada de las TN, siendo mayor la variabilidad de los
cambios en las TN de ratones Trpm87/- (32.92 + 4.44%) en comparacion con las TN de
ratones Trpm8BAC-EYFP (22.84 * 2.14%; p=0.0227, Prueba T para muestras independientes;
Figura 4.15B; Tabla 4.2). Sin embargo, en la regién central de la cérnea, las fibras muestran
una menor variabilidad en los cambios de longitud de las FSB de los ratones Trpm8~/- (12.26
* 1.2%) en comparacidn con los ratones Trpm8BAC-EYFP (21.89 * 1.74%; p<0.0001, Prueba
T para muestras independientes; Figura 4.15F; Tabla 4.2). Ademas, se observ6 una menor
variabilidad en los cambios de longitud de las FSB+TN en los ratones Trpm8~/- (22.04 *
2.15%) respecto a los ratones Trpm8BAC-EYFP (31.53 * 2.63%; p=0.0117, Prueba T para
muestras independientes; Figura 4.15H; Tabla 4.2). En el resto de los parametros
morfométricos estudiados no se observaron diferencias significativas entre las fibras

localizadas en la regién periférica y central de la cérnea (Tabla 4.2 y Figura 4.15).

En conjunto, estos resultados apuntan a una posible implicacién del canal i6nico

TRPMS8 en la remodelacién espontanea de las fibras sensoriales de frio corneales.
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Figura 4.13. Ejemplo del curso temporal de los cambios morfodinAmicos espontaneos de una
fibra corneal subbasal central y otra periférica en el ratén Trpm8--.

Variabilidad diaria de la longitud de cada FSB (A), de la longitud acumulada de las TN de cada fibra
subbasal (B), de la longitud total de cada FSB+TN (C), del volumen de cada FSB+TN (D) y de la
dimensidn fractal de cada FSB+TN (E). Se representa una FSB localizada en la periferia (lineas azules)
y otra en el centro (lineas lilas) de la cérnea. El curso temporal de la variabilidad de las fibras
representadas varia alrededor del valor medio de cero (representado con una linea continua de
puntos). Barra de escala: 1 dia.
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Figura 4.14. Promedio de la variabilidad de los cambios morfodinamicos espontaneos que
experimentan las fibras subbasales localizadas en la periferia y en el centro de la cérnea en
un ratén Trpm8+/-.

Diagrama de barras en el que se representa el promedio y el error tipico de la media de la variabilidad
en la longitud de las FSB (A), en la longitud acumulada de las TN (B), en la longitud acumulada de las
FSB+TN (C), en el volumen ocupado en la superficie corneal por las FSB+TN (D) y en la dimensién
fractal de las FSB+TN (E). Los valores individuales de cada variable se representan como puntos
sobre las barras que agrupan los datos de las fibras periféricas (en azul) y de las centrales (en lila).

El contraste de hipoétesis se realizé mediante una prueba T para muestras independientes (p>0.05
ns).
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Figura 4.15. Promedio de la variabilidad de los cambios morfodinamicos espontaneos que
experimentan las fibras subbasales localizadas en la periferia y en el centro de la cérnea en
los ratones Trpm8BAC-EYFP 'y Trpm8-/-.

En los paneles superior e inferior se muestran los datos morfométricos de la variabilidad en valores
absolutos de las fibras localizadas en la periferia y en el centro de la cdrnea, respectivamente. El
promedio y el error tipico de la media se representan en diagramas de barras. Los valores
individuales de cada variable se indican con puntos superpuestos encima de las barras para los
ratones Trpm8BAC-EYFP (en verde) y Trpm87/- (en rosa). Se muestran la variabilidad en la longitud de
las FSB (A, F), en la longitud acumulada de las TN (B, G), en la longitud acumulada de las FSB+TN (C,
H), en el volumen ocupado en el epitelio corneal por las FSB+TN (D, [) y en la dimensién fractal de
las FSB+TN (E, ]J). El contraste de hipoétesis se realizé mediante una prueba T para muestras
independientes (p<0.001***, p<0.01**, p<0.05*, p>0.05 ns).

Tabla 4.2. Diferencias en la variabilidad de los cambios morfodinamicos de las fibras
subbasales localizadas en el centro respecto a la periferia corneal de los ratones Trpm8BAc-
EYFPy Trpm8~/-.

Periferia corneal Centro corneal
Pardmetros Trpm8BAC-EYFP Trpm87/- p-valor e Trpm87/- p-valor
EYFP

Longitud FBS 13.10 £0.95 15.59 £1.79 0.19 (n.s) 21.89 £ 1.74 12.26 +1.20  <1x10-4 (***)
Longitud NT 22.84+2.14 3291+ 4.44 0.02 (%) 33.23+3.11 27.37+2.83 0.19 (n.s)
Longitud FSB+NT 13.98 +£1.20 18.17 £ 3.04 0.12 (n.s) 31-53+2.63  22.04+2.14 0.01 (*)
Volumen FSB+NT 18.68 + 1.67 25.78 +£3.80 0.04 (%) 29.21+2.76 24.10 £ 2.51 0.20 (n.s)
DF FSB+NT 32.19+2.73 29.22+3.98 0.55 (n.s) 32.87+2.70 32.08 £3.30 0.85 (n.s)

Porcentaje de cambio con respecto al dia anterior. Los valores se muestran como el promedio * error tipico de la media.
Para realizar las comparaciones entre las medias de los diferentes parametros en cada ratén, tanto para las fibras
localizadas en la periferia como en el centro, se utilizaron pruebas T para muestras independientes (p<0.001***, p<0.01**,

p<0.05* p>0.05 ns).

4.5. Monitorizacion in vivo de fibras TRPM8-EYFP+ en la cornea de ratones

adultos tras su axotomia.

A continuacion, se estudié la morfodindmica de la regeneracién de fibras corneales
de frio tras su axotomia. Para ello, se adquirieron imagenes confocales in vivo de las fibras
corneales en los dias posteriores a la axotomia. En un primer conjunto de experimentos, se
realizé una lesidn quirdrgica en la regién central de la cornea mediante la incisién de los
nervios contenidos en un area de 2 mm de didmetro, y posteriormente, se determino el
curso temporal de la reinervacién del conjunto de fibras lesionadas durante 21 dias. Por

otro lado, se desarroll6 y caracterizé6 un nuevo modelo de lesién, que consistié en la
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fotocoagulacién de fibras individuales corneales mediante el uso de un laser de
femtosegundo. Posteriormente, se monitorizaron y cuantificaron los cambios
morfodindmicos experimentados por cada una de las fibras lesionadas durante su
regeneracion, a través de la medida de pardmetros morfométricos tales como la longitud, el
volumen ocupado en el epitelio corneal y la dimensién fractal, a lo largo de los 15 dias
posteriores a la lesion. Cabe destacar, que esta lesion minimamente invasiva de las fibras
corneales supone una oportunidad para el estudio in vivo de los mecanismos moleculares
intrinsecos de la regeneracién nerviosa periférica, en contraste a las lesiones amplias
realizadas mediante intervenciones quirdrgicas. En este sentido, se estudi6 el posible papel
de la proteina SARM1, en la degeneracion Walleriana y regeneraciéon de las fibras

sensoriales de frio corneales.

4.5.1. Analisis morfométrico dinamico de la reinervacion de las fibras

sensoriales de frio tras la incision quirirgica de la cérnea de ratones Trpm8BAC-EYFP.

Para llevar a cabo estos experimentos se utilizaron 3 ratones Trpm8BAC-EYFP
machos. Los ojos derechos fueron lesionados seccionando quirtrgicamente las fibras
corneales (ver Figura 3.10 de la secciéon de métodos). Se realiz6é una monitorizacion in vivo
de la inervacidn sensorial de frio (Figura 4.16), mediante el uso de microscopia confocal,
antes de realizar la lesion corneal (Figura 4.16A) y alos dias 3 (Figura 4.16B), 10, 17 (Figura

4.16C) y 21 después de practicar dicha lesién (Figura 4.16D).

A continuacién, se realizd el andlisis estadistico de la longitud acumulada del
conjunto de las fibras corneales de frio obtenido de las diferentes imagenes. Seguidamente,
se realizaron las comparaciones multiples con respecto al control usando el método de
Holm-Sidak. Los resultados obtenidos mostraron que la longitud acumulada del conjunto
de las fibras de frio en la cérnea intacta es de 149.30 + 4.49 mm, de los cuales 27.27 + 1.43

mm se distribuyen en el drea central y 122.03 + 4.43 en el resto de la cérnea (Figura 4.16B,
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E-G). A los 3 dias de haber realizado la axotomia, se observé una reduccion significativa del
79.69 * 2.13% de la longitud acumulada del conjunto de fibras localizadas en el area
lesionada (5.60 * 0.85 mm, p=0.004; Figura 4.16F). Sin embargo, en el area externa a la
lesién, a pesar de observarse una ligera disminucién de la inervacién, no se produjeron
cambios estadisticamente significativos (104.00 * 7.18 mm, p=0.34). A los 10 dias, se
observo un crecimiento notable en la inervacién total, pero sin existir una recuperaciéon de
la longitud acumulada anterior a la lesién (129.35 + 6.06 mm, p=0.035; Figura 4.16E). Esta
recuperacion incompleta también fue observada al analizar el area lesionada (10.89 * 0.53
mm, p=0.003; Figura 4.16F). Durante los dias 17 y 21, en el area lesionada, el conjunto de
fibras seguia incrementando su longitud, aunque sin alcanzar la longitud inicial (dia 17:
12.62 £ 1.96 mm, p=0.002; dia 21: 14.94 + 1.22 mm, p=0.001; Figura 4.16C, D y F). A pesar
de que la recuperacion de la longitud inicial es incompleta en el area lesionada (Figura
4.16F), se observo una estabilizacién en el crecimiento del conjunto total de las fibras
sensoriales de frio (dia 17: 128.52 * 6.15 mm, p=0.09; dia 21: 129.03 = 2.92 mm, p=0.07;

Figura 4.16E).

Estos resultados muestran que la lesién quirtrgica efectuada da lugar a una
marcada denervacién en el drea lesionada, sin producir cambios significativos en el area
externa a la lesiéon. Ademas, ofrecen una estimacién cuantitativa de la regeneracién de la
inervacion sensorial de la cornea por las fibras sensoriales de frio, mostrando que un 45%

de la longitud total de estas fibras se ha recuperado a los 21 tras la lesién.
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Figura 4.16. Evaluacion in vivo de la reinervacion de las fibras sensoriales de frio tras la
realizacidon de una incision en la cérnea de ratones adultos Trpm8BAC-EYFP.

A-D. Micrografias confocales de la monitorizacién de la inervacién sensorial TRPM8-EYFP en la
cornea intacta del raton (A), y en la misma coérnea 3 dias (B), 17 dias (C) y 21 dias después de realizar
el seccionamiento quirturgico de las fibras (D). La circunferencia punteada marca la zona
axotomizada. Los asteriscos que presentan el mismo color sefialan la misma fibra subepitelial a
diferentes puntos temporales. Barra de escala: 500 pm. E-G. Diagramas de barras que muestran el
promedio y el error tipico de la media de la longitud acumulada (mm) de fibras nerviosas TRPM8-
EYFP en el area total de la cérnea (E), en el area lesionada (F) y en la zona externa al area lesionada
(G). El contraste de hipdtesis fue determinado aplicando una prueba ANOVA para un factor. Se aplic6
el método de Holm-Sidak para realizar las comparaciones multiples con respecto al control
(p<0.01** p<0.05* y p>0.05 n.s).

4.5.2. Analisis morfomeétrico dinamico de fibras individuales TRPM8-EYFP

en la cérnea del ratén adulto tras su axotomia mediante fotocoagulacion.

Para continuar con el estudio de la regeneracién en las fibras sensoriales de frio
corneales, se llevaron a cabo experimentos en los que se realizaron axotomias de fibras
individuales. La axotomia consisti6é en la fotocoagulacién de una fibra del plexo subbasal
mediante un laser de femtosegundo (ver apartado 3.3.4.2 de métodos). El objetivo de estos
experimentos fue generar una lesion minimamente invasiva que permita evaluar los

cambios morfodinamicos que se producen tras la lesién de una fibra individual.

4.5.2.1. Evaluacién de la extension del dafio tisular generado por la
axotomia mediante laser de femtosegundo de una fibra de frio corneal en ratones

Trpm@8BAC-EYFP,

En este conjunto de experimentos se intenté establecer el tamafio de la lesién en la
fibra de frio corneal y los dafios agudos producidos en el epitelio circundante como
resultado de la fotocoagulacién. Tal y como se describe en el apartado 3.3.4.2 de métodos,
tan pronto se realiza la fotocoagulacion individual de la fibra, se observa una marca
fluorescente en la zona de la lesion (Figura 4.17). El tamafio de la marca fluorescente ha sido

previamente utilizado para cuantificar la dimension de las lesiones puntuales producidas
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mediante un laser de femtosegundo en neuronas corticales (Canty et al, 2013). En el
presente trabajo, se procedié igualmente a la medida del volumen ocupado por la marca
generada en el epitelio (Figura 4.17A-E), obteniéndose unas dimensiones medias de
5155.32 + 1223.25um3 (n=9). Asumiendo que la esfericidad de la marca fluorescente es

igual a 1, el didmetro de dicha marca seria de 20.32 + 1.72pm.

H.

Figura 4.17. Fotocoagulaciéon in vivo de fibras individuales de frio corneales en el ratén
Trpm8BAC-EYFP.

A-D. Imagenes confocales in vivo que muestran una axotomia generada con el laser de femtosegundo.
A. Inervacién corneal TRPM8-EYFP en una cérnea intacta. El recuadro punteado indica el area en la
que se va a realizar la fotocoagulacion y esta ampliado en B y D. B. Fibras individuales axotomizadas.
La flecha indica la marca fluorescente generada tras la realizacion de la fotocoagulacidn. El recuadro
punteado encuadra la marca fluorescente ampliada en C y E. C. Marca fluorescente generada por la
axotomia de las fibras. D, E. Reconstruccion tridimensional del volumen ocupado por la marca
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fluorescente (en gris) y superpuesto en la imagen original. F-H. Imagenes confocales de la misma
coérnea fijada e inmunotefiida 8 horas después de la fotocoagulacién. F. Area donde se ha realizado la
axotomia. La flecha indica la marca fluorescente ampliada en G. G. Ntcleos circundantes a la marca
fluorescente afectados por la fotocoagulacion (asteriscos). H. Proyeccion ortogonal de la zona
indicada con un recuadro punteado en la imagen F. La linea punteada separa la capa epitelial de la
estromal. Los ntcleos de las células corneales estdn marcados con Hoechst 33342. Barras de escala:
A, 500 pm; B-C, 100 pm; D-E, 20 um; F, 30 pm; G-H, 10 pm.

Posteriormente, para determinar si la lesién estaba exclusivamente localizada en el
epitelio corneal o si afectaba también a otras capas o fibras circundantes, se realiz6 un
estudio inmunohistoquimico del tejido. Transcurridas 8 horas desde la realizacién de la
fotocoagulacién se procedié a la fijacion e inmunotincién de la crnea (n=5). Se observé que
las fibras préximas a la lesion siguen presentes y, ademds, no muestran cambios aparentes
en su arquitectura (Figura 4.17F). Por el contrario, en el area lesionada se observé que los
nucleos de las células epiteliales presentan una morfologia alargada diferente a la de otros
nucleos mas alejados, asi como un incremento en la intensidad de fluorescencia del
marcador nuclear Hoechst 33342 (Figura 4.17G, asteriscos), lo que indica que existe dafio

celular.

A continuacion, se procedi6 a cuantificar el numero de nucleos epiteliales préximos
a la lesién que presentan indicios de alteraciones morfolégicas (Figura 4.18). De esta
manera, se determiné que un total de 23.40 + 2.27 células (n=5), localizadas alrededor de
la lesion, muestran una emision de fluorescencia mas alta que el promedio del conjunto de
células marcadas con Hoescht 33342. Cabe destacar que, a pesar del dafio producido por la
fotocoagulacién en las células circundantes a la lesién, no se observé la desaparicion de
estas en ninguna de las imagenes adquiridas. Ademas, la marca fluorescente se localiza

exclusivamente en la capa epitelial sin afectar al estroma corneal (Figura 4.17Hy 4.18).
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Figura 4.18. Cuantificacién del nimero de ntcleos de las células epiteliales potencialmente
dafiadas por la fotocoagulacion en la cornea de fibras TRPM8-EYFP.

Transcurridas 8 horas desde la fotocoagulacion, las cérneas fueron fijadas e inmunomarcadas con
anti-B-tubulina III (en rojo) y anti-GFP (en verde). Los nucleos celulares fueron marcados con
Hoechst 33342. A. Vista tridimensional de una serie de imagenes confocales realizadas en el plano z.
La flecha sefiala la marca fluorescente generada por la axotomia. Los nucleos que tienen una
morfologia alterada estan indicados con un asterisco. B. Reconstrucciéon 3D de los nicleos dafiados
mediante el software Imaris 9.3 (gris) y superpuesta en la imagen original. C. Imagen modificada que
posibilita visualizar inicamente los nucleos reconstruidos. Barra de escala: 20 pm.
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En conjunto, estos resultados son consistentes con la generaciéon de una lesion
localizada en la fibra de frio corneal, con una afectacién minima del tejido circundante a la

lesion nerviosa.

4.5.2.2. Analisis morfométrico dinamico de la regeneracion de fibras

corneales TRPM8-EYFP individuales en ratones Trpm8PAC-EYFP.

En este apartado se describen los cambios morfodindmicos experimentados por una
fibra sensorial de frio tras su axotomia mediante fotocoagulacién (Figura 4.19 y 4.20). Se
utilizaron ratones Trpm8BAC-EYFP adultos (3-5 meses de edad) a los que se les realiz6 la
axotomia de una tnica fibra corneal en uno de los dos ojos. Un total de 12 fibras individuales
localizadas en el area central de la cérnea fueron axotomizadas. La fotocoagulacion se
realizé en fibras individuales pertenecientes al plexo subbasal (Figura 4.19A), en una
localizacién cercana al punto de penetracién. Inmediatamente después de provocar la
lesidn, se observa la aparicién de la marca de fluorescencia que divide a la fibra originando
una porcion de fibra comprendida entre la marca de fluorescencia y su extremo periférico
terminal, denominada “porcién distal”; y otro segmento de fibra comprendido entre la
marca de fluorescencia y el punto de penetracién, denominado “porcién proximal” (Figura
3.9Cy 4.19B). Los cambios morfodindmicos cuantificados en la porcién proximal durante el
proceso de regeneracion incluyeron medidas de la longitud, el volumen y la dimensién
fractal. Todas las medidas fueron obtenidas a partir de la reconstruccién tridimensional de
la fibra, realizadas antes de practicar la fotocoagulacién (Figura 4.19A), inmediatamente
después (Figura 4.19B) y a los dias 1 (Figura 4.19C), 3 (Figura 4.19D) 7 (Figura 4.19E), 10

(Figura 4.19F) y 15 (Figura 4.19G).
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A. Fibra intacta

B. Fotocoagulacion

C. Dia 1 postlesion

D. Dia 3 postlesion

E. Dia 7 postlesion

Figura 4.19. Ejemplo del curso temporal de la regeneracion in vivo de una fibra TRPM8-EYFP+
individual tras su axotomia mediante laser de femtosegundo.

Paneles superiores: Imagenes confocales de un conjunto de fibras subbasales antes de practicar la
fotocoagulacion en una fibra individual (A), inmediatamente después (B), a los 3 dias (C), 7 dias (D)
y 10 dias (E). La flecha indica la marca fluorescente generada después de hacer la axotomia laser (B).
Los asteriscos sefialan la fibra individual que fue fotocoagulada y monitorizada en el tiempo. Paneles
inferiores: Reconstruccion tridimensional de la fibra axotomizada a partir de las imagenes originales
(panel superior) mediante el software Imaris 9.3. La fibra subbasal se representa en gris; y sus
terminaciones nerviosas, en rosa. Barra de escala: 50 um. Nota: no se muestra la reconstruccion de
la porcidn distal en B para facilitar el seguimiento de la regeneracion.

Al dia siguiente de la lesidn, la fluorescencia emitida por la proteina EYFP en la
porcién distal desaparece completamente. Ademas, se observa una retracciéon media del
5.00 £ 2.15% en cada FSB con respecto a su longitud inicial (Figura 4.19B, Figura 4.20A).

Por el contrario, en este primer dia postlesion, se observa un crecimiento en el plano vertical
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de la porcion proximal que es considerada la terminacién nerviosa. De este modo, la
longitud acumulada de las TN en cada FSB recupera un 20.59 * 5.72% de su longitud
acumulada previa a la lesién (Figura 4.20B). Asimismo, no se observa recuperacién del
volumen ocupado por la porcién proximal (FSB+TN) en relacién con el valor anterior a la
lesién (Figura 4.20D). Ademas, cabe resaltar que el valor de la DF de la porcién proximal
(FSB+TN) el dia 1 postlesion, muestra una recuperacion notable (37.60 + 14.89%) respecto

al valor prelesion (Figura 4.20E).

En el dia 3 tras la fotocoagulacién, se observa una modesta recuperacion de la
longitud de cada FSB (3.30 = 2.37%, Figura 4.20A) y del volumen que ocupa cada FSB+TN
en el epitelio corneal (7.01 £ 1.70%, Figura 4.20D). Cabe resaltar en este punto temporal,
que las TN de cada FSB muestran una robusta recuperacion (77.62 £ 16.09%) de su longitud
acumulada, valor que no es estadisticamente significativo respecto a la longitud que
presentaban inicialmente (Figura 4.20B). En la misma linea, la DF de cada FSB+TN recupera
el 88.42 + 11.53% de su valor previo a la lesion, y no es diferente estadisticamente al valor
que tenia antes de ser fotocoagulada (Figura 4.20E). Durante los dias 7, 10 y 15 post-lesidn,
se observa una recuperacion parcial de la longitud de cada FBS (38.35 + 8.22% a dia 15;
Figura 4.20A) y del volumen de cada FSB+TN (50.35 + 17.27% a dia 15; Figura 4.20D);
mientras que el valor de la DF muestra una recuperaciéon completa para cada FSB+TN
(108.10 * 14.58%), no presentando diferencias estadisticas con respecto al valor previo a
la lesiéon (Figura 4.20E), al igual que ocurre con la longitud acumulada de las TN de cada
FSB (109.78 * 27.66%; Figura 4.20B). A pesar de la recuperacion completa de la longitud
acumulada de las TN, la longitud total de cada FSB+TN, experimenta una recuperacion
parcial (48.33 £ 8.61%; Figura 4.20C), presumiblemente debido a la limitada recuperacion

de la longitud de la FSB a los 15 dias postlesion.
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Figura 4.20. Evaluacién in vivo de la regeneracion de fibras individuales axotomizadas por
fotocoagulacién en la cérnea del raton Trpm8BAC-EYFP.

Diagramas de barras que muestran el promedio y el error tipico de la media de la tasa de
recuperacidn (%) de las fibras fotocoaguladas con el laser de femtosegundo en: la longitud de la FSB
(A), en la longitud acumulada de las TN (B), en la longitud acumulada de las FSB+TN (C), en el
volumen de la FSB+TN (D) y en la dimension fractal de la FSB+TN (E). Los valores individuales de
los parametros para cada fibra fotocoagulada se representan como puntos sobre las barras. La barra
naranja indica el momento de la fotocoagulacion. La linea base (y=0) se representa como una linea
punteada horizontal. Se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis y posteriormente la prueba de Dunn’s
para las comparaciones multiples con respecto a los valores anteriores a la fotocoagulacion
(p<0.001*** p<0.01**, p<0.05*).

Estos resultados son consistentes con la previsible activacién del proceso de
degeneracién Walleriana de la porcion distal de la fibra de frio corneal durante el primer
dia tras su axotomia, seguido de un proceso de regeneracién en la porcién proximal,
también observable el primer dia tras la lesiéon. Asimismo, es notoria la existencia de una
regeneracion rapida y completa de las terminaciones nerviosas, asi como de la complejidad
morfolégica de la fibra subbasal y sus terminaciones (dia 3 postlesién), en contraste con
una recuperacién mas lenta e incompleta (a dia 15 postlesion) de la longitud de la fibra
subbasal y del volumen ocupado por la fibra y sus terminaciones nerviosas en el epitelio

corneal.

4.6. Analisis morfométrico dinamico de la degeneraciéon y regeneracion de
fibras sensoriales de frio individuales en el raton Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/- tras su

axotomia por fotocoagulacion.

Estudios recientes muestran que la proteina SARM1 estd implicada en la
degeneracién Walleriana de los axones periféricos y su ausencia o inhibicién provoca un
retraso en la degeneracion de las fibras nerviosas después de ser axotomizadas (Geisler et
al, 2019; Gerdts et al,, 2015). Por tanto, con el propésito de estudiar la implicacién de
SARM1 en la degeneracion de las fibras sensoriales de frio individuales tras la axotomia, se

procedi6 a analizar el curso temporal de la pérdida de fluorescencia asociada a la
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degeneraciéon de la porcion distal de las fibras individuales fotocoaguladas en el raton

transgénico Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-.

Por otro lado, como se desconoce si la proteina SARM1 estad involucrada en la
regeneracion de los axones periféricos tras su neurodegeneracién o lesion, se estudio
también el curso temporal de la regeneracién de fibras de frio corneales individuales tras
su axotomia en los ratones Trpm8BAC-EYFP/Sarm1--. Para ello, cada una de las fibras
proximales fue monitorizada y, posteriormente, se cuantificaron los cambios
morfodinamicos experimentados en su longitud, volumen y dimensién fractal a lo largo de

15 dias.

4.6.1. Analisis morfométrico de la degeneracion de las fibras sensoriales de
frio individuales en el ratén Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/- después de realizar una

fotocoagulacion.

En 3 ratones Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-y 4 descendientes de la misma camada con un
genotipo silvestre para Sarml (Trpm8BAC-EYFP/Sarm1+/+*), un total de 7 fibras
independientes fueron monitorizadas in vivo antes de la fotocoagulaciéon, inmediatamente
después y a las 8 horas de la misma. A continuacion, los ratones fueron sacrificados y sus
corneas fijadas para proceder al estudio inmunohistoquimico (Figura 4.21). Se observé que
justo después de practicar la fotocoagulacion, la fluorescencia proveniente de la porcién
distal de la fibra permanece intacta tanto en el ratén control Trpm8BAC-EYFP/Sarm1+/+
(Figura 4.21B) como en el Trpm8BAC-EYFP/Sarm1~/- (Figura 4.21F). Sin embargo,
transcurridas 8 horas, en el ratéon control Trpm8BAC-EYFP/Sarm1+/* no se observa
fluorescencia procedente de la porcion distal (Figura 4.21C), mientras que el ratén carente
del gen Sarm1 muestra una disminucién de la fluorescencia de la porcién distal a este mismo

tiempo (Figura 4.21G, asterisco).

142



In vivo || Fijado

0 horas 8 horas
Intacta postlesiérJ

postlesion

Trom8B4C-EYFP/Sarm1**

Trom8B4C-EYFP/Sarm 1+

143



Figura 4.21. Comparacion de la degeneracion de la porcion distal de una fibra individual de
frio corneal a las 8 horas de su fotocoagulacion en el ratén control Trpm8BAC-EYFP/Sarm1+/+y
en el ratén knockout Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-.

Imagenes confocales in vivo de una fibra sensorial del ratén control Trpm88AC-EYFP/Sarm1+/* (panel
superior) y del raton Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-~/- (panel inferior) antes de ser fotocoagulada (A, E),
inmediatamente después (B, F) y a las 8 horas (C, G). Posteriormente se procedié al estudio
inmunohistoquimico (D, H) usando anticuerpos anti--tubulina III (en rojo) y anti-GFP (en verde).
Los nucleos celulares fueron marcados con Hoechst 334442. La flecha indica la marca fluorescente
generada por la fotocoagulacion. El asterisco sefiala los residuos de remanentes de EYFP en la cornea
del raton que tiene delecionada la proteina SARM1. Barra de escala: 50 pm.

Con el objetivo de determinar si la pérdida de fluorescencia es debida a una
reduccion de la emision de fluorescencia de la EYFP, o a la desaparicion real de la proteina
EYFP, se realizaron inmunotinciones en las coérneas tras ser fijadas, observandose que en
los ratones control Trpm8BAC-EYFP/Sarm1++ no existen restos de EYFP en la porcion distal
a las 8 horas tras la axotomia (Figura 4.21D), mientras que en los Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-

si se observan remanentes de proteina EYFP (Figura 4.21 H).

A fin de cuantificar si la velocidad de degradacion de la proteina estaba alterada en
el raton Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-, se realiz6 una monitorizacion diaria de las fibras (n=16)
durante los 4 dias siguientes a la axotomia (Figura 4.22A-E, asteriscos). Posteriormente, se
midié la velocidad de degeneracion a través del analisis de la longitud acumulada de los
residuos EYFP en cada uno de los dias comprendidos en el periodo de tiempo estudiado. Se
observo que la disminucién de la longitud se ajusta a un modelo de regresién lineal segin
la ecuacién y=-25.55x + 94.64 (r2=0.97, p<0.002), donde la pendiente de la recta representa
el porcentaje de degeneracion diaria (Figura 4.22F), es decir, la longitud acumulada de la

porcién axotomizada de fibra EYFP positiva desaparece a razén de un 25.55% por dia.

144



A. Dia0 B. Diat1 C. Dia2
postlesion postlesion

Dia 3 E. Dia4
postlesién postlesién postlesiéon

1007 @
" O Trpm8BA“EYFP/Sarm1**
3 75 _ O Trom8B““EYFP/Sarm1”
®©
=1 é
g
© ¢ 50—
T O |
= R | N
S8 25—
8 horas Q-
0= O
1 2 3 4

Dias postlesion

Porcioén distal
intacta (dia 0)

145



Figura 4.22. Curso temporal de la degeneracion de la porcidon distal de las fibras de frio
axotomizadas en el ratén Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-.

A-E.Imagenes confocales representativas de una fibra subbasal y sus terminaciones inmediatamente
después de ser fotocoagulada (A) y a los dias 1 (B), 2 (C), 3 (D) y 4 (E). La flecha sefiala la marca
fluorescente generada por la fotocoagulacion. Los asteriscos indican los residuos EYFP originarios de
la fibra axotomizada. Barra de escala A-E, 50 pm. F. Disminucién en el porcentaje de la longitud
acumulada de los residuos EYFP en el tiempo. Las esferas representan el valor promedio de la
longitud acumulada y el error tipico de la media en el ratdn Trpm8BAC-EYFP/Sarm1+/+ (en rojo) y en
el Trpm8BAC-EYFP/Sarm1~/- (en azul). La linea roja punteada se corresponde con la recta del ajuste
lineal (r2=0.97, p<0.002) para los valores analizados en el ratéon Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-.

El conjunto de estos datos muestra que la ausencia de la proteina SARM1 conlleva
un retraso del proceso de degeneracién Walleriana de las fibras sensoriales de frio

corneales individuales axotomizadas.

4.6.2. Estudio de la regeneracion de las fibras sensoriales de frio

individuales en el ratén Trpm834c-EYFP/Sarm1-/- tras su axotomia.

En este apartado del trabajo se exploré si después de realizar una axotomia por
fotocoagulacion, la regeneracién de las fibras de frio corneales individuales resulta alterada

en el ratédn Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/- en comparacion con el ratén control Trpm8BAC-EYFP.

En estos experimentos se utilizaron 11 ratones Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/- adultos (3-
5 meses). El protocolo experimental y el analisis morfométrico utilizado fue el mismo que
se usé para realizar la descripciéon del curso temporal de la regeneracion de fibras

individuales en el ratén Trpm8BAC-EYFP.

Las imagenes obtenidas en los ratones Trpm8BAC-EYFP/Sarm1~/- a partir de su
monitorizacién (Figura 4.23) y posterior analisis morfométrico dinamico (Figura 4.24),
muestran que, al dia siguiente de la lesién (Figura 4.23C), la porcién proximal de la FSB
axotomizada experimenta un retroceso del 2.42 + 2.09% con respecto a la longitud que
tenfa inmediatamente después de la axotomia (Figura 4.24A). De manera similar, la DF de

cada FSB+TN también decrecid significativamente un 25.17 + 22.44% (Figura 4.24E). Por el
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contrario, la longitud acumulada de las TN de cada FSB muestra una recuperacién del 23.26

* 10.10% respecto a su longitud inicial (Figura 4.24B).

En lo que respecta al volumen de la FSB+TN, apenas se recupera al dia siguiente de
la fotocoagulacion (3.01 * 1.47%, Figura 4.24D). En el dia 3, las FSB muestran una
recuperacion lenta (14.89 * 12.34%, Figura 4.23 y 4.24A); y las TN cada una de las FSB
presentan un notable crecimiento en la longitud acumulada del 38.36 + 10.01% (Figura
4.24B). En este mismo dia de estudio, la longitud total de la porcién proximal (FSB+TN)
muestra una recuperacion del 27.60 * 1.82% respecto a su valor inicial (Figura 4.24C) y el
volumen que ocupa la porcién proximal en el epitelio corneal es el 3.87 £ 1.65% de su
volumen inicial (Figura 4.24D). En este punto, la DF de la FSB+TN alcanza de nuevo el 15.32
* 28.74% de su DF inicial (Figura 4.24E). Durante los siguientes dias se observo que la
longitud de cada FSB aumentaba hasta alcanzar, en el dia 15, el 48.41 * 12.64% de la
longitud inicial (Figura 4.23 y 4.24A); las TN recuperan por completo su longitud acumulada
a dia 7 (Figura 4.24B). Sin embargo, el conjunto formado por la FSB y las TN Uinicamente
recupera el 53.86 * 10.81% de su longitud inicial a dia 15 (Figura 4.24C). Ademas, la fibra
muestra un volumen inferior al que tenia antes de ser sometida a la fotocoagulacidn,
recuperando un 24.10 * 5.21% de su volumen inicial en el dltimo dia de estudio (Figura
4.24D). En cuanto a la DF de la FSB+TN, se observa una robusta recuperacién del 75.66 *

54.53% el dia 15.

Al igual que en el raton control Trpm8BAC-EYFP, estos datos muestran una rapida
regeneracion de la longitud acumulada de las TN de cada FSB y de la DF de cada FSB+TN, en
comparacion con la regeneraciéon mas lenta de las FSB y del volumen que ocupa cada
FSB+TN en el epitelio corneal del ratén Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-. Del mismo modo que en el
raton control Trpm8BAC-EYFP, en el ratén Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/- la recuperacion de la
longitud total de la porcién proximal de la fibra axotomizada (FSB+TN) es incompleta y

modesta respecto al valor inicial que mostraba antes de ser lesionada.
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Figura 4.23. Curso temporal de la regeneracién in vivo de una fibra de frio individual en la
cornea del ratén Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-.

Imagenes confocales de una fibra subbasal individual antes de practicar la fotocoagulacion (A),
inmediatamente después (B), y a los dias 1 (C), 3 (D), 7 (E), 10 (F) y 15 (G) después de realizar la
axotomia laser. La flecha indica el punto de penetracion de la fibra fotocoagulada. Los asteriscos
sefialan la porcidn distal de la fibra axotomizada, que presenta una degeneracion retrasada. Barra
de escala: 50um.
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Figura 4.24. Analisis morfométrico dinamico de la regeneracién de fibras individuales
axotomizadas por fotocoagulacion en la cérnea del ratén Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/-.

Diagramas de barras que muestran el promedio y el error tipico de la media de la tasa de
recuperacién (%) de las fibras fotocoaguladas con el laser en: la longitud de la FSB (A), en la longitud
acumulada de las TN (B), en la longitud acumulada de la FSB+TN (C), en el volumen de la FSB+TN (D)
y en la dimension fractal de la FSB+TN (E). Los valores individuales de los parametros para cada fibra
fotocoagulada se representan como puntos sobre las barras. La barra naranja indica el momento de
la fotocoagulacion. La linea base (y=0) se representa como una linea punteada horizontal. A, C-D. Se
aplicé la prueba de Kruskal-Wallis y posteriormente la prueba de Dunn’s para las comparaciones
multiples con respecto a los valores anteriores a la fotocoagulacion (p<0.001***, p<0.01**, p<0.05*).
B, E. Se us6 una ANOVA de un factor y la prueba de Dunnet para obtener las comparaciones multiples
con respecto a los valores de la fibra antes de practicar la axotomia (p<0.001***, p<0.01**, p<0.05%).

Posteriormente, se compard si el porcentaje de recuperaciéon de los cinco
parametros morfodinamicos estudiados es diferente entre los ratones Trpm8BAC-EYFP y los
Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/- (Figura 4.25) Para ello, se aplicé una prueba ANOVA de 2 factores
para cada una de las variables. Los resultados obtenidos muestran que no hay diferencias
significativas entre la regeneracion de las fibras de frio en ambas lineas de ratones en los
siguientes parametros: longitud de las FSB (p=0.865; Figura 4.25A), longitud acumulada de
las TN de cada FSB (p=0.150; Figura 4.25B), longitud total de las FSB+TN (p=0.992; Figura
4.25C), volumen ocupado por la FSB+TN en el epitelio corneal (p=0.076; Figura 4.25D) y DF
de la FSB+TN (p=.0559; Figura 4.25E). Estos resultados demuestran que a pesar de existir
un retraso en la degeneracién de la fibra lesionada del raton Trpm8BAC-EYFP/Sarm1-/,
aparentemente el proceso de regeneracion no esta alterado con respecto al ratén control
Trpm8BAC-EYFP. Estos resultados sugieren que la proteina SARM1 no forma parte del
mecanismo molecular intrinseco implicado el proceso de regeneracién de las fibras

sensoriales tras la axotomia.
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Figura 4.25. Comparacion morfométrica dinidmica de la regeneracion de fibras individuales
axotomizadas por fotocoagulacion en la cérnea del ratén control Trpm8BAC-EYFP y del
Trpm8BAC-EYFP/Sarm1/

Diagramas de barras que muestran el promedio y el error tipico de la media de la tasa de
recuperacién (%) de las fibras fotocoaguladas con el laser en: la longitud de la FSB (A), en la longitud
acumulada de las TN (B), en la longitud acumulada de la FSB+TN (C), en el volumen de la FSB+TN (D)
y en la dimension fractal de la FSB+TN (E) en el raton Trpm8BAC-EYFP (en azul) y en el Trpm8BAC-
EYFP/Sarm1+- (en verde). Los valores individuales de los parametros para cada fibra fotocoagulada
se representan como puntos sobre las barras. La barra naranja indica el momento de la
fotocoagulacion. La linea base (y=0) se representa como una linea punteada horizontal. A-E. Se aplicd
una prueba ANOVA de 2 factores para cada una de las variables.
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5. Discusion




Como se indica en la descripcion inicial de objetivos de la presente tesis doctoral, el
propdsito de esta investigaciéon ha sido utilizar la poblacién de neuronas sensoriales
primarias que inervan la cérnea del ratén adulto y que responden a reducciones de
temperatura (neuronas sensoriales de frio), como un modelo sencillo y accesible para
ampliar el conocimiento de las caracteristicas morfoldgicas, inmunocitoquimicas y
moleculares del cuerpo celular y los axones periféricos de las neuronas somatosensoriales
de los mamiferos. Sobre esa base, se estudiaron los cambios morfodinamicos que tienen
lugar en las fibras nerviosas periféricas que inervan la cérnea, tanto en condiciones de
normalidad como tras la lesién axonal a distintos niveles de su trayectoria periférica.
Finalmente, se analizaron experimentalmente las consecuencias que tales lesiones
provocan en la estructura y los procesos inmunocitoquimicos y moleculares, previamente

observados en las neuronas intactas.

La existencia de neuronas termosensibles especificas para la deteccién de los
descensos moderados de temperatura fue demostrada electrofisiolégicamente por Hensel
y colaboradores a mediados del siglo XX (Hensel & Zotterman, 1951). Desde entonces se
han producido avances importantes en el conocimiento de las caracteristicas biofisicas,
canales i6nicos implicados en la activaciéon neuronal, codificaciéon de los estimulos en
descargas de impulsos nerviosos o sensaciones conscientes y respuestas autondémicas
asociadas a la deteccién de los cambios de temperatura por las neuronas termorreceptoras

en condiciones de normalidad como en variadas situaciones patoldgicas.

Este estudio aporta datos novedosos sobre la arquitectura y el dinamismo
morfolégico y funcional de las neuronas termorreceptoras de frio y su posible papel
funcional. Asimismo, identifica nuevos canales iénicos implicados en la transduccién de las
sefiales periféricas de frio y profundiza en el conocimiento de su previsible funcién en la
construccion del mensaje sensorial y las capacidades transductoras y codificadoras de los
descensos de temperatura detectados por las terminaciones de frio. En paralelo, este

estudio proporciona por vez primera, informacién cuantitativa sobre la plasticidad de los
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axones periféricos de la subpoblacién de neuronas sensoriales primarias termosensibles,
en condiciones de normalidad y tras la lesién de los axones y terminaciones nerviosas
periféricas, que tiene un interés sefialado para alcanzar una comprensiéon mecanicista de
las neuropatias postquirurgicas, en la cérnea del ojo y previsiblemente también, en la

inervacion sensorial de otros érganos y tejidos.

5.1. Identificacion molecular de dos poblaciones de neuronas trigeminales

TRPMS8-EYFP.

Los canales i6nicos TRPM8 son los principales transductores moleculares
implicados en la deteccion del frio en un rango de temperaturas inocuas por los
termorreceptores de mamiferos (Knowlton et al., 2013; McKemy et al., 2002; Peier et al,,
2002) y su expresiéon estd directamente relacionada con la sensibilidad neuronal a los
descensos de la temperatura (de la Pefa et al., 2005; Madrid et al., 2009; Parra et al., 2010;
Viana et al,, 2002). En este trabajo se han identificado, basandose en la intensidad de
fluorescencia que emiten, dos poblaciones de neuronas TRPM8+ en el ganglio trigémino del
raton Trpm8BAC-EYFP: una subpoblacion exhibe una alta intensidad de fluorescencia (AIF) y
la otra, una baja intensidad (BIF). En el raton Trpm8BAC-EYFP, la expresion de EYFP esta
regulada por el promotor de TRPM8 y por tanto, cabe esperar que en las AIF haya una mayor
expresiéon de TRPM8 en comparacién a las BIF. Consistentemente con estudios previos,
ambas poblaciones de neuronas TRPM8+ no coexpresan IB4 y si los marcadores
caracteristicos de las fibras amielinicas C y las mielinicas A§ (]J. Abe et al., 2005; Dhaka et al,,
2008; Kobayashi et al., 2005; Peier et al., 2002; Takashima et al., 2007). Cabe destacar que
ninguna de las neuronas AIF del presente estudio expresa el neuropéptido CGRP y solo una
pequena proporcion lo hace con TrkA. Por el contrario, las neuronas BIF expresan en
aproximadamente la mitad de la subpoblacién CGRP y TrkA. En conjunto, estos resultados

evidencian que la poblacién total de neuronas TRPM8+ expresa marcadores tanto de
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neuronas nociceptoras como de neuronas no nociceptoras (Babes et al., 2004; Takashima
et al,, 2007) y sugiere, ademas, que las neuronas BIF poseen preferentemente un fenotipo
molecular asociado a neuronas nociceptoras polimodales peptidérgicas (J. Abe et al,, 2005;

Knowlton et al.,, 2013; Takashima et al., 2007).

Adicionalmente, las evidencias obtenidas indican que la intensidad de fluorescencia
en las poblaciones neuronales encontradas en este estudio, se correlaciona con la amplitud
de las respuestas evocadas por frio o mentol, lo que sugiere que las neuronas AIF generan

una mayor respuesta a los agonistas de TRPM8 que las BIF (Alcalde et al., 2018).

En esta tesis doctoral se establece, adicionalmente, que los receptores TRPM8 estan
presentes en el 22.4% de las fibras nerviosas que inervan la cérnea y, como ocurria en el
caso de los somas, se ha podido confirmar la existencia de dos subpoblaciones de fibras
corneales TRPMS8 positivas. Estas subpoblaciones pueden ser clasificadas, de acuerdo con
su grado de expresiéon mayor o menor de EYFP, en tipo I y tipo II, cada una de ellas con
caracteristicas morfolégicas propias. Las fibras tipo I muestran una alta intensidad de
fluorescencia y varicosidades a lo largo de su trayectoria; por el contrario, las fibras tipo Il
presentan una baja intensidad de fluorescencia y carecen de varicosidades. Estudios previos
de microscopia electrénica han confirmado la presencia de mitocondrias en las
varicosidades de las fibras corneales (Marfurt et al., 2010; Miiller et al., 2003), descritas
igualmente en terminaciones nerviosas sensoriales presentes en otros tejidos tales como la
articulacion de la rodilla en gato, la pleura parietal del cerdo y del conejo o la duramadre de
la rata (Chu et al,, 2011; Messlinger, 1996; Miiller et al., 2003). Esto sugiere que las fibras
tipo I presentan una elevada densidad de mitocondrias, al contrario que las fibras tipo II. Se
ha sugerido que la presencia de mitocondrias en las fibras tipo I podria estar relacionada
con un mayor requerimiento de consumo de energia, de modo que la densidad de las
mitocondrias seria un indicador indirecto de la actividad eléctrica (Messlinger, 1996). En
conjunto, estas evidencias sugieren que las proyecciones periféricas de las neuronas de frio

AlF localizadas en el GT podrian corresponderse con las fibras corneales sensoriales de frio
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tipo I, que en su gran mayoria emiten terminaciones complejas y, segin estudios funcionales
previos, presentan una elevada actividad espontanea, un bajo umbral de temperatura y una
intensa actividad en respuesta al enfriamiento (HB-LT) (Alamri et al., 2018; Alcalde et al,,
2018; Carretal., 2009; Gallar et al., 1993; Gonzalez-Gonzalez et al.,, 2017; Madrid et al., 2009;
Olivares et al.,, 2015; Parra et al., 2010; Teichert et al., 2012). Por otro lado, la poblacién de
neuronas BIF, cuyo patréon de expresion molecular se asemeja al de las neuronas
nociceptoras polimodales peptidérgicas (J. Abe et al., 2005; Alcalde et al., 2018; Knowlton
et al,, 2013; Takashima et al., 2007), podria ser el origen mas probable de las fibras tipo Il
(Alcalde et al, 2018; Gonzalez-Gonzalez et al, 2017), que emiten principalmente
terminaciones simples o ramificadas, asociadas con un fenotipo nociceptor (Alamri et al,,
2018), y que presentan una baja intensidad de fluorescencia EYFP y ausencia de
varicosidades a lo largo de su trayectoria periférica. Estas fibras tipo II, se corresponderian
funcionalmente con la poblaciéon de fibras sensoriales de frio, caracterizada por presentar
una actividad eléctrica espontanea baja, un alto umbral de respuesta a frio y una descarga
de impulsos nerviosos de frecuencia moderada en respuesta al enfriamiento (Alcalde et al.,
2018; Gallar et al.,, 1993; Gonzalez-Gonzalez et al., 2017). Es razonable especular que el
reclutamiento de esta subpoblacién de neuronas de frio, que responde solo a enfriamientos
intensos, sea el origen del cambio en la cualidad de la sensacién consciente percibida por
los humanos cuando se estimula la cérnea con una corriente de aire frio de temperatura
decreciente. En esos experimentos, cuando la temperatura basal de la cérnea desciende mas
de 2°C, la inicial sensacion subjetiva de frescor pasa a ser de irritacién y sequedad (Acosta
etal,, 2004; Acosta, Belmonte, et al., 2001; Acosta, Tan, et al., 2001; Kovacs et al,, 2016). Los
datos aportados en esta tesis apuntan a que este cambio resulta del reclutamiento, por el
mayor enfriamiento corneal, de fibras tipo II, que actian funcionalmente como
termonociceptores de frio, conectados, por tanto, con las vias centrales que median las

sensaciones de irritaciéon y dolor ocular.
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5.2. Las terminaciones nerviosas corneales expresan canales i6nicos Piezo2,

Nav1.8, P2X2 y P2X3.

Hasta la fecha, el estudio de las bases moleculares de la transduccion para la
nocicepcion se ha llevado a cabo preferentemente, en preparaciones in vitro de los ganglios
trigémino (GT) y raquideo (GR). En estas, se ha definido la expresién genética de canales
ionicos transductores en el soma de neuronas sensoriales primarias, identificadas
electrofisiolégicamente como nociceptoras (Hameed, 2019; Premkumar, 2011). No
obstante , la presencia de estas proteinas en las minusculas terminaciones nerviosas,
precisamente las estructuras fisiol6gicamente relevantes para la transduccién sensorial, no
ha podido ser directamente confirmada (Aleixandre-Carrera et al., 2021; R. H. Goldstein et
al, 2019). Por tanto, la presunciéon de una igualdad entre el soma y las terminaciones
nerviosas, en cuanto a la expresion de los canales i6nicos implicados en la deteccién de
estimulos lesivos, como TRPV1, TRPA1 o ASICs, se basa en datos indirectos. Algo similar
ocurre con la expresion de la variedad de canales i6nicos de sodio, potasio y calcio
dependientes de voltaje, responsables de la produccién y modulacién del potencial
generador y de la generacion de potenciales de accién propagados que llevan el mensaje
sensorial al sistema nervioso central, cuya presencia y distribucién en las terminaciones
sensoriales solo ha podido ser establecida indirectamente (Aleixandre-Carrera et al., 2021;

Binshtok, 2011; Chung et al,, 2011; Hucho & Levine, 2007; Waxman & Zamponi, 2014).

En este trabajo se han obtenido las primeras evidencias a favor de la presencia del
canal i6nico Piezo2 en fibras sensoriales corneales que expresan TRPV1. Piezo2 es el
principal mecanotransductor molecular de las neuronas sensoriales en los mamiferos
(Ranade etal., 2014), habiendo sido localizado en el soma de las neuronas de los GR (Ranade
etal., 2014; Woo et al,, 2014) y del GT (Bron et al., 2014; Nguyen et al., 2017; Schneider et
al,, 2014). El hallazgo de Piezo?2 en fibras nerviosas corneales que expresan también el canal
TRPV1 es consistente con estudios transcriptomicos, probando que algunas neuronas

trigeminales de ratén coexpresan TRPV1 y Piezo2 (Nguyen et al,, 2017). Ademas, estudios
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funcionales previos sefialan que alrededor de un 8% de terminaciones nerviosas
nociceptoras polimodales de la cérnea del ratén responden tanto a estimulos mecanicos
como a calor nocivo (>40°C) (Fernandez-Trillo et al., 2020; Gonzalez-Gonzalez et al., 2017).
La identificacion en este estudio, de fibras sensoriales que coexpresan TRPV1 y PiezoZ2,
sugiere que la transduccidn en los nociceptores polimodales corneales de fuerzas mecanicas
de baja intensidad, que evocan dolor ocular, estd mediada por la apertura de canales Piezo?2
presentes en sus terminaciones (Belmonte et al, 1991; Fernandez-Trillo et al., 2020;
Gonzalez-Gonzalez et al, 2017). En el presente estudio, también se identific6 una baja
proporcion (3.2%) de fibras nerviosas corneales que expresan exclusivamente Piezo2. Ese
tipo neuronal habia sido ya observado molecularmente en neuronas corneales del ganglio
trigémino (Bron et al, 2014) y funcionalmente, desde hace afios, mediante registros
electrofisiolégicos de las fibras nerviosas corneales mecanonociceptoras puras (Brock et al,,
1998; Gallar et al, 1993; Gonzalez-Gonzalez et al, 2017); y mas recientemente, en
terminaciones nerviosas aisladas que responden exclusivamente a estimulos mecanicos de

alta intensidad (Fernandez-Trillo et al.,, 2020; Gonzalez-Gonzalez et al., 2017).

Desde hace décadas se conoce que los canales de sodio Nav1.8 se expresan en los
axones somatosensoriales periféricos (Black et al., 2012; Black & Waxman, 2002; Carr et al.,
2002; Persson et al, 2010). El registro electrofisiolégico de terminaciones nerviosas
corneales individuales confirmé la presencia en su porcién terminal mas distal de canales
de sodio, asi como la decisiva contribucién de estos a la generacion de potenciales de acciéon
propagados en los axones nerviosos nociceptores (Brock et al., 1998). Mas recientemente,
el registro 6ptico in vivo de terminaciones corneales ha posibilitado estudiar la dinamica de
los iones Ca2+ en terminales nociceptoras en respuesta a la aplicacién de estimulos nocivos
(R. H. Goldstein et al., 2019). Esta técnica ha permitido confirmar que el lugar de iniciacién
de los potenciales de accién propagados, mediados por los canales Nav, se encuentra alejado
del extremo distal de la terminacién y depende de la disponibilidad funcional de estos

canales i6nico (R. H. Goldstein et al., 2019). Estudios previos demuestran que la cantidad de

159



canales Nav funcionalmente disponibles estd parcialmente determinada por sus
propiedades de inactivacion lenta, que dependen en gran medida del potencial de
membrana (Blair & Bean, 2003), de manera que pequefios cambios en el potencial de
membrana en reposo pueden hacer que los canales Nav no estén funcionalmente
disponibles (Leipold et al., 2013). En este sentido, se ha descrito que, en las terminaciones
sensoriales nociceptoras corneales, la deficiencia en la disponibilidad funcional de los
canales Nav implica que las terminaciones estén relativamente despolarizadas en
comparacion con los segmentos axonales mas centrales, implicando la inactivacién de los
canales de Nav en la punta de la terminacidn, trasladando la ubicacién del punto donde se
inicia la propagacién del impulso eléctrico, mediada por los canales Nav, a regiones mas
centrales del axdén principal (R. H. Goldstein et al., 2019). Por tanto, la identificaciéon
inmunohistoquimica de los canales Nav1.8 a lo largo de las terminaciones nerviosas
nociceptoras ha sido fundamental para sugerir que, aun expresandose en el extremo distal
de la terminacion, los canales Nav1.8 se encuentran en un estado inactivo (R. H. Goldstein

etal, 2019).

En el presente trabajo se identifica, también por primera vez, la presencia de los
receptores purinérgicos, P2X2 y P2X3, en las fibras corneales que expresan el canal i6nico
TRPMS8. Este resultado es consistente con un estudio previo en el que se muestra la
coexpresion de los receptores P2X3 y TRPM8 en una fracciéon de neuronas del GR
(Takashima et al., 2010). En las dltimas dos décadas, numerosos estudios han establecido la
implicacién de los receptores purinérgicos P2X2 y P2X3 en la nocicepcién e identificado,
mediante técnicas inmunohistoquimicas, la presencia de P2X3 en una subpoblaciéon de
neuronas nociceptoras no peptidérgicas tanto en los GR como en el GT (Burnstock, 2000; C.
C. Chen et al., 1995; Eriksson et al., 1998; Ramer et al,, 2001) y en sus proyecciones
periféricas (Bo et al, 1999; Burnstock, 2000; Vulchanova et al, 1998). La expresion
funcional de P2X3 en neuronas sensoriales primarias ha sido también confirmada en

estudios electrofisiolégicos que demuestran que el 40-96% de las neuronas del GR
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responden a su agonista ATP (Bouvier et al.,, 1991; Rae et al., 1998; Robertson et al., 1996).
Ma4s aun, existen evidencias de que P2X3 forma heterodimeros con P2X2, que también se
expresa a bajos niveles en los GR (Burnstock, 2000; Kobayashi et al.,, 2005; Vulchanova et
al, 1997). Por tanto, la localizacién de canales P2X3 y P2X2 en las fibras sensoriales
corneales que expresan el canal ionico TRPMS8, afiade nuevas evidencias de la expresion de

marcadores moleculares nociceptivos en los termorreceptores de frio corneales.

5.3. La eliminacion genética del canal i6nico TRPM8 provoca alteraciones

morfolégicas en las fibras corneales provenientes de las neuronas de frio.

Estudios funcionales han demostrado que la delecién genética del receptor TRPM8
en ratones reduce drasticamente su capacidad de detectar descensos en la temperatura
ambiental, asi como de responder a compuestos agonistas de TRPM8 como el mentol o la
icilina, conocidos por evocar sensaciones de frio. Por todo ello, el canal iénico TRPM8 ha
sido identificado como el principal transductor molecular de frio en las neuronas
termorreceptoras (Bautista et al., 2007; Colburn et al., 2007; Dhaka et al., 2007). Ademas,
en los termorreceptores de frio corneales, la actividad de TRPM8 juega un papel
fundamental para la regulacién de la lacrimacién y del parpadeo basal por las neuronas
oculares termosensibles al frio (Parra et al, 2010; Quallo et al., 2015). Sin embargo, se
desconocia si la delecion genética de TRPMS tenia algtin efecto sobre la morfologia de los
nervios corneales sensibles al frio. El presente trabajo indica que este es el caso en algunos
aspectos, ya que la densidad de las fibras subbasales de frio es superior en los ratones
Trpm8~/- mientras que el nimero de fibras subbasales por punto de penetracién es inferior,
en comparacion con los ratones control Trpm8BAC-EYFP. Ademas, en los ratones Trpmé8-/-,
solamente se observa una poblacién morfofuncional de fibras nerviosas fluorescentes, a
diferencia de las dos poblaciones observadas en el raton Trpm8BAC-EYFP. Cabe destacar que

las fibras observadas en el ratén Trpm8~/- presentan similitudes morfolégicas con las tipo II
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descritas en el ratén Trpm8BAC-EYFP, como son su aspecto liso y ausencia de varicosidades.
Ademas, el raton Trpm8/- muestra una drastica disminucién de la proporciéon de
terminaciones complejas y un aumento significativo de las simples en comparacién con el
raton control Trpm8BAC-EYFP. Estas evidencias apuntan a que la poblaciéon de fibras
termorreceptoras de frio candnicas HB-LT esta ausente en el raton Trpm8/- (Parra et al,,

2010).

Por otro lado, se ha descrito que algunos canales i6nicos TRP estan implicados en la
guia axonal y la quimiotaxis (Gomez, 2005; Ramsey et al., 2006; Talavera et al., 2008). Asi,
estudios en neuronas espinales y cerebelosas indican que los canales i6nicos TRPC se
localizan en los conos de crecimiento, donde su actividad es modulada por proteinas
implicadas en la guia axonal como la netrina-1 y el BDNF, lo que trae consigo una
despolarizacién de la membrana plasmatica y la elevacién del Ca2+intracelular, un requisito
necesario para la guia del cono de crecimiento (Y. Li et al.,, 2005; Talavera et al., 2008; G. X.
Wang & Poo, 2005). Otros estudios en los GR sugieren que el TRPV1, expresado en los conos
de crecimiento, desempefia un papel inhibitorio en la extensién y motilidad axonal, a través
de la regulacion de la dinamica de microtibulos. Asimismo, proponen que su activaciéon
evoca unarapida retraccion de los conos de crecimiento, desensamblaje de los microtubulos
y formacion de varicosidades, de manera parcialmente independiente de los niveles de Ca2+
intracelular (Goswami et al, 2006; Goswami & Hucho, 2007). Hasta el momento, los
mecanismos a través de los que los canales iénicos TRP regulan la guia axonal o quimiotaxis
no han sido dilucidados. Asimismo, no se conocen estudios que demuestren la implicaciéon
de otros canales i6énicos TRP, como podria ser el caso del canal i6énico TRPMS. Las
alteraciones morfolégicas observadas en la inervacién corneal por fibras nerviosas
termosensibles tras su neutralizaciéon funcional apuntarian a una posible implicacién del
TRPMS8 en el crecimiento y la motilidad axonal, aunque la confirmacién de esta especulaciéon

requiere realizar nuevos experimentos en el futuro.
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5.4. Las fibras sensoriales de frio del epitelio corneal experimentan una

continua remodelacion espontanea en el ratén adulto.

Este trabajo confirma la existencia de cambios morfolégicos espontaneos en las
terminaciones nerviosas corneales termosensibles de frio intactas, previamente observada
por Harris & Purves en 1989 (Harris & Purves, 1989) en fibras nerviosas corneales no
identificadas funcionalmente. También, por primera vez, se ha llevado a cabo la
cuantificacion morfodindmica del proceso de remodelacién espontanea de esas fibras
sensoriales de frio corneales y de sus terminaciones intraepiteliales. Su monitorizaciéon
diaria ha permitido cuantificar mediante un andlisis morfométrico dindmico en 3D, los
cambios morfolégicos espontaneos y significativos experimentados durante 12 dias, tanto
en fibras subbasales individuales de frio como en sus terminaciones nerviosas, localizadas
en el epitelio corneal del ratén adulto. Ademas, en el presente trabajo se confirma que los
troncos nerviosos situados por debajo del epitelio, es decir, en el estroma corneal, no
manifiestan cambios morfolégicos detectables durante el periodo de seguimiento, lo que
indica que poseen una alta estabilidad morfolégica, siendo este resultado consistente con lo
observado anteriormente por Harris & Purves respecto a la inervacién corneal del estroma
(Harris & Purves, 1989). La notable diferencia en la dindmica de remodelacién de la
inervacion corneal en funcién de su localizacion en los distintos estratos corneales podria
deberse a las diferencias que existen en la anatomia funcional y la dindmica de los procesos
de renovacion celular entre el epitelio y el estroma. El estroma corneal estd compuesto
principalmente por una matriz extracelular y una densa red de fibras de coldgeno que
alberga un escaso nimero de queratocitos en un estado metabodlico quiescente (Espana &
Birk, 2020; Hahnel et al., 2000), apareciendo, por tanto, como una estructura corneal
extremadamente estatica en condiciones fisiolégicas. De ser asi, cabe esperar que las fibras
nerviosas alli localizadas se mantengan en un estado quiescente, como hemos observado en
las fibras subepiteliales. En cambio, el epitelio corneal, compuesto por 4-6 capas de células,

es una estructura altamente dindmica y sus células estan continuamente renovandose,
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debido a que existe un permanente proceso de proliferacion, migraciéon y descamacién. Las
células basales se van dividiendo y diferenciando a medida que ascienden en las sucesivas
capas del epitelio hasta la superficie, donde finalmente se produce la descamacién de las
mas superficiales (Dawson et al,, 2011; Hanna et al,, 1961). Partiendo de la premisa de que
lainervacién en el epitelio corneal tiene que ir adaptandose a un entorno celular cambiante,
esto explicaria el alto nivel de reorganizacion estructural y espacial que presentan las fibras
subbasales y sus respectivas terminaciones nerviosas (Harris & Purves, 1989), en

comparacion con las fibras subepiteliales.

Ademas, es importante destacar que el epitelio y el estroma estan separados por
una lamina basal, que es una fina capa compuesta principalmente por fibrillas de colageno
tipo 1V, laminina, heparan sulfato y fibronectina (Dawson et al., 2011). Esto implicaria la
existencia de dos ambientes diferenciados en términos de la presencia de sustancias
enddgenas que podrian promover los cambios morfodindmicos observados en la fibra

nerviosa (Kowtharapu & Stachs, 2020).

La cuantificaciéon de la variabilidad diaria de los cambios morfodinamicos que
ocurren en las fibras subbasales y en sus terminaciones nerviosas, constituye un aspecto
novedoso de este trabajo. La mayor parte de las fibras localizadas en el epitelio corneal
experimentan cambios morfolégicos diarios que no determinan un crecimiento o
decrecimiento neto a lo largo del periodo de tiempo estudiado, en lo que respecta a su
longitud acumulada, volumen que ocupan en el epitelio o complejidad, estimada a partir del
cdlculo la dimensién fractal. Llama la atencién que la magnitud de los cambios
morfodinamicos diarios observados es mayor en las fibras localizadas en el centro en
comparacion con las de la periferia corneal, sugiriendo que las fibras centrales tienen un
mayor dinamismo. Existen evidencias experimentales que sugieren que la descamacion de
las células superficiales ocurre preferentemente en el centro de la c6rnea (Mathers & Lemp,
1992; Ren & Wilson, 1996) debido al movimiento centripeto constante de las células

epiteliales durante el proceso de renovacion celular (Thoft et al., 1983). Este movimiento
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podria explicar que los cambios morfodindmicos diarios en las fibras nerviosas del centro
de la cornea sean mas acusados. Contrariamente, la variabilidad diaria en la complejidad de
las fibras subbasales y sus terminaciones nerviosas en la cornea central o periférica, medida
a través de la dimension fractal, no muestra diferencias significativas. Por ello, se podria
especular con la posibilidad de que la dimensién fractal sea un pardmetro morfologico
altamente conservado en las terminales nerviosas individuales a lo largo del tiempo,
pudiendo indicar que existe una relacién entre la complejidad de la organizacidn fractal de
las ramas de las terminaciones nerviosas y su actividad. De hecho, se ha sugerido que la
actividad de las terminaciones nerviosas depende de su complejidad morfol6gica (Barkai et
al,, 2020). Mediante la aplicacién de modelos computacionales de terminaciones nerviosas,
se ha demostrado que lalongitud y la resistencia axial de la membrana de las ramificaciones
afectan a la respuesta de la terminacién cuando es activada, sugiriendo que la activacion
simultanea de las maultiples ramificaciones de una misma terminacién trae consigo la
sumacion de las respuestas de cada una de ellas (Barkai et al,, 2020). En un estudio que
relaciona la organizacién morfolégica de neuronas del hipocampo de la rata en patrones
fractales con aspectos funcionales se sugiere, basandose en un modelo computacional, que
la organizacién morfolégica en patrones fractales de las dendritas de estas neuronas

optimiza su red de conexiones (Smith et al., 2021).

En la literatura cientifica se clasifican las terminaciones nerviosas corneales como
simples, ramificadas y complejas y cada una de ellas, a su vez, segin su expresion
neuroquimica (Alamri et al., 2015, 2018; Ivanusic et al., 2013). Basandose en los datos
obtenidos, se ha sugerido que las terminaciones con morfologia compleja e
inmunorreactivas a TRPM8 son funcionalmente termorreceptoras de frio, mientras que las
terminaciones con morfologia ramificada o simple e inmunorreactivas a TRPV1
corresponden a axones nociceptores polimodales (Alamri et al., 2015, 2018; Ivanusic et al,,
2013). Sin embargo, en el presente trabajo se han encontrado distintos tipos morfoldgicos

de terminaciones nerviosas en una misma fibra subbasal TRPMS8, en consistencia con
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estudios previos (Alcalde et al.,, 2018). Ademas, los diferentes tipos morfoldgicos cambian a
lo largo del tiempo, lo que cuestiona que cada tipo morfoldgico de terminacidn nerviosa se

correlacione univocamente con un determinado tipo funcional de las mismas.

El dinamismo observado en las neuronas sensoriales primarias no parece ser tnico.
Existe evidencia de remodelacién morfoldgica en neuronas del sistema nervioso central,
restringida a subpoblaciones especificas de neuronas del bulbo olfatorio o del hipocampo,
y en ellas, la expresion en el cono de crecimiento de la proteina GAP43, implicada en la
extension y guia axonal embrionaria, se mantiene a lo largo de la vida adulta (De 1a Monte
et al, 1989). Igualmente se ha identificado la expresiéon de la proteina GAP43 en las
terminaciones nerviosas y axones intraepiteliales de la cérnea (R. E. Martin & Bazan, 1992;
Stepp et al., 2017). Todo ello sugiere la existencia de un proceso de extensién y retracciéon
activa, que caracteriza la remodelacién espontanea de las fibras de frio corneales descrita

en este trabajo.

5.5. La eliminacién genética del canal i6nico TRPM8 altera la remodelacion

espontanea de las fibras de frio en el epitelio corneal.

La monitorizacion diaria de las fibras sensoriales de frio corneales del ratén
Trpm8~/- muestra que, a diferencia de lo observado en el raton control Trpm8BAC-EYFP,
en el que las fibras centrales experimentan cambios morfodinamicos diarios de mayor
magnitud que las periféricas, en el ratén Trpm8~/-los cambios morfodindmicos en las fibras

del centro de la cérnea y las de la periferia corneal, no difieren significativamente.

Sin embargo, el dinamismo de los cambios morfolégicos espontaneos en las fibras
de frio corneales de los ratones Trpm8PAC-EYFP y los ratones Trpm8/- si es diferente,
observandose mayores cambios en la longitud acumulada de las terminaciones nerviosas
de la periferia de la cornea del raton Trpm8~/-, mientras que las fibras subbasales el centro

de la cornea muestran un menor dinamismo. Aunque en este estudio se carecen de datos
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mecanisticos para interpretar estas diferencias, en su conjunto podrian reflejar una
implicacién del canal i6nico TRPMS8 en los procesos de guia y motilidad axonal de manera
similar a como ocurre en otros miembros de la familia de los canales i6nicos TRP (Goswami
et al,, 2006; Goswami & Hucho, 2007; Y. Li et al., 2005; Talavera et al,, 2008; G. X. Wang &

Poo, 2005).

Parece importante destacar que el modelo experimental de estudio morfométrico
dinamico tridimensional implementado en este trabajo de tesis presenta una alta resoluciéon
espacial, dado que permite monitorizar las fibras corneales a nivel individual, con la
limitacién bien conocida de que una fibra subbasal corneal amielinica puede contener un
numero variable de axones unicos (Miiller et al, 2003). Aun asi, esta aproximacion
experimental ha permitido detectar alteraciones en la reorganizacién morfodinamica
espontdnea de fibras corneales individuales en los ratones modificados genéticamente,
como es el caso de lalinea Trpm&8-~-,1o que hace pensar que este modelo de estudio dinamico
de la morfologia de las fibras nerviosas puede ser una potente herramienta experimental
en la bisqueda de posibles alteraciones morfolégicas neurales no detectadas en distintas
condiciones patoldgicas. Ademas del interés en la generacién de conocimiento, la detecciéon
de esas alteraciones seria importante desde el punto de vista clinico y abriria nuevas
oportunidades de desarrollo de marcadores tempranos de diagnéstico, mas alla de los
usados actualmente para patologias como la enfermedad de ojo seco (Guerrero-Moreno et
al., 2020), la neuropatia diabética periférica (Hossain et al., 2005), el dolor neuropatico
corneal (Seyed-Razavi et al, 2014) u otras neuropatias periféricas (Petropoulos et al,
2020). En este sentido, cabe indicar que la dimension fractal se utiliza desde hace afios como
indicador en la descripcién de la complejidad de estructuras geométricas y en la
cuantificacion objetiva de sus cambios dinamicos (Di Ieva et al.,, 2014; Mandelbrot, 1982),
como se refleja en estudios de naturaleza tan diversa como los cambios morfodindmicos en
los sistemas costeros (Mandelbrot, 1967; Southgate et al., 2003), la evolucién de tumores

en base a su patrén fractal (Elkington et al., 2022; Lennon et al,, 2015) o el diagnéstico de
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neuropatias periféricas a través del estudio de la dimension fractal del plexo subbasal de la

cornea (Xin Chen et al., 2018; Petropoulos et al., 2020).

5.6. Tras la lesion quirdrgica, la regeneracion de la inervacion sensorial de

frio de la cérnea es parcial.

El presente trabajo confirma que la incisién quirdrgica de los nervios corneales en
el estroma provoca la completa degeneracién de su parte distal, acompafiada de una leve
disminucién de la densidad de inervacion localizada en el area externa a la lesién. En los
dias posteriores a la generacién del dafio, la inervacién de la zona no lesionada se recupera
totalmente. Sin embargo, a los 21 dias tras la lesion, la reinervacién del area lesionada es
parcial, recuperando Unicamente el 45% de la densidad de la inervacion inicial. En otro
estudio, se ha demostrado que tras la realizaciéon de una queratectomia fotorrefractiva en
la cérnea de ratén, la regeneracion nerviosa también es incompleta para otras modalidades
de fibras sensoriales corneales (Bech et al., 2018). Ademas, estudios electrofisiologicos de
las terminaciones nerviosas de frio corneales en regeneracién confirman la existencia de
alteraciones en la actividad eléctrica a temperatura basal y en la respuesta a la exposicién a

agonistas de TRPM8 (Bech et al,, 2018; Pifia et al., 2019).

5.7. La fotocoagulacion realizada con un laser de femtosegundo produce una

afectacion minima del tejido circundante a la lesion nerviosa.

Los modelos de lesién nerviosa corneal usados en los estudios de regeneracion
nerviosa periférica en mamiferos implican la realizacién de macrolesiones que producen la
seccion parcial o total de un elevado ndmero de fibras nerviosas (Bech et al, 2018;
Namavari et al., 2011; Pajoohesh-Ganji et al,, 2015; Pifia et al., 2019; Rozsa et al., 1983). Este
tipo de lesiones se acompafia de la activacién de células inflamatorias y la liberacién de

moléculas proinflamatorias que intervienen en la capacidad de regeneracién del tejido y de
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las fibras nerviosas lesionadas (Pajoohesh-Ganji et al., 2015). Por tanto, para evaluar in vivo
la capacidad de regeneracién intrinseca, propia de las fibras nerviosas presentes en la
cornea, resulta fundamental el desarrollo de modelos de lesién nerviosa periférica que se
acompafien del menor dafio posible al tejido circundante. En este sentido, se ha
desarrollado recientemente un modelo de axotomia de fibras estromales de la cornea
mediante el uso de un laser de femtosegundo (Song et al, 2019). Sin embargo, la
fotocoagulacién de los troncos nerviosos profundos en el estroma conduce a la denervacion
de grandes areas en el epitelio corneal debido a que estos troncos son los que dan lugar al
plexo subbasal. Si bien este tipo de microlesiéon permite estudiar la reinervacién in vivo del
conjunto de fibras subbasales en un area del epitelio corneal (Song et al., 2019), no permite
el seguimiento de los cambios morfodinamicos de fibras nerviosas individuales del epitelio
corneal tras su lesion. Los autores de este modelo de microlesion de fibras corneales
informan de que la lesién producida en el estroma es minimamente invasiva y no presenta
indicios de dafios macroscdpicos en la cérnea. Sin embargo, no ofrecen una cuantificaciéon
de la extension de los posibles dafios microscépicos infligidos al tejido estromal que
circunda a la lesion. En el presente trabajo, el uso de un laser de femtosegundo para
fotocoagular individualmente a fibras subbasales del epitelio corneal ha permitido la
monitorizaciéon y andlisis en 3D de los cambios morfométricos experimentados por fibras
subbasales aisladas y sus respectivas terminaciones nerviosas tras su lesién en el epitelio
corneal. Ademas, nos ha permitido determinar el tamafio de la lesién circundante mediante
la medicién del volumen de la marca fluorescente resultante de la fotocoagulacién, una
estrategia similar a la usada para ver la extensidn de las lesiones realizadas con el laser de
femtosegundo en axones de la corteza cerebral (Canty et al, 2013). Este volumen es
equivalente al que posee un macroéfago alveolar, lo que refleja el pequefio volumen que

presenta la marca fluorescente en el epitelio corneal.

El conjunto de estos datos muestra que la fotocoagulaciéon de una fibra subbasal

individual produce una lesién muy precisa en el area donde incide el rayo laser, no
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produciendo alteraciones morfolégicas en las fibras nerviosas de frio circundantes. De
hecho, inmediatamente después de realizar la fotocoagulacion de una fibra subbasal tnica,
no se observa cambio alguno en las fibras subbasales que comparten el mismo punto de
penetracién que la fibra axotomizada. Estos datos corroboran un estudio previo que
demuestra la precision espacial de la lesién con el laser de femtosegundo al fotocoagular de
manera individual espinas dendriticas corticales sin producir alteraciones en las espinas

adyacentes (Allegra Mascaro et al., 2010).

Las fibras subbasales se localizan entre la membrana basolateral y la apical de las
células basales y suprabasales del epitelio corneal. Tras la fotocoagulacién no se observan
espacios intercelulares que se pudieran corresponder con los dejados por alguna célula
epitelial destruida. No obstante, aplicando la tinciéon de Hoechst, un marcador fluorescente
ampliamente usado para visualizar el dafio en el ADN celular (Zhivotosky & Orrenius, 2001),
se pueden observar signos de lesién celular en un promedio de 23 células alrededor de la
marca de fluorescencia. Las fotocoagulaciones de las fibras subbasales se realizaron
siempre en una localizacién cercana al punto de penetracién, es decir, a pocos micrémetros
de la lamina basal, sin que se aprecien indicios de dafio tisular en la regién del estroma mas

cercana a la lesion.

El conjunto de estos datos confirma el logro de una lesion muy localizada y precisa
en la fibra subbasal, que produce una afectacién minima del tejido epitelial circundante, por
lo que cabria esperar una respuesta inflamatoria minima al dafio. De hecho, en un estudio
de fotocoagulaciéon de axones corticales individuales se ha demostrado que las células
inmunitarias se acumulan en el area lesionada 4-5 horas después de lesionar, disipandose
alos 3 dias, lo que indica que la respuesta inmune es rapida, localizada y transitoria (Canty

etal, 2013).

Hasta la fecha, el estudio in vivo de la regeneracion nerviosa periférica, mediante la

realizacién de lesiones precisas de fibras individuales y minimamente invasivas ha quedado
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mayoritariamente restringido al uso del pez cebra como modelo experimental (O’Brien et
al, 2009; Rosenberg et al,, 2012; Xiao et al., 2015). Este trabajo permite proponer este
modelo de lesién mediante fotocoagulacién de fibras corneales individuales y su posterior
monitorizacion analisis de los cambios morfodindmicos durante la regeneracién, como una
nueva herramienta experimental general para el estudio de los mecanismos intrinsecos de

degeneracion y regeneracion de los nervios sensoriales periférico en mamiferos.

5.8. Tras la axotomia por fotocoagulacion, las fibras subbasales de frio de la
cérnea experimentan una regeneracion parcial, mientras que sus terminaciones

nerviosas regeneran completamente.

Segin los modelos computacionales que proponen que la morfologia de las
terminaciones nerviosas influye en su funcionalidad (Barkai et al., 2020; R. H. Goldstein et
al,, 2019), cabria esperar que la regeneracién incompleta de las fibras nerviosas conllevase
una alteracion de su actividad funcional. Por ello, es necesario realizar una descripcién mas

detallada de los cambios estructurales que acontecen a la lesidn.

La monitorizacién de la porcién proximal de la fibra lesionada con el laser de
femtosegundo a lo largo del tiempo de estudio y el posterior andlisis de algunos de sus
parametros morfométricos, como longitud, volumen y complejidad del patrén fractal de sus
ramificaciones, muestra que, 15 dias después de la fotocoagulacion, la fibra lesionada ha
recuperado el 48% de la longitud acumulada y el 50 % del volumen de epitelio inervado por
el conjunto de la fibra subbasal y sus terminaciones nerviosas antes de ser axotomizada.
Esta recuperacion parcial es similar a la observada en el modelo de regeneracion tras una
lesién por incisién quirdrgica de las fibras de frio corneales. Por tanto, dado que la
regeneracion del conjunto de la fibra subbasal y sus terminaciones nerviosas es incompleta
tras realizar una lesién nerviosa minimamente invasiva, cabe especular que en el caso de la

regeneracion nerviosa inducida por macrolesiones, no es la prominente respuesta
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inflamatoria (Alio & Javaloy, 2013) el factor determinante de una reinervacién incompleta.
Una recuperacién incompleta similar del plexo subbasal, ha sido descrita tras
denervaciones parciales mediante lesién quirtrgica corneal del ratén adulto, no atribuible

a la inflamacién observada en la cérnea (Pajoohesh-Ganji et al., 2015).

El andlisis de la dindmica de regeneracién de la fibra subbasal axotomizada y de sus
correspondientes terminaciones nerviosas por separado, revel6 que, en contraste con la
dinamica de regeneracién de la fibra subbasal axotomizada, sus terminaciones nerviosas
recuperan la totalidad de la longitud acumulada inicial transcurridos solamente 7 dias
desde la axotomia, evidenciando que las dindmicas de regeneracidn de la fibra subbasal y la
de sus terminaciones nerviosas son diferentes, sugiriendo que dependen de procesos
celulares de regeneracidn al menos parcialmente distintos. Estudios previos en neuronas
sensoriales primarias han mostrado que, tras la axotomia periférica, se activa una cascada
de sefalizacidn retrograda a través de la que se pone en marcha en el soma la transcripcion
de los genes que modifican el patrén de crecimiento de los axones lesionados (N. Abe &
Cavalli, 2009; Rishal & Fainzilber, 2010; Rossi et al.,, 2007). Intervienen, ademas, sefiales
extrinsecas que actian directamente sobre los conos de crecimiento de los axones
lesionados y que son capaces de modular diferencialmente la sintesis local de las proteinas
que regulan independientemente la dindmica de ensamblaje y desensamblaje del
citoesqueleto (Jung et al.,, 2012). Dado que los conos de crecimiento se localizan en los
extremos de la fibra en regeneracion, se podria especular con la posibilidad de que la
sintesis local de proteinas fuese el mecanismo que determina la mayor capacidad de

regeneracion de las terminaciones nerviosas frente a la de los axones en el plexo subbasal.

La estimacion de la complejidad de la porciéon proximal del axén lesionado en
regeneracion, mediante la cuantificaciéon de la dimensién fractal, muestra que el valor inicial
de esta se recupera completamente y tan pronto como al tercer dia postlesion, a pesar de
que la recuperacion de la longitud y el volumen de la fibra en regeneracién es todavia muy

incipiente en ese momento temporal. Esta observacion indica que la dimensién fractal debe
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ser considerada un parametro morfolégico altamente conservado, no solamente durante la
remodelacién morfologica espontanea de las fibras corneales de frio, sino también durante

su regeneracion postlesion.

5.9. La delecidn genética de SARM1 conlleva un retraso en la degeneracion de
la porcion distal de fibras de frio corneales tras su axotomia mediante

fotocoagulacion.

La proteina SARM1 ha sido descrita como un mecanismo molecular intrinseco
esencial en la activacion del proceso de degeneracion Walleriana que sucede a la lesion
nerviosa periférica. De este modo, la lesién de un axén periférico activaria la proteina
prodegenerativa SARM1, promoviendo el proceso de degeneraciéon Walleriana en la porcion
distal del axén axotomizado (Gerdts et al, 2013, 2015; Osterloh et al, 2012). Asi,
experimentos realizados en preparaciones in vitro de neuronas del ganglio cervical
superior, en neuronas de los GR y en neuronas corticales muestran que, tras realizar una
axotomia de sus axones periféricos, en la porcion distal de las neuronas de ratones Sarm1--
empieza la degeneracidn a partir del tercer dia después de la axotomia, mientras que en
ratones con un genotipo silvestre ya ha degenerado por completo entre las 8-12 horas tras
lalesién (Osterloh etal., 2012). Por otro lado, en ratones con genotipo silvestre, tras lalesion
del nervio ciatico in vivo, se observa que la degeneracién de la porcién distal comienza 3
dias después de la lesidn; en cambio, en los ratones Sarm1~- esta degeneraciéon no comienza
hasta pasados 14 dias (Osterloh et al, 2012). Es importante destacar que en los
experimentos in vivo en ratones, el seguimiento y la visualizacién de los axones lesionados
durante el proceso de degeneracion se realiza en tejidos fijados a diferentes tiempos de
estudio. Hasta la fecha, el inico modelo experimental usado para estudiar la evolucién de la
degeneracion in vivo en axones periféricos lesionados ha sido el pez cebra (Asgharsharghi

et al, 2021; Di Stefano et al,, 2017; Tian et al.,, 2020; Tian & Lopez-Schier, 2020). En el
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presente trabajo se realiza, por primera vez en ratones adultos, la monitorizacion in vivo de
la degeneracién de la porcién distal de una fibra subbasal individual tras su lesién por
fotocoagulacién. Los resultados obtenidos muestran que en los ratones control
Trpm8BAC-EYFP/SARM+/+, 1a porcién distal de las fibras subbasales corneales degenera
completamente transcurridas 8 horas desde la fotocoagulacion. En cambio, en los ratones
Trpm8BAC-EYFP/SARM1-/-1a completa degeneracién de la porcion distal se observa entre 72
y 96 horas tras la lesion. Estos resultados son consistentes con otros estudios que muestran
que la inactivacion de SARM1 provoca un retraso en la degeneracion de la porcién distal del

axon lesionado (Gerdts et al., 2013, 2015; Osterloh et al., 2012).

5.10. La delecion genética de SARM1 no implica cambios en la dinamica
de regeneracion de la porcion distal de fibras de frio corneales tras su

axotomia mediante fotocoagulacion.

A pesar de que numerosos estudios demuestran una implicacién de SARM1 en la
activacion de la via de sefializacion celular del proceso de degeneracién Walleriana de los
axones periféricos tras su lesién (Essuman et al., 2017; Gerdts et al,, 2013, 2015; Osterloh
etal,, 2012), el posible papel de SARM1 en su regeneracion no ha sido explorado. Segtn la
bibliografia existente, no se ha llevado a cabo hasta ahora un estudio analizando la dinamica
de regeneracién de fibras nerviosas periféricas tras su lesién en modelos animales de pez
cebra o ratén en los que la proteina SARM1 haya sido genéticamente eliminada (Gonzalez
& Allende, 2021). Este trabajo es el primero en abordar posibles alteraciones en la dindmica
de regeneracion de fibras sensoriales periféricas de mamifero, tras la realizacion de
fotocoagulaciones individuales de fibras subbasales de frio corneales en ratones adultos.
Los resultados obtenidos indican que la dinamica de regeneracion de la porcién proximal
de la fibra axotomizada no se encuentra alterada en los ratones Trpm8BAC-EYFP/SARM1-/-

con respecto a los ratones control Trpm8BAC-EYFP. Apoyando estos resultados, cabe
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mencionar un estudio reciente (Tian et al., 2020), que muestra como en axones periféricos
axotomizados por fotocoagulacién en un mutante de pez cebra Sarm1--,la eliminacién de la
porcidn distal de los axones lesionados no es esencial para la regeneracion de la porcion

proximal y la reinervacién de los érganos sensoriales.

La linea de ratones mutantes Wids (del inglés, slow Wallerian degeneration), que
codifica la proteina quimérica W1ds responsable del retraso en la fragmentacién axonal de
la porcién distal del ax6n lesionado (Coleman & Hoke, 2020; Lunn et al,, 1989), se ha
empleado en algun estudio previo para evaluar el proceso de regeneracién. Sin embargo,
existen discrepancias en los resultados observados. Por un lado, la regeneracién del nervio
ciatico tras ser lesionado en el raton Wids es similar a la observada en el ratén de genotipo
silvestre, a pesar de que persiste la porcidn distal axotomizada (Lunn et al., 1989). Otros
estudios, sin embargo, sefialan que tras la lesién de los nervios ciatico (Bisby & Chen, 1990),
safeno, frénico (Brown et al., 1994) o tibial (Benavides & Alvarez, 1998), 1a porcién proximal
no regenera mientras esté presente el segmento distal axotomizado intacto. Esta aparente
contradiccién con los datos obtenidos en el presente trabajo podria deberse al uso de
diferentes modelos animales de degeneracién Walleriana, asi como de distintos modelos de
lesién. Sin embargo, y en coincidencia con nuestros resultados, se ha publicado
recientemente un trabajo que muestra en una linea de pez cebra Wids, que los axones
periféricos del GT regeneran evitando aquellas zonas donde los fragmentos de axones de la
porcién distal axotomizada no han sido eliminados del medio, lo que sugiere que esos
fragmentos repelen a los axones que estan regenerando (S. M. Martin et al., 2010). En el caso
de los nervios corneales, el gran dinamismo de las células epiteliales de la cérnea podria
ofrecer un ambiente permisivo para que la porcién proximal en regeneraciéon disponga de
alternativas de crecimiento distintas a los espacios previamente ocupados por la porciéon
distal en degeneracion. Esto ofreceria un escenario muy diferente al de otros nervios

sensoriales, como el ciatico o el safeno, donde los axones proximales en regeneracién no
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tendrian una alternativa de crecimiento, debido al espacio ocupado por los axones distales

en degeneracion.

Se puede concluir que, en conjunto, los resultados de esta ultima parte de la
presente tesis doctoral avalan el uso del modelo de lesién por fotocoagulacion de fibras
subbasales individuales en la cérnea y la posterior monitorizacién y analisis morfométrico
dinamico en 3D, como herramienta experimental adecuada y prometedora para el estudio
in vivo de los mecanismos moleculares intrinsecos de degeneracion y regeneracion nerviosa

periférica en ratones adultos.
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6. Conclusiones




1. Existen dos poblaciones diferenciadas de neuronas trigeminales que expresan
el canal i6nico TRPMS, tanto en el soma como en las prolongaciones nerviosas que inervan
la cérnea del raton Trpm8BAC-EYFP. Estas se distinguen por su nivel de expresién de TRPMS,
presencia o no de varicosidades y nimero de ramificaciones de sus terminaciones

nerviosas.

2. Las neuronas con baja expresion de TRPM8 expresan en su soma marcadores
moleculares (periferina, NF200, TrkA y CGRP) propios de neuronas nociceptoras

peptidérgicas.

3. Los canales i6nicos Piezo2 y Nav1l.8 se expresan en los axones y las

terminaciones nerviosas nociceptoras (TRPV1+) de la c6rnea del ratén adulto.

4. Los receptores purinérgicos P2X2 y P2X3 se expresan en una fraccién de las
terminaciones nerviosas TRPM8+ de la cornea del ratén adulto, confirmando la presencia
de marcadores moleculares caracteristicos de los nociceptores en la poblaciéon de las

neuronas corneales sensibles al frio.

5. Las fibras nerviosas corneales que expresan TRPM8 experimentan cambios
morfolégicos espontdneos de manera continua, que se traducen en modificaciones de su
longitud, del volumen y dimensidn fractal de la fibra y de sus terminaciones nerviosas. Estos
cambios morfodindmicos son mayores en las fibras nerviosas del centro de la c6rnea que

en las de la periferia.

6. La delecion genética del canal iénico TRPMS8 altera tanto la morfologia de las
fibras sensoriales de frio como su dinamica de remodelacién espontanea en la cérnea del

raton adulto.

7. Enelraton adulto, la incisidn quirdrgica de la cérnea produce una denervacion
completa y rapida del area lesionada, seguida de una recuperaciéon incompleta de la
densidad y longitud de los nervios subbasales y de sus terminaciones nerviosas sensibles al

frio en las semanas posteriores a la lesion.
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8. La axotomia selectiva de una fibra subbasal TRPM8+, mediante el laser de
femtosegundo, no afecta a las fibras nerviosas TRPM8+* cercanas y genera escaso dafio en el
tejido circundante, constituyendo un novedoso modelo de lesién para el estudio in vivo de

los mecanismos de degeneracién y regeneracion de los axones periféricos en mamiferos.

9. Tras la axotomia selectiva de una fibra subbasal de frio corneal, se produce una
rapida degeneracion de la porcion distal a la lesién seguida de una rapida regeneracion de
la porcién proximal, que permite la completa recuperacién de su dimension fractal original,
asf como de la longitud acumulada de sus terminaciones nerviosas, en la primera semana
postlesién. Sin embargo, no se recupera totalmente la longitud acumulada de la fibra

subbasal ni el volumen que esta ocupa en el epitelio.

10. La abolicién genética de la proteina SARM1 retrasa la degeneracion de la
porcién distal de la fibra subbasal de frio axotomizada sin afectar la dinamica de
regeneracion de la porcién proximal. Esta observacion avala el papel de la proteina SARM1
como un mecanismo molecular especifico de la degeneracion Walleriana, pero no asi de la

regeneracion de los axones periféricos de mamiferos tras su lesion
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Conclusions

1. Two populations of trigeminal neurons expressing TRPM8 channels in the cell
body and corneal nerve projections have been detected in Trpm8BAC-EYFP mice. They are
distinguished by their TRPM8 expression level, presence of varicosities and number of

branches of their nerve terminals.

2. The soma of neurons with low TRPM8-associated fluorescence also express
molecular markers (periferin, NF200, TrkA y CGRP) characteristics of peptidergic

nociceptive neurons.

3. Piezo 2 and Navl.8 ion channels are expressed in TRPV1-expressing

nociceptive axons and nerve terminals in the mouse cornea.

4. P2X2 and P2X3 purinergic receptors are expressed by a fraction of TRPM8+
nerve terminals of the cornea of the adult mouse. This confirms the presence of typical

molecular markers of the nociceptors in the population of corneal cold neurons.

5. Corneal nerve fibers expressing TRPM8 channels experience continuous and
spontaneous morphological changes which are evidenced by modifications of their length,
volume and fractal dimension. These changes are more pronounced in nerve fibers located

in the center of the cornea than in the periphery.

6. Genetic deletion of TRPM8 channels impairs the morphology of cold sensory

nerves and their dynamic spontaneous remodeling in the cornea of the adult mouse.

7. Surgical transection of the cornea in the adult mouse produces a rapid and
complete denervation of the injured area, followed by the incomplete recovery of the
density and length of the cold-sensitive subbasal nerves and terminals in the weeks after

injury.
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8. Femtosecond laser-induced axotomy of a single TRPM8+ subbasal nerve does
not affect the nearby TRPM8+ nerve fibers and generates a modest damage in the
surrounding tissue. This provides a novel in vivo injury model to study the intrinsic

mechanisms of degeneration and regeneration of the peripheral axons in mammals.

9. After selective axotomy of a single corneal subbasal cold fiber, a rapid
degeneration of the distal stump occurs, followed by a rapid regeneration of the proximal
stump. This enables the complete recovery of its initial fractal dimension and the
accumulated length of its nerve endings one week after injury. Nonetheless, the length of

the subbasal fiber and the volume occupied at the epithelium are not fully recovered.

10. Genetic deletion of SARM1 protein delays the degeneration of the distal stump
but does not affect the dynamic of regeneration of the proximal stump of axotomized
subbasal cold fibers. This observation supports the role of SARM1 as a specific molecular
mechanism for Wallerian degeneration, without affecting peripheral axon regeneration

after injury in mammals
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Abstract

Morphological and functional alterations of peripheral somatosensory neurons during the aging
process lead to a decline of somatosensory perception. Here, we analyze the changes occurring
with aging in trigeminal ganglion (TG), TRPM8-expressing cold thermoreceptor neurons innervating
the mouse cornea, which participate in the regulation of basal tearing and blinking and have been
implicated in the pathogenesis of dry eye disease (DED). TG cell bodies and axonal branches were
examined in a mouse line (TRPM8BAC-EYFP) expressing a fluorescent reporter. In 3 months old
animals, about 50% of TG cold thermoreceptor neurons were intensely fluorescent, likely providing
strongly fluorescent axons and complex corneal nerve terminals with ongoing activity at 34°C and
low-threshold, robust responses to cooling. The remaining TRPM8* corneal axons were weakly
fluorescent with nonbeaded axons, sparsely ramified nerve terminals, and exhibited a low-firing
rate at 34°C, responding moderately to cooling pulses as do weakly fluorescent TG neurons. In
aged (24 months) mice, the number of weakly fluorescent TG neurons was strikingly high while
the morphology of TRPM8™ corneal axons changed drastically; 89% were weakly fluorescent,
unbranched, and often ending in the basal epithelium. Functionally, 72.5% of aged cold terminals
responded as those of young animals, but 27.5% exhibited very low-background activity and
abnormal responsiveness to cooling pulses. These morpho-functional changes develop in parallel
with an enhancement of tear’s basal flow and osmolarity, suggesting that the aberrant sensory
inflow to the brain from impaired peripheral cold thermoreceptors contributes to age-induced
abnormal tearing and to the high incidence of DED in elderly people.

KEYWORDS

aging, cold thermoreceptors, dry eye, pain, tearing, trigeminal ganglion, RRID: AB_221569, RRID:
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1 | INTRODUCTION
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by a superficial lipid layer (Stern et al., 2004). Aqueous tear fluid is con-
tinuously produced by the lacrimal glands at a mean basal rate of ~2

1in humans (basal tearing) (Furukawa & Polse, 1978). Basal,

pL-min~
continuous tear production is tonically modulated by peripheral sen-
sory input from the eye surface (Lamberts et al., 1979; Robbins et al.,
2012). Recent evidence suggests a prominent role for ocular cold ther-
moreceptors in the regulation of basal tear production. When activity
of cold thermoreceptors is silenced in mice by genetic deletion of
TRPMBS, the ion channel conferring them cold sensitivity (McKemy
et al., 2002; Peier et al., 2002), basal tear flow is markedly reduced
(Parra et al., 2010). Likewise, warming the ocular surface in humans,
which decreases cold thermoreceptor sensory input, reduces basal
tearing while cooling increases tear secretion (Acosta et al., 2004; Parra
et al., 2010). The majority of cold thermoreceptors innervating the ocu-
lar surface display a continuous ongoing firing at normal eye surface
temperatures of 33-34°C, that is augmented or reduced by cooling or
heating, respectively (Brock et al., 2001; Gallar et al., 1993; Gonzélez-
Gonzalez et al., 2017). Together, these observations support the
hypothesis that sensory inflow from cold thermoreceptors, which is
increased by evaporation-induced cooling, modulates tear flow, and
possibly also contributes to conscious dryness sensations of the eye
surface (Belmonte & Gallar, 2011; Belmonte et al., 2015, 2017;
Gonzalez-Gonzalez et al., 2017; Hirata & Oshinsky, 2012; Kovacs et al.,
2016).

Dry eye disease (DED) is a multifactorial disease defined by an
inability to produce a tear film of volume and/or quality adequate to
allow proper lubrication and protection of the corneal surface. It is
accompanied by discomfort or pain, increased tear osmolarity, dis-
turbed visual acuity, inflammation, and an elevated susceptibility to
infection. DED is the most common ocular disease, affecting >5% of
the world’s population (Craig et al., 2017). Noteworthy, DED incidence
increases sharply with age, reaching prevalence values of 25-30% in
individuals over sixty (Craig et al., 2017).

At the eye surface, aging causes a variety of morphological and
functional changes (Gipson, 2013), including a reduced mechanical
sensitivity and a decrease in the number of subbasal axons and
nerve terminals in the corneal epithelium (Acosta et al., 2006;
Dvorscak & Marfurt, 2008). Accordingly, a relationship between
age-dependent reduction of eye innervation and disturbed tear
production has been repeatedly suggested (Acosta et al., 2006; Bel-
monte et al., 2015; Hirata & Meng, 2010; Hirata & Oshinsky, 2012;
Meng & Kurose, 2013). Aging affects the structure and perform-
ance of peripheral sensory nerves in all tissues (Bergman & Ulfhake,
1998; Wang & Albers, 2009). Corneal nerves represent an ideal
experimental model to study the aging process in sensory nerves
due to their accessibility, ordered distribution, and well-established
function. Furthermore, the noted dependence of basal tearing rate
on cold thermoreceptor input in mice (Parra et al., 2010) opens the
possibility that age-induced disturbances in this subpopulation of
sensory fibers are linked to the sensory and tearing alterations
observed in patients with DED.

In the present work, we used transgenic TRPMB8BAC-EYFP mice
(Morenilla-Palao et al., 2014; Parra et al., 2010) in which TRPM8-
expressing cold thermoreceptor neurons are intrinsically fluorescent, to

investigate the effects of aging on the morphology and function of the
cell bodies and sensory nerve terminals of this population of somato-
sensory neurons. We also determined whether the changes detected
for cold thermoreceptor neurons are related with the changes in basal

tearing flow that occur with aging.

2 | METHODS

2.1 | Experimental animals

Experiments were conducted in accordance with the ARVO Statement
for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research, the Euro-
pean Union Directive (2010/63/EU) and the Spanish regulations on the
protection of animals used for research (RD 53/2013), and followed a
protocol approved and supervised by the Ethics Committee of the Uni-
versities of Oviedo and Miguel Hernandez.

A total of 60 TRPM8®“-EYFP and 105 C57BL/6 mice of 3
months (3M) and 24 months (24M) of both sexes were used. Animals
were housed conventionally in temperature- and humidity-controlled

facilities with food and water available ad libitum.

2.2 | Immunohistochemistry

TRPMB8BAC-EYFP mice were anesthetized with a mixture of ketamine
(80 mg/kg; Imalgéne 500®, Merial; Toulouse, France) and xylazine
(5 mg/kg; Rompun®, Bayer, Munich, Germany) and euthanized with an
overdose of intraperitoneal sodium pentobarbital (Dolethal®, Vetoqui-
nol, Lure, France). Eyes and trigeminal ganglia (TG) were carefully

removed and processed, as detailed below.

2.2.1 | Whole-mounted corneas

ABC-peroxidase method

Eyeballs were fixed for 1 hr at room temperature (RT) in 4% parafor-
maldehyde and 0.2% picric acid in 0.1 M phosphate buffer saline (PBS,
pH 7.4). Corneas were dissected and washed in PBS. To increase their
permeability, corneas were incubated overnight at 37°C in 0.01% hya-
luronidase type IV-S (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and 0.1% ethylene-
diaminetetraacetic acid (EDTA; Sigma-Aldrich) (Marfurt et al., 2010) in
0.1 M acetate buffer (pH 6.0). Afterward, the corneas were rinsed in
PBS containing 0.1% Triton X-100 (PBS-TX) and incubated for 2 hr in
blocking solution containing 1% bovine serum albumin (BSA; Vector
Laboratories, Burlingame, CA) and 10% normal goat serum (Vector Lab-
oratories) in PBS-TX at RT. Corneas were then incubated overnight at
4°C with a rabbit polyclonal antibody against GFP (1:500; Molecular
Probes, Eugene, OR). After rinsing with PBS-TX, corneas were incu-
bated for 2 hr at RT with a goat anti-rabbit IgG biotinylated secondary
antibody (1:200; Vector Laboratories). After again rinsing with PBS-TX,
the corneas were incubated for 2 hr at RT in avidin-biotin-horseradish
peroxidase complex (ABC reagent; Vector Laboratories). Corneas were
washed with PBS-TX and incubated for 2 min at RT in 0.1% diamino-
benzidine (Sigma-Aldrich) and 0.03% H,O,. After rinsing with PBS, the
corneas were dehydrated in graded ethanol, cleared with xylol and
mounted on slides with Entellan mounting medium (Merck Millipore,
Darmstadt, Germany).



ALCALDE ET AL.

Immunofluorescence

Corneas were fixed for 2 hr at RT in methanol and DMSO (4:1), rehy-
drated, and washed in PBS. They were incubated for 1 hr in blocking
solution containing 1% BSA (Vector Laboratories) and 10% normal goat
serum (Vector Laboratories) in PBS-TX at RT. After rinsing with PBS-
TX, corneas were incubated for 48 hr at 4°C with the primary antibod-
ies diluted in PBS-TX. Rabbit anti-neuronal class Ill B-tubulin (1:500;
Covance Research Products, Berkeley, CA) and chicken anti-GFP
(1:500; Abcam, Cambridge, MA) were used. After rinsing with PBS-TX,
corneas were incubated for 2 hr at RT with Alexa Fluor 594 goat anti-
rabbit 1gG and Alexa Fluor 488 goat anti-chicken IgG, respectively
(1:500; Molecular Probes) in PBS, followed by incubation for 10 min at
RT with 4/, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 2 pg/mL; Molecular
Probes).

2.2.2 | Trigeminal ganglia

Deeply anesthetized mice, in which eyeballs were removed to use their
corneas for whole mount immunostaining as described above, were
perfused immediately afterward with physiological saline through the
ascending aorta, followed by 15 min perfusion with 4% paraformalde-
hyde and 0.2% picric acid in PBS. TG were then removed and postfixed
for 1 hr at RT in the same fixative, cryoprotected overnight at 4°C in
30% sucrose in PBS, embedded in OCT medium (Sakura Finetek, Tor-
rance, CA) and rapidly frozen in liquid nitrogen. Blocks were stored at
—80°C until used. TG were cut on a cryostat microtome in serial 7-um
thick sections and mounted on Superfrost Plus slides. Tissue sections
were washed in PBS containing 0.03% Triton X-100 for 10 min and
blocked for 1 hr in PBS containing 10% goat serum or donkey serum
(depending on secondary antibodies used) at RT and incubated over-
night at 4°C with primary antibodies diluted in blocking solution. The
following rabbit polyclonal antibodies were used: anti-NF200 (1:1000,
Sigma-Aldrich), anti-Peripherin (1:500, Millipore) and anti-TrkA (1:500,
Millipore). In addition, goat polyclonal anti-CGRP (1:500, Abcam) was
used. Sections were then washed with PBS and incubated for 2 hr at
RT with goat anti-rabbit 1gG or donkey anti-goat IgG secondary anti-
bodies conjugated to Alexa Fluor 594 (1:500, Molecular Probes) in
PBS. To detect IB4 staining, sections were incubated overnight with
Griffonia Simplicifolia isolectin, (GS-IB; Alexa Fluor 594 conjugate,
1:500; Molecular Probes) in PBS at 4°C. Thereafter, sections were
washed in PBS and incubated with DAPI for 10 min at RT. Finally,
slides were coverslipped with fluorescence mounting medium (Dako,
Glostrup, Denmark).

2.2.3 | Antibody characterization

Details of antibodies and dilutions are provided in Table 1. The anti-
GFP (Molecular Probes, A11122, RRID: AB_221569) is a polyclonal
antibody raised in rabbit against GFP isolated directly from the jellyfish
Aequorea Victoria and is an 1gG fraction purified by ion-exchange chro-
matography. The anti-GFP (Abcam, ab13970, RRID: AB_300798) is a
polyclonal antibody raised in chicken using as munogen a recombinant
full-length protein corresponding to GFP from A. victoria (UniProt num-
ber P42212). The anti-tubulin B Il (Covance, PRB-435P, RRID:
AB_291637) is a polyclonal rabbit IgG (clone Poly 18020) generated
against the same epitope as recognized by TUJ1 using microtubules

e [AVAVA LEYM
THE JOURNAL OF COMPARATIVE NEUROLOGY
derived from rat brain as immunogen. The epitope is located within the
last 15 C-terminal residues. It was subsequently purified on a peptide
affinity column. This antibody is well characterized and highly reactive
to neuron specific class Il B-tubulin (Blll) but does not identify
B-tubulin found in glial cells. Anti-NF200 (Sigma-Aldrich, N4142, RRID:
AB 477272) is a polyclonal antibody produced in rabbit using as immu-
nogen purified neurofilament 200 from bovine spinal cord. Whole anti-
serum is purified to provide an I1gG fraction of antiserum. Anti-
peripherin (Millipore, AB1530, RRID: AB_90725) is a polyclonal anti-
body produced in rabbit as purified serum using as immunogen electro-
phoretically pure trp-E-peripherin fusion protein, containing all but the
4 N terminal amino acids of rat peripherin. The antibody recognizes
Peripherin (UniProt number P41219) and stains a ~57 kDa band
cleanly and specifically and does not stain vimentin, GFAP, alpha-
internexin or any of the neurofilament subunits. Strong staining on rat,
mouse, human, pig, and cow peripherin. Does not stain chicken, quail,
or other more distantly related species which appear to lack peripherin.
The anti-TrkA (Millipore, 06-574, RRID: AB_310180) is a purified poly-
clonal antibody (IGg) raised in rabbit immunized with bacterially
expressed purified protein corresponding to the entire extracellular
domain of rat TrkA receptor. Recognizes TrkA, Mr 140 kDa (UniProt
number P04629). Does not cross-react with TrkB or TrkC. The anti-
CGRP (Abcam, ab36001, RRID: AB_725807) is a polyclonal antibody
produced in goat immunized with a synthetic peptide corresponding to
rat CGRP (C terminal, VKDNFVPTNVGSEAF). The antibody reacts with
whole molecule (1-37) and 23-37 fragment (C terminal).

The secondary antibody used for immunoperoxidase technique
(Vector Laboratories, BA-1000, RRID: AB_2313606) is an affinity puri-
fied (chromatography), polyclonal biotynilated anti-rabbit IgG, made in
goat following proprietary immunization schedules from the manufac-
turer. The antibody recognizes both heavy and light chains of rabbit
1gG. The incubation solution contained secondary antibody to a 1:200
dilution. The following polyclonal secondary antibodies were all pur-
chased from Molecular Probes and were used to a final dilution of
1:500. AF594-anti-rabbit (A11037, RRID: AB_2534095) is a secondary
antibody raised in goat against heavy and light chains of rabbit Gamma
immunoglobulins 1gG and conjugated with the Alexa Fluor® 594
fluorescent dye (6 fluorophore molecules per 1gG molecule with ideal
excitation at 594 nm). AF488-anti-rabbit I1gG (A11034, RRID:
AB_2576217) is a secondary antibody raised in goat against heavy and
light chains of chicken Gamma immunoglobulins 1gG and conjugated
with the Alexa Fluor® 488 fluorescent dye (6 fluorophore molecules
per 1gG molecule with ideal excitation at 488 nm). According to manu-
facturer's description, to minimize the cross-reactivity of goat anti-
rabbit IgGs whole antibodies have been cross-adsorbed against bovine,
goat, mouse, rat and human IgG. AF488-anti-Chicken IgY (A11039,
RRID: AB_142924) is a secondary antibody raised in goat against heavy
and light chains of chicken Gamma immunoglobulins IgY and conju-
gated with the Alexa Fluor® 488 fluorescent dye (7 fluorophore mole-
cules per IgY molecule with ideal excitation at 488 nm). This goat anti-
chicken IgY whole antibody has been purified by cross-adsorption
through a column matrix containing immobilized serum proteins from

potentially cross-reactive species.
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TABLE 1 Antibodies and lectins used in this study

Name Immunogen

Primary antibodies

Anti-GFP The GFP was isolated directly from
the jellyfish A. victoria

Anti-GFP Recombinant full-length protein cor-
responding to GFP from A. victoria

Anti-tubulin g Ill Neuronal class Il beta tubulin

Anti-NF200 Neurofilament 200 from bovine spinal

cord
Anti-peripherin Trp-E-peripherin fusion protein con-
taining all but the 4 N-terminal
amino acids of rat peripherin

Anti-TrkA Purified protein corresponding to the
entire extracellular domain of rat
TrkA receptor

Anti-CGRP Synthetic peptide corresponding to rat

CGRP (C-terminal)
Secondary antibodies

Biotinylated anti-rabbit 1gG Gamma immunoglobulins heavy and

light chains; IgG

AF594-anti-rabbit Gamma Immunoglobulins heavy and

light chains; 1gG

AF488-anti-rabbit Gamma immunoglobulins heavy and

light chains; IgG

AF488-anti-chicken Gamma immunoglobulins heavy and

light chains; IgY

AF594-anti-goat Gamma immunoglobulins heavy and

light chains; IgG
Lectin stain

GS-1B4 The GS-IB4 was isolated from the

seeds of the G. simplicifolia

AF594-anti-goat (A11058, RRID: AB_142540) is a secondary anti-
body raised in donkey against heavy and light chains of goat gamma
immunoglobulins 1gG and conjugated with the Alexa Fluor® 594 fluo-
rescent dye (4 fluorophore molecules per IgG molecule with ideal exci-
tation at 594 nm).

Additionally, isolectin GS-IB; (Molecular Probes, 121413, RRID:
AB_2313921) was isolated from the seeds of the G. simplicifolia legume
conjugated with the Alexa Fluor® 594 fluorescent dye (6 fluorophore
molecules per 1gG molecule with ideal excitation at 594 nm). Subunit A
binds preferentially to N-acetyl-D-galactosamine end groups while the
B subunit is selective for terminal a-D-galactosyl residues. It was used
at a final concentration of 1:500.

The antibody specificity was assured by performing a battery of
control experiments consisting in: (a) incubation of the sections without
secondary antibodies to check for unspecific background or autofluor-
escence from the tissue; (b) elimination of the primary antibodies to
check for unspecific cross-reactivity of the antibodies with other

immunoglobins in the tissue; (c) incubation with the peroxidase reveal

Manufacturer; catalog number; RRID; host

species; mono/polyclonal Dilution

Molecular Probes; A11122; AB_221569; rabbit; 1:500
polyclonal

Abcam; ab13970; AB_300798; chicken; 1:500
polyclonal

Covance Research Products; PRB-435P; 1:500
AB_291637; rabbit; polyclonal

Sigma Aldrich; N4142; AB_477272; rabbit; 1:1000
polyclonal

Millipore; AB1530; AB_90725; rabbit; 1:500
polyclonal

Millipore; 06-574; AB_310180; rabbit; 1:500
polyclonal

Abcam; ab36001; AB_725807; goat; polyclonal 1:500

Vector Laboratories; BA-1000; AB_2313606; 1:200
goat; polyclonal

Molecular Probes; A11037; AB_2534095; goat; 1:500
polyclonal

Molecular Probes; A11034; AB_2576217; goat; 1:500
polyclonal

Molecular probes; A11039; AB_142924; goat; 1:500
polyclonal

Molecular Probes; A11058; AB_142540; 1:500
donkey; polyclonal

Molecular Probes; 121413: AB_2313921 1:500

system (ABC) only to assure the specificity of the DAB deposits; (d)
immunostaining of positive control tissue sections (brain sections from
C57BL/6n young mice and dorsal root ganglion sections from TRPM8-
EYFP mice).

2.2.4 | Image acquisition

Bright field and fluorescence images were collected using a Leica DM
6000B microscope, equipped with a Leica CTR 6000 fluorescence filter
set and a Leica DFC310 FX camera (Leica Microsystems, Germany) and
with a Laser Scanning Spectral Confocal Microscope Olympus Fluoview
FV1200 (Olympus Corp, Tokyo, Japan).

2.3 | Electrophysiological recording of cultured TG
neurons

Primary cultures of TG obtained from TRPMB8BAC-EYFP mice (3M or
24M) were prepared following the procedure described elsewhere

(Madrid et al., 2009). In brief, TG dissociated cells were plated on poly-
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L-lysine-coated glass coverslips and cultured in Eagle’s minimal essen-
tial medium (MEM) with Earle’s BSS and L-glutamine plus 10% heat-
inactivated fetal bovine serum, 1% vitamin solution and 100 pg/mL
penicillin/streptomycin (all from Invitrogen). Cells were used after 12-
36 hrin culture.

Coverslips were transferred to a 0.15 mL recording chamber
(Warner Instrument Corporation, Hamden, CT) on the stage of an
inverted microscope (Nikon Diaphot-TMD, Nikon Instruments, Tokyo,
Japan) and superfused (1.5-3 mL-min~%) at basal temperature (32-
34°C, maintained with a computer-controlled Peltier device, Embit,
Modena, ltaly) with physiological solution. Before each recording, light-
transmitted and fluorescent images of each neuron were taken (filter
cube for GFP: 41017_Nikon; Watec camera), and the fluorescence
intensity of each recorded neuron was expressed as percent of the
maximum value of fluorescence measured in the whole population, in
non-saturating conditions. Cell membrane potentials were recorded
using the perforated patch clamp technique. Pipettes of borosilicate
glass (Harvard Apparatus, UK, 2-4 MQ) were filled with a solution con-
taining (in mM): 105 K gluconate, 50 KCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 10 HEPES,
and 0.2 mg/mL nystatin (pH 7.3 adjusted with NaOH; final Na™ con-
centration ~ 10 mM). Electrophysiological signals were recorded with
an Axopatch 200B patch-clamp amplifier (Molecular Devices, CA).
Stimulus delivery, data acquisition and analysis were performed using
pClamp 9.2 software (Molecular Devices). Cooling ramps to 20-22°C
(50 s duration) and extracellular L-menthol (100 uM) were used to

study the functional characteristics of TRPM8™ neurons.

2.4 | Extracellular recording of corneal nerve terminals

C57BL/6 mice aged 3M or 24M were killed by cervical dislocation and
their corneas used for electrophysiological recordings of cold nerve
terminals.

Extracellular recordings of single corneal nerve terminals in vitro
were performed as described in previous studies (Gonzalez-Gonzalez
et al., 2017; Parra et al., 2010). The eye ball and the attached optic
nerve were dissected and fixed with a suction tube to the bottom of a
recording chamber and were continuously perfused with a solution
(~310 mOsm-L™Y) of the following composition (in mM): 128 NaCl, 5
KCI, 1 NaH,PO4, 26 NaHCO3, 2.4 CaCl,, 1.3 MgCl,, and 10 d-glucose.
The solution was bubbled with carbogen gas (5% CO, and 95% O,)
and maintained at the desired temperature with a Peltier device. A bor-
osilicate glass microelectrode (tip diameter ~50 um) with an Ag/AgCl
wire inside and filled with the extracellular solution was placed in con-
tact with the cornea surface using a micromanipulator. Gentle suction
was then applied to record nerve terminal impulse (NTI) activity. NTls
were amplified with an AC amplifier (Neurolog NL104, Digitimer, Wel-
wyn, UK) and digitized at 10 KHz and stored in a computer using a
CED micro 1401 interface and Spike 2 software (both from Cambridge
Electronic Design, Cambridge, UK). Only recording sites where the NTI
activity arose from a single nerve terminal were used for further analy-
sis. At these sites, the NTls were clearly distinguished from noise (~10
uV peak to peak) and identifiable by their similar waveform shape and

firing pattern as arising from a single nerve terminal (Brock et al., 1998).
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To minimize the effects introduced by the deterioration of the prepara-
tion with time, the total duration of the experiment was restricted to a

maximum of 5 h.

2.4.1 | Experimental protocol

The corneal surface was systematically explored with the microelec-
trode, from the center to the periphery, keeping the microelectrode in
place at each location for 2 min to detect the possible occurrence dur-
ing this time of at least one spontaneous NTI. The appearance of activ-
ity after application of the pipette onto the cornea was used to
ascertain the successful location of a responsive sensory nerve terminal
(Gonzalez-Gonzalez et al., 2017).

Cold thermoreceptor terminals were recognized either by the
immediate detection of ongoing NTI activity at the control temperature
of the bath (~34°C), which increased markedly in response to cooling,
or by a NTI discharge in response to cooling, in terminals that had fired
at least one NTI during the 2 min waiting period following application
of the pipette to the cornea (Gonzalez-Gonzalez et al., 2017; see
“Results” section). For cold stimulation, a cooling ramp was applied
from the mean basal temperature of 34°C down to 12-13°C at a mean
rate of 0.7 = 0.03°C-s~ 1. Temperature was returned to basal values at
the end of cold thermal stimuli at a similar rate.

Mechanical stimulation was performed by gentle (20 um) forward
displacement of the recording electrode against the ocular surface for
2 s. Chemical stimulation with L-menthol (20 uM) was carried out by
shifting the perfusion from saline solution to saline solution plus the
drug. A cooling ramp from 34°C was applied 2 min after the onset of
perfusion with menthol, followed by a washing period of at least 5 min
before testing other stimuli. Stimulation with a hyperosmolar solution
was carried out by shifting the perfusion from the control solution to a
397 mOsm.L ™! solution for 2 min followed by a 5 min washing period.

2.4.2 | Solutions

L-Menthol (Sigma-Aldrich) was prepared as a 20 mM stock solution in
ethanol and diluted to a final concentration of 20 uM with saline solu-
tion. Hyperosmolar solutions were prepared by adding NaCl (3 M) to
the physiological saline solution (310 + 1.5 mOsm-L™ %) until reaching
the desired osmolarity value of 397 mOsm-L~ %, measured with a freez-
ing point osmometer (OSMOSTAT OM-6020, Kyoto Daiichi Kagaku,
Kyoto, Japan).

2.5 | Tear flow and tear osmolarity measurements

Basal tear flow was measured in both eyes in 3M and 24M anesthe-
tized TRPM8BAC-EYFP and C57BL/6 mice (n = 110) using phenol red
threads (Zone-Quick, Menicon Pharma S.A., Graffenstaden, France)
gently placed between the lower lid and the bulbar conjunctiva at the
nasal angle during 1 min (Parra et al., 2010). No differences in the tear
flow measurements were observed between TRPM8BAC-EYFP and
C57BL/6 mice. Therefore, data from both strains were analyzed
together.

Osmolarity of the tear fluid was measured in C57BL/6 mice of dif-

ferent ages, using the TearLab Osmolarity System (OcuSense Inc., San
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Diego, CA). Tear fluid (50 nL) was collected from restrained, awake
mice by gently placing the probe of the instrument into the meniscus
formed at the nasal side of the inferior lid margin. Samples were

obtained from both eyes in each mouse.

2.6 | Data analysis
2.6.1 | Morphological data

Whole-mounted corneas were divided into four quadrants. Epithelial
innervation densities were determined in one central and two periph-
eral zones of each quadrant. The peripheral zones were defined as two
0.25 mm? square regions (a 500 X 500 um box) whose peripheral
borders were ~200 pum away from the limbus internal border. The two
peripheral zones were separated 500 pm from each other. The central
zone was defined as a 0.25 mm? region, 500 pum away from the periph-
eral boxes, that is, located at a distance of 1.2 mm from the limbus.
Corneal nerve densities in the 0.25 mm? boxes were determined from
microphotographs captured with a Leica DM6000B light microscope.
Two independent images were obtained from each 0.25 mm? zone:
one image was taken at the level of subbasal fibers, and the other at
the level of the corneal epithelium layers, including the intraepithelial
nerve terminals that derive from subbasal axons. Images were analyzed
using the image analysis software FlJI (Image) 1.4, NIH, Bethesda,
MD). Nerve density was calculated as the number of subbasal nerves
or nerve terminals per mm?. Subbasal nerves were quantified as the
number of them intersecting a line drawn inside the square area. The
total number of the intraepithelial nerve terminals was counted inside
each square area, defining the type of nerve terminal (simple, ramified,
or complex) (lvanusic et al.,, 2013). No differences in the number of
subbasal nerves and nerve terminals per mm? were observed between
peripheral and central zones both in 3M and 24M mice. Therefore,
values from both areas were averaged. Penetration sites of subepithe-
lial bundles through the basal lamina were counted throughout the
total area of the cornea and expressed as penetrations per mm?.
Counts of TG neurons were performed on reconstructions of
the ganglion made by tiling each image of the serial TG sections
under the fluorescence microscope using a 20X objective magnifi-
cation, a motorized slide holder, and the Tile Scan module of the
Leica AF6000 software, so that the entire extension of the gan-
glion was scanned and imaged. For the quantitation of the number
of TRPM8BAC.EYFP neurons in the TG, the FIJI software was used.
Only neurons with a visible nucleus were counted. Neurons exhib-
iting a fluorescence intensity between cero and 90 arbitrary units
on a 256-channel gray scale were considered weak fluorescent
neurons. To avoid overestimation of the number of TG neurons,
images of one in every nine microtome sections (that is, one image
in every 63 microns) were analyzed. A minimum of three TG of

each group were used.

2.6.2 | Analysis of NTI activity

In computer-stored recordings of NTI activity of corneal nerve termi-

nals, the following parameters were analyzed off-line:

e Background activity: Mean basal ongoing frequency in impulses per
second (imp-s~ %) at 34°C, measured during the 30 s preceding the
onset of a cooling ramp.

e Cooling threshold: Temperature (°C) during a cooling ramp at which
NTI frequency increased to a value that was the mean NTI fre-
quency measured during the 10-s period preceding the onset of a
cooling ramp plus 3 times its standard deviation.

o Cooling response: The increase in firing rate (imp-s— %), measured
between the cooling threshold and the peak frequency value

reached during a cooling ramp.

2.7 | Statistical analysis

Data were analyzed using SigmaStat v3.5 (Systat Software, Point Rich-
mond, CA). Statistical significance was determined by Mann-Whitney
U test or Z test for morphological and tearing studies; t-test or one-
way ANOVA followed by Bonferroni or Dunn’s post hoc test for analy-
sis of data of electrophysiological recording of cultured TG neurons; t
test or Mann-Whitney test for analysis of data of extracellular electro-

physiological recordings. *p < .05, **p < .01, ***p < .001.

3 | RESULTS

3.1 | TRPMS-EYFP* TG neurons exhibit different
fluorescence levels

Microscopic inspection of EYFP fluorescence in TG cell bodies and cor-
neal nerve fibers of TRPM8PAC-EYFP mice (EYFP™ mice) evidenced
clear differences in fluorescence intensity both between individual

somas and peripheral axons (Figure 1).

3.1.1 | Cell body

17.8 = 0.9% of the neurons counted (2268.4 = 266.5 neurons per gan-
glion, n = 3) in TG tissue sections of 3M EYFP* mice displayed fluores-
cence (Figure 1a). In 56.3 = 1.3% of them, fluorescence intensity was
high (>90 arbitrary units on a 256-channel gray scale) being thus called
intensely fluorescent (IF) neurons. The majority of these neurons were
peripherin positive and CGRP negative (Table 2). The remaining EYFP"
neurons (43.7 + 1.3%) showed a weaker fluorescence intensity (<90
arbitrary units on the 256-channel gray scale) and were named weakly
fluorescent (WF) neurons (Figure 1a); almost half of them were immu-
noreactive to CGRP (Table 2). Both IF and WF neurons were 1B4 nega-
tive (data not shown). Immunoreactivity to other neuronal markers
(neurofilaments, TrkA) differed between IF and WF neurons (Table 2).
In TG cultures, the two populations of IF and WF neurons were also

clearly differentiated (see below).

3.1.2 | Peripheral axons

Corneal EYFP" axons were easily recognized within stromal nerve
trunks and their extensively ramified, ascending intraepithelial
branches, by their YFP immunofluorescence (Figure 1b-e), and specific

immunoperoxidase staining (Figure 2).



ALCALDE e EoE W LE Y=

THE JOURNAL OF COMPARATIVE NEUROLOGY

FIGURE 1 Immunostaining of TG neurons and peripheral corneal nerve branches of 3M TRPMS8BAC_EYFP mice. (a) Fluorescence in IF (arrows) and
WF (arrowheads) TG neurons. (b) Stromal nerve bundle containing EYFP* green axons mixed with non-EYFP* anti-g Il tubulin red axons. (c) Low-
magnification image showing penetrations through the basal lamina of ascending peripheral (asterisks) and central (arrowheads) nerve branches. (d)
EYFP" nerve fibers displaying intense (arrows) and weak (arrowheads) fluorescense. () TRPM8™ intraepithelial, complex (arrowheads), ramifying
(arrows), and simple (asterisk) terminal branches. (f-h) Corneal cross sections showing the ascending trajectory within the corneal epithelium layers
of presumed complex (f), ramified (g) and simple (h) immunofluorescent terminal axons. Epithelium cell nuclei are counterstained with DAPI. Scale
bars: a and b, 50 pm; ¢, 150 um; d and e, 75 pm; f-h, 10 um

Corneal EYFP* axons of the subbasal plexus were morpho- less intense fluorescent (WF), thinner, smooth axons (Figures 1d
logically heterogeneous. About half of them were IF, thick axons and 2a). Overall mean density of subbasal EYFP™ fibers was

and showed beads along their length. The other half appeared as 22.4% of the total number of corneal sensory fibers running in
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TABLE 2 Molecular phenotype of TRPM8-EYFP+ TG neurons in young and aged mice

% IF-EYFP-TRPM8 neurons

% WEF-EYFP-TRPM8 neurons

3-month-old mice

Peripherin-IR 7.7 £0.5 7.6+1.0
(79.2 = 4.1) (74.6 = 4.9)
NF200-IR 1.3+0.1 28+06"
(12.1+1.3) (22.5 = 2.4)
TrkA-IR 1.3+0.3 1.6+05
(13.8 = 2.4) (16.4 +3.8)
CGRP-IR 0+0 0+0
(0+0) (0+0)

24-month-old mice

3-month-old mice 24-month-old mice

41+06 7.9+04"
(534 +4.9) (56.0+5.0)
1.6+04 27+03
(20.2 + 3.0) (17.1 = 2.5)
39+07 52+06
(487 +5.7) (61.2 = 2.4)
36+12 42+04
(44.1+11.4) (43.9 +2.3)

Note. Data of IF and WF neurons are expressed as percentage of total number of neurons counted in the TG and compared as a function of age using
the z test. *p <.05; **p <.01. The data in parenthesis give the proportion of IF and WF TRPM8-EYFP* neurons, expressed as percentage of the total

number of TRPM8-EYFP" TG neurons.

the leashes (Figure 1c). The ascending terminal branches from
the leashes end superficially as intraepithelial endings (Figures
1le-h and 2b). Mean density of intraepithelial endings of 3M mice
was 527.8 +23.2 endings/mm? (n=3); 29.6% of this total were
EYFP" endings of variable morphological complexity (lvanusic
et al., 2013). A majority (51.1 +2.1%) of the IF ascending
branches formed “complex” endings; a smaller proportion (20.3 +
2.8%) produced “ramifying” nerve endings or terminate as “sim-
ple” nerve endings (28.6 = 0.6%). In contrast, WF axons branched
less in the subbasal plexus and formed simple (57.9 =0.9%) or
ramifying (31.7 = 1.8%) ending types; only 10.4 +2.7% of them

produced complex nerve endings.

3.2 | Fluorescence intensity in TRPM8-EYFP™
neurons correlates with their cold sensitivity

3.2.1 | Cell body

To evaluate the possible correlation between fluorescent intensity in
EYFP" TG neurons and their TRPM8 expression levels, we analyzed
the relationship between somatic fluorescence intensity and electro-
physiological responses to cold and menthol in TG cultured neurons of
3M mice. We recorded changes in membrane potential (E,,) to cooling
ramps and during application of menthol (100 uM) in the two groups of
EYFP" neurons (Figure 3a,b): IF neurons (mean fluorescence = 64.3 +
5.6% of maximum), WF neurons (mean fluorescence = 6.3 = 1.0% of

maximum), and in NonF neurons (no fluorescence).

FIGURE 2 Anti-GFP immunostaining of corneal nerve fibers in the periphery of whole-mounted corneas of 3M and 24M old mice. (a and
b) 3M mouse. (a) Subbasal EYFP* longer, beaded (asterisks) and smooth, shorter (arrowheads) axons. Inset: Higher magnification the dashed
area. (b) Intraepithelial, terminal branches forming complex (arrowhead), ramifying (arrows) and simple (asterisks) endings. (c and d) 24M
mouse. (c) EYFP" subbasal axons, some ending abruptly forming “collapsed axons” (inset). (d) Intraepithelial terminal branches generally form
ramifying (arrows) or simple endings (asterisks). Scale bars: a, 100 um, inset, 50 um; b and d, 20 pum; ¢, 100 um, inset 20 um
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FIGURE 3 Correlation between fluorescence intensity of cultured TRPM8-EYFP* TG neurons and cold and menthol sensitivity. (a) Sample
recordings obtained from typical TG neurons of 3M mice presenting IF, WF and NonF neurons. Membrane potential (E,,) trace is
represented in black and bath temperature in blue. Horizontal black bars mark perfusion with 100 uM menthol and 37.5 mM K™,
respectively. (b) Average changes in E,, elicited by a cold ramp, menthol, and menthol plus a cold ramp in the three classes of neurons. Data
are mean * SEM of IF (n = 15), WF (n = 13) and NonF (n = 12) neurons. One-way ANOVA (p <.001 in all cases) with Bonferroni or Dunn’s
post hoc test (p <.001 for cold stimulus; p <.05 for menthol and menthol + cold stimuli). (c) Average (bars) and individual (circles) changes
in E,, elicited by cold ramps, menthol and menthol plus cold in IF and WF neurons from 3M (O), and 24M (e) mice. *p =.05 by t test

IF neurons were depolarized by cold and menthol (AE,,= 10.0 +
1.4 mV and 12.0=* 1.7 mV, respectively, n=15). In addition, their
responses to cooling were strongly potentiated by menthol
(AE,,=32.7 = 2.0 mV). In WF neurons (n = 13), the effects of cold or
menthol on E,, when applied separately, were weak or negligible,
although all neurons were depolarized by simultaneous application of
both stimuli, leading to action potential firing in a few of them (4/13,
Figure 3a). Finally, none of the NonF neurons (nh=12) showed E,,
changes during application of cold or menthol; their functional integrity
was proved by the strong depolarization evoked by high K™ exposure
(AE,=257=*19 mV, n=12). There were no significant differences
between the three classes of neurons recorded regarding values of
resting E, (F=-573x22 mV; WF=-560+27 mV, Non-
F=—-53.6+25mV; p=.571, one-way ANOVA), or membrane capaci-
tance (IF=11.8 + 1.3 pF; WF =14.4+ 1.7 pF; NonF = 14.7 = 1.5 pF;
p = .340, one-way ANOVA). In sharp contrast with the typical ongoing
firing of most peripheral corneal cold nerve terminals, only one of the

IF cold-sensitive neurons exhibited spontaneous discharge at 33°C.
Altogether, these results indicate (Figure 3b) that IF neurons are more
sensitive to TRPM8 agonists (cold and menthol) than WF neurons, sug-
gesting their differential TRPM8 expression levels. Figure 3c presents
the electrophysiological parameters of fluorescent neurons in young
mice, to allow their comparison with those of old animals, as discussed

below.

3.2.2 | Peripheral terminals

The presence of two-functional subpopulations of cold thermorecep-
tors with different sensitivity to cooling (Gonzalez-Gonzélez et al.,
2017) was confirmed in 18 corneas of 3M C57BL/6 mice. In 5.7 =
1.6% of all recording attempts, terminals exhibiting a robust ongoing
repetitive activity (more than 2 imp-s~2) at the holding temperature of
34°C were identified. These endings also gave a vigorous response to
cooling ramps, firing readily during temperature decreases (Figure 4a).

Menthol (20 pM) and hyperosmolar solutions (397 mOsm-L™ %)
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FIGURE 4 Aging effects on NTI activity of corneal cold-sensitive
terminals. (a) Examples of the NTI discharge and the response to a
cooling ramp from 34 to 15°C (lowest trace) recorded in the differ-
ent classes of cold-sensitive terminals. Traces of high background,
low threshold (HB-LT) and low background, high threshold (LB-HT)
NTI activity were obtained from 3M mice. Those from terminals
exhibiting intermediate properties (high background, high threshold,
HB-HT and low background, low threshold, LB-LT; in red) were
obtained from 24M mice. (b) Plot of individual cold-sensitive end-
ings attending to background activity at 34°C, firing response to
cooling and cooling threshold in °C. Data from 3M mice (black) and
from 24M mice (red) are projected onto the horizontal plane as
black or red-filled areas, separating the intermediate fibers of the
last group (light red) to highlight their differences with HB-LT and
LB-HT terminals

increased significantly their spontaneous activity and peak firing
response to cooling ramps. Accordingly, these endings were classified
as high-background, low-threshold (HB-LT) cold thermoreceptors.

In 2.6 £1.2% of the recording attempts, low-background, high-
threshold (LB-HT) cold thermoreceptor terminals were also identified.
These endings exhibited a very low mean firing frequency at 34°C and

responded to cooling ramps with a relatively modest increase in firing
frequency, starting at a mean threshold temperature 4-5°C below the
value seen in HB-LT cold receptor terminals (Figure 4a). Menthol (20
M) and perfusion with 397 mOsm-L ™2 solution augmented their spon-
taneous activity and reduced their threshold, also increasing the maxi-
mum firing response to cooling ramps. Table 4 summarizes the firing
characteristics of HB-LT and LB-HT cold thermoreceptor endings in

young mice.

3.3 | The number and molecular phenotype of
TRPMS-EYFP* TG neurons and the architecture and
density of corneal axonal branches change with age

3.3.1 | Cell body
In aged, 24M mice, 21.6 + 1.1% of the TG neurons (2723.0 + 263.8

neurons per ganglion, n=3) were EYFP", a proportion significantly
larger than in young animals (p = .002, z test). This increase was accom-
panied by a higher percentage of WF neurons (10.7 = 0.9% in 24M
mice vs. 7.8 = 0.4 in 3M mice, p <.001, z test). The proportion of WF
neurons expressing peripherin, TrkA, and CGRP also increased signifi-
cantly with age (Table 2).

3.3.2 | Peripheral axons

In 24M mice, the number and architecture of corneal sensory nerves
including the subpopulation of EYFP™" fibers appeared strikingly modi-
fied in comparison with younger animals (Figure 2 and Table 3). In this
age group, the density of penetration points into the lamina basal con-
taining EYFP axons was significantly higher than in young animals
(49.6% increase, p = .019, Table 3). This was due to a higher number of
penetration points at the periphery in old mice (15.3 + 1.5 penetra-
tions/mm? vs. 8.6+ 0.6 penetrations/mmz, in 24M and 3M mice,
respectively, p = .004), while in the center of the cornea differences in
penetration points density with age were not significant.

Notably, in 24M mice, nearly all (95.1+2.9%) TRPMS8-EYFP™"
axons were nonbeaded (smooth), faintly fluorescent, and remarkably
long and thin (compare Figure 2a,c), often reaching the center of the
cornea, in sharp contrast with young animals (average length of the
subbasal axons: 304.9 + 14.0 um vs. 227.6 = 11.6 um, p = .002, t test).
On the other hand, the density of EYFP* subbasal axons of 24M mice
was significantly lower (27.7%) than in 3M mice (p <.001; Table 3).
Also, they were distributed differently within the leashes, with more
leashes containing EYFP™ axons in aged mice albeit with a lower mean
number of fluorescent axons per leash.

The total density of EYFP™ terminals in 24M mice was 35.6%
lower than in 3M mice (p < .001). In addition, the proportion of the dif-
ferent morphological subtypes of EYFP" intraepithelial nerve endings
was markedly altered for complex endings in aged mice; there, 59.7 =
0.7% of terminals had simple endings (3M: 43.4 + 1.7, p = n.s., Mann-
Whitney U test), 25.6 = 1.2% had ramifying endings (3M: 26.0 + 1.7%,
p =n.s., z test), and only 2.6 = 0.7% had complex endings (3M: 30.6 +
1.7, p < .001, z test) (compare Figure 2b,d). Moreover, 12.1 = 2.6% of
the subbasal EYFP" axons ended abruptly within the subbasal plane
without emitting any branches that ascend to terminate more
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TABLE 3 Morphological characteristics of TRPM8-EYFP™ axons and epithelial nerve endings innervating the cornea of mice at different ages

Morphometric parameter

Penetration of subepithelial bundles (number/mm?)
% beaded subbasal nerve axons

% smooth subbasal nerve axons

Density of subbasal axons (number/mm?)

Number of axons per leash

Density of terminal branches (number/mm?)

3-month-old mice

24-month-old mice

11.5+0.5 17.2 £ 1.2**
n=>5 n=>5
50.1+6.5 4.9 £ 2.9
n=3 n=4

49.9 + 6.5 95.1+29**
n=3 n=4

1264 +5.9 91.6 = 4.2%**
n=7 n=10
52+0.3 2.6 0.2
n=3 n=4

156.2 +8.0 111.2 + 5.6***
n=7 n=10

Note. Comparisons of measures performed in 24-month-old mice were made against the values obtained in 3-month-old mice. Mann-Whitney U test

was used except for the data of percentage of beaded and smooth subbasal axons, which were analyzed using a z tes

mice.

superficially in the epithelium. We called such terminations, “collapsed
axons” (see Figure 2c, inset) and were not found in young animals
(p =.009, z test).

3.4 | Aging modifies the electrophysiological
responses of peripheral cold-sensitive endings but not
of TG TRPMS8-EYFP* neurons

Next, we analyzed the functional changes developed with aging by TG

EYFP* neurons and their cold-sensitive nerve terminals.

3.4.1 | Cell body
Cultured TG EYFP"' neurons of 24M mice were also divided into IF

and WF neurons. Even though they were not counted, WF neurons
were clearly more abundant in these cultures compared with those
from young animals. As in young mice, IF neurons were more sensitive
to TRPMS8 agonists than WF neurons (Figure 3c). AE,, observed in IF

versus WF neurons during exposure to cold, menthol, and menthol

Yol

p <.001, n = number of

plus cold were 9.1 = 1.6 versus —1.7 = 0.8 mV; 7.5 = 1.4 versus 0.3 =
0.3 mV; and 30.6 = 2.1 versus 14.0 = 4.3 mV, respectively. Moreover,
the amplitudes of membrane depolarizations induced by cold exposure
alone or in the presence of menthol were similar to those of young
mice (see Figure 3c) for both neuronal types, IF and WF. Only in the
group of the IF neurons of aged mice, the amplitude of the menthol-
evoked depolarization was slightly lower than in IF neurons of young
animals (AE,,=7.5*=14 mV vs. 120+ 1.7 mV; p = .05, t test). Resting
membrane potential at 33°C, membrane capacitance and fluorescence
intensity of the recorded IF and WF neurons in aged animals did not
differ from those reported in the same neuronal types of young mice.
(En=—-537=*27 and —56.7+23 mV; C,=127+14 and 17.9 =
3.1 pF, and mean fluorescence = 60.3 = 5.1% and 8.8 =2.5% for IF

and WF neurons, respectively).

3.4.2 | Peripheral terminals

In 24M mice corneas, terminals displaying an ongoing activity >2

imp-s~! at 34°C, characteristic of HB-LT cold terminals of young

TABLE 4 Functional characteristics of corneal cold-sensitive nerve endings

Cold terminal type Background activity (imp-s—2)
3-month-old mice HB-LT 68+1.1
(h=12)
LB-HT 0.5+0.1
(h=8)
24-month-old mice HB-LT 47+0.8
(n=20)
HB-HT 53*+1.2
(h=3)
LB-HT 0.6+0.1
(n=17)
LB-LT 0.5+0.1
(n=11)

Cooling threshold (°C) Cooling response (imp-s~?) Successrate (%)
325+02 33+22 5.7
(h=12) (h=12)

28.1+05 6.6+13 2.6
(n=8) (h=8)

32+0.2 24.6 +23 4.6
(n=20) (n=20)

27.7+0.8 282+1.0 0.6
(h=23) (h=3)

27.1+05 63+1.2 4.0
(h=17) (h=17)

321+03 13+2.6 1.8
(n=11) (n=11)

Note. Success rate percentage indicates the percentage of successful attempts of recording a terminal from each group referred to the total number of

attempts. HB, high-background activity; HT, high threshold; LB, low-background activity; LT, low-threshold; n = number of endings.
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FIGURE 5 Change of basal tearing rate and TRPM8-EYFP*
subbasal nerve fiber density with aging. Bars represent the
percentage of IF fibers (gray) and WF (stripped) in 3M and 24M
mice (***p <.001, t test). In the same age groups, individual values
of basal tearing measured in mm of wet phenol red thread (small
blue dots) and their mean value (large blue dot), median (horizontal
line), 25th and 75th percentiles (white box limits), and 1st and 99th
percentiles (X) are also represented (***p <.001, Mann-Whitney U
test)

animals were found in 5.1 + 1.1% of the total recording attempts. As
shown in Table 4, most of these terminals had a cooling threshold simi-
lar to HB-LT terminals of young animals, although they showed on the
average lower mean values of background NTI frequency and
weaker firing responses to cooling pulses. They also responded to
20 pM menthol and to 397 mOsm-L ™! solutions with a rise in back-
ground frequency and an enhancement of the maximum NTI firing
response to cooling ramps. In aged mice, we also frequently encoun-
tered (5.8% of recording sites) corneal cold terminals with very low-
background activity and a weak response to cold that resembled the
LB-HT units found in young animals (Table 4). Noteworthy, in 24M
mice, we detected a small fraction of the spontaneously firing cold-
sensitive terminals had distinctly higher thresholds for activation
during cooling (HB-HT terminals in Figure 4 and Table 4). Moreover,
in 24M mice, a large proportion of the terminals with very low-basal
activity at 34°C exhibited a remarkable sensitivity to cold, showing
cold threshold values within the range observed in the canonical
HB-LT cold thermoreceptor endings, although their impulse
response to cooling ramps was significantly weaker (LB-LT cold ter-
minals of Figure 4 and Table 4). Another notable observation made
in aged mice was that the probability of detecting cold-sensitive
terminals either with high or low background activity at 34°C was
overall higher in comparison with young mice (Table 4).

In Figure 4b, we plotted all units recorded in young and old mice
according to the values of the three parameters used for their func-
tional characterization. This representation highlights the appear-
ance in old mice of new, functionally distinct endings (drawn in light
red in the horizontal plane) exhibiting a mixture of the firing charac-
teristics of the two classes of cold-sensitive fibers typical of younger

animals.

3.5 | Aging alters tear’s basal flow and osmolarity

Mean basal tearing flow in anesthetized 3M TRPM8BA-EYFP and
C57BL/6 mice was 2.4 + 0.2 mm (n = 66). In 24M mice, tearing rate
values were more variable and significantly higher than in young ani-
mals (15.7 = 1.6 mm, n = 44; p <.001, t test) (Figure 5). Notably, the
values of basal tearing flow augmented in parallel with the higher pro-
portion of WF fibers, suggesting that basal tearing rate increased in
parallel with the increase of WF and the decrease of IF corneal nerve
fibers observed with aging (Figure 5). Finally, we measured mean tear
osmolarity in 24M, awake mice obtaining a mean value of 354.0 + 2.8
mOsm-L™%, n = 22). This value was significantly higher than in young
adult awake mice (346.3+24 mOsm-L™% n=19, p=.008, Mann-
Whitney U test).

4 | DISCUSSION

We quantified EYFP-labeled, TRPM8-expressing TG neurons and axons
in the mouse cornea, in combination with electrophysiological record-
ings and measures of tearing to follow their alterations with age. To
our knowledge, this is the first description of aging related alterations
in the morphology and function of cold thermoreceptor endings of any

species.

4.1 | Cold-sensitive neurons and corneal nerve
endings are morphologically and functionally
heterogeneous

TRPMS8 channels are the main molecular transducers for cold tempera-
ture sensing in mammalian thermoreceptors (Knowlton et al., 2013;
McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002). Previous studies reported
marked differences in menthol sensitivity and cold threshold of individ-
ual TG and DRG neurons (Babes et al., 2004; Viana et al., 2002), which
were directly associated to the amplitude of their cold-evoked TRPM8
currents (Madrid et al., 2009).

Here, we found that somatic fluorescence intensity in TRPM8-
EYFP TG neurons of young adult mice correlated with the amplitude of
cold- and menthol-evoked depolarizations, strongly suggesting that
TRPM8 channel density is one determinant of cold sensitivity (de la
Pena et al., 2005; Madrid et al., 2009; Morenilla-Palao et al., 2014;
Xing et al., 2006). Other factors influencing cold sensitivity, including
the variable expression of different potassium channels, were not
explored in the present study (Madrid et al., 2006, 2009; Morenilla-
Palao et al., 2014; Viana et al., 2002). We also found differences in
EYFP fluorescence intensity and cold sensitivity among TRPMS8*
peripheral sensory axons of the cornea, suggesting that their functional
differences are linked to TRPMS8 expression as well. Small and
medium-size, nonpeptidergic IF-EYFP TG neurons are the likely origin
of the strongly fluorescent, beaded axons which terminate in the cor-
neal epithelium predominantly as CGRP-negative, complex nerve end-
ings (Alamri et al., 2015; Ivanusic et al., 2013). The remarkable high-
thermal sensitivity to cold of IF-EYFP neurons are expected considering
their high density of TRPM8 channels and low-Kv1 expression (Madrid
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et al, 2009). Furthermore, TRPM8 likely contributes to the ongoing
activity of corneal cold thermoreceptors (Parra et al., 2010). Together,
these findings suggest a high expression of TRPM8 in the strongly fluo-
rescent, beaded axons; their predominately complex endings are possi-
bly a biophysical reason for their characteristic spontaneous firing, low
threshold and vigorous response to cooling typical of HB-LT cold ther-
moreceptors (Carr et al., 2009; Gonzalez-Gonzalez et al., 2017; Madrid
et al., 2009; Olivares et al., 2015; Parra et al., 2010; Teichert et al.,
2012).

WEF neurons represent a second population of TRPM8-expressing
TG neurons and are presumably the origin of corneal TRPM8-EYFP
axons characterized by fainter fluorescence, smooth surface and thin
diameter, terminating as simple or ramifying endings. In all likelihood,
they correspond to the LB-HT corneal cold thermoreceptors
(Gonzalez-Gonzélez et al., 2017). WF-TRPM8™ neurons are TrkA and
CGRP positive, a phenotype observed in peptidergic polymodal noci-
ceptors of other tissues (Abe et al., 2005; Knowlton et al., 2013; Taka-
shima et al., 2007). It is worth noting that genetic deletion of TRPM8
channels or conditioned ablation of TRPMS8-expressing neurons
reduces markedly behavioral responses to innocuous but also to nox-
ious cold, supporting the view that a part of the peripheral neurons
expressing TRPM8 are connected to pain-labeled lines (Palkar et al.,
2015). According to this interpretation, TRPM8" TG neurons are the
origin of labeled sensory lines both for sensing innocuous ocular sur-
face cooling chiefly involved in basal tearing regulation (HB-LT cold
thermoreceptors) and for sensing of potentially injuring dryness, evok-
ing discomfort, reflex tearing and blink responses (LB-HT cold thermor-
eceptors) (Belmonte et al.,, 2015, 2017; Kovacs et al., 2016; Parra et al.,
2010; Quallo et al., 2015).

4.2 | Morphological and functional changes in
TRPM8-expressing neurons and corneal endings with
age

In spite of the quantitative differences in human life span, survival
curves in mice resemble notably those seen in humans (Comfort,
1964). Indeed, mice have been used extensively to study the biological
effects of aging (Wang & Albers, 2009). This justifies the use of
TRPM8BAC.EYFP transgenic mice to analyze the morphological and
functional changes in the ocular surface innervation produced by aging.

Earlier morphological studies on age-induced variations in corneal
innervation yielded conflicting results. In humans, nerve density meas-
ured in vivo (Parissi et al., 2013) or in stained corneas (He et al., 2010)
decreases with age. Notably, in rats, density of subbasal corneal nerve
fibers apparently rises with aging but is accompanied by a simultane-
ous, progressive decline of epithelial nerve endings (Dvorscak & Mar-
furt, 2008). In mice, where subbasal corneal nerve density varies hugely
among different strains, an overall reduction was reported in old ani-
mals (Reichard et al., 2016).

In our study, the number of TG neurons in old mice was not signifi-
cantly different from younger animals suggesting that aging has a more
pronounced effect on the architecture and density of peripheral sen-

sory nerve terminal axons than on cell bodies. Nonetheless, the
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percentage of TRPM8™ neurons was larger, an increment that occurred
mainly in the subpopulation of WF-EYFP TG neurons expressing
peripherin, TrkA, and CGRP, a polymodal nociceptor immunoreactive
phenotype, whereas the population of canonical low-threshold cold
thermoreceptor neurons, represented by low-threshold, IF-EYFP neu-
rons, with strongly fluorescent beaded corneal axons, remained rela-
tively stable. Electrophysiologically, cell bodies of both IF- and WF-
TRPMS8" neurons of 24-month-old mice maintained the correspon-
dence between amplitude of cold-induced depolarization and somatic
fluorescence intensity seen in young animals. Moreover, they exhibit
responses to cooling and menthol very similar to those shown by the
corresponding neuron types of young mice, with the sole difference of
a weaker response of old IF neurons to menthol. The change in the
proportion of neurons with different fluorescence intensity may reflect
a phenotypic change in the expression of TRPM8 by TG neurons, in
parallel or combined with a higher vulnerability of IF TRPM8* neurons
to aging.

In contrast with the relatively discrete changes observed in cell
bodies, the morphological and functional characteristics of corneal
TRPMBS8-EYFP axons and terminals appeared markedly altered in aged
mice. The total density of subbasal corneal TRPM8-EYFP axons was
significantly lower, primarily at the expenses of a very large reduction
of TRPMB8-EYFP beaded axons, which was partially compensated by an
increased density of TRPM8-EYFP axons with smooth, thin axons. HB-
LT cold-sensitive endings were still present in aged animals but gener-
ally exhibited a lower background activity and weaker responses to
cooling. We interpret these changes as caused by the sharp reduction
with aging of the characteristic complex branching associated to cold
thermoreceptors (lvanusic et al., 2013) leading to a smaller membrane
area available for the generation of cold-induced depolarization at the
terminals branches where TRPMS8 channels are located (Brock et al.,
2001; Carr et al., 2009; Olivares et al., 2015). In young adult mice, we
attribute the distinct firing characteristics of LB-HT cold terminals to a
comparatively low-TRPM8 channel density. The presence in old ani-
mals of a larger number of this type of neurons and terminals supports
the tenet that they correspond to functionally impaired axons that give
rise to sparser terminal branching.

Altogether, our data indicate that the morphological and functional
consequences of aging appear earlier in the peripheral branches than in
the soma of cold sensory neurons and vary depending on the func-
tional subtype of neuron. Such differential effects of senescence on
the distinct subclasses of sensory neurons are not entirely surprising. In
other somatosensory and visceral tissues of rodents and humans, age-
induced cellular and molecular changes are not reflected in simultane-
ous and general disturbances of all modalities of sensory innervation
(Fundin et al., 1997; Namer et al., 2009; Nolano et al., 2013).

The morphological and functional modifications of corneal cold-
sensitive innervation with age are part of the general, senescence-
induced degenerative processes affecting primary sensory neurons,
associated with DNA damage and oxidative stress (for review see Long
et al.,, 2014). These changes are likely reflected in morphometric, ultra-
structural, and functional alterations of peripheral axons that, in the
case of peripheral corneal nerves, may be accelerated by the slowdown
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in regeneration and remodeling of the nerve terminals that are needed
to maintain the innervation of the rapidly turning over surface layers of
the corneal epithelium.

4.3 | Role of TRPM8-expressing endings in the altered
basal tearing of aged mice

There is growing evidence that modulation of basal tearing involves
TRPMS8™ cold fibers activated by evaporation-induced temperature
and osmolality changes of the tear film (Belmonte et al., 2015, 2017).
Notably, an enhancement of tearing rate developed in mice when aging
progressed; tear osmolarity was also slightly higher, in spite of the aug-
mented aqueous tear flow. Paradoxically, this effect appears in parallel
with a reduction in density of beaded, IF subbasal axons, whose tonic
activity is expected to maintain the basal tearing of young animals
(Parra et al., 2010). However, such decline in density is accompanied by
an increase of WF axons and endings phenotypically associated with
polymodal nociceptors, whose abnormal ongoing and cold-evoked
activity could explain an irritative, augmented tear flow.

In old people diagnosed with DED, an increased tearing (epiphora)
accompanying irritation and discomfort is often observed. Discomfort
sensations and augmented tearing are experimentally evoked in
humans by selective, strong cold receptor stimulation (Acosta et al.,
2004; Kovacs et al., 2016). Although epiphora in elderly people has
been primarily attributed to partial or complete occlusion of the tear
drainage pathways (Sousa et al, 1993), it is possible that in these
patients, as in aged mice, abnormal activity of functionally impaired
cold-sensitive neurons contribute to the overflow of tears. In these
subjects, it is also possible that sensory signaling by cold-sensitive
fibers connected to nociceptive pathways produce the unpleasant “dry
eye” sensations paradoxically reported by epiphora patients.

Taken together, our study shows that aging causes a reduction of
the number and functional activity of canonical low-threshold cold
receptor neurons of the eye surface which contribute to maintenance
tonic basal tearing and also provokes a disturbed responsiveness of
high-threshold cold thermoreceptor neurons, making some of them
sensitive to moderate cooling, thereby favoring the appearance of
unpleasant ocular dryness sensations and irritative tearing. The dis-
turbed equilibrium between TRPM8-expressing endings ultimately
determine the changes in the quality and amount of tears observed in
aged DED patients and the development of accompanying unpleasant

dryness sensations.
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