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Resumen

El dolor es una de las principales patologias del ser humano cuyo tratamiento, en determinadas
condiciones, todavia resulta limitado o ineficaz. La percepcién del dolor es el resultado de un complejo
procesamiento de sefiales moleculares y bioquimicas en los diferentes niveles del sistema nervioso. La
identificacion de diferentes proteinas, canales idnicos y receptores, implicados en la conversién de las
sefiales nocivas a potenciales de acciéon (transduccién), ha permitido establecer nuevas dianas
terapéuticas para el control del dolor. Entre los canales idénicos responsables de la transduccién,
destacan algunos miembros de la familia de receptores de potencial transitorio (TRP). Sin embargo, la
caracterizaciéon de estas dianas ha derivado en un aun restringido nimero de nuevas terapias
analgésicas. La necesidad de ahondar en los mecanismos de regulacién de estos canales iénicos para
un desarrollo de terapias mas eficientes se encuentra con distintos impedimentos instrumentales y
metodoldgicos. Por ejemplo, la falta de sistemas in vitro provoca la dependencia de cultivos celulares
primarios. Ademas, la alta heterogeneidad en las neuronas sensoriales periféricas supone un factor
limitante para entender los mecanismos bioquimicos, moleculares y celulares implicados en la
sensibilizacién de los nociceptores por los diferentes compuestos algésicos. En este trabajo se han
intentado crear nuevas herramientas in vivo e in vitro que permitan investigar de forma precisa los
mecanismos de sensibilizacién, potenciacion, cronificaciéon y/o respuesta a las terapias analgésicas.
Dichas herramientas se corresponden, por un lado, con la generacién de un modelo animal transgénico
que exprese el canal i6nico TRPV1 ligado a la proteina fluorescente amarilla (YFP) por el N-terminal
del canal. Por otro lado, se ha trabajado en el desarrollo de un modelo celular que permita la obtencién
de nociceptores in vitro. Se tratd6 de acelerar el desarrollo de ambas herramientas con la
implementacién del sistema de modificacion genética CRISPR/Cas9. Para la generacion del modelo
animal se llevé a cabo la modificaciéon por recombinacién homologa de células madre microinyectadas
en blastocistos. La caracterizacién de la generacion heterocigota se llevo a cabo ante la carencia de una
generaciéon homocigota para YFP-TRPVI. Sin embargo, la generacién heterocigota no permitié
confirmar la expresion de la YFP-TRPV1 ni a través de PCRs en los analisis de transcritos, ni a través
de Western Blot e Inmunocitoquimica en los analisis de expresion de proteina. Los resultados obtenidos
muestran la necesidad de continuar investigando el papel de TRPV1 en el desarrollo animal, asi como
la regulacién de su expresion génica, la funcién de los distintos reordenamientos y las modificaciones
post transcripcionales que se producen en el canal y que pudieran estar afectando a la creacién del
modelo homocigoto. La implementaciéon del uso de nuevas herramientas de modificacién genética,
tales como CRISPR/Cas9 se llevo a cabo para solventar los problemas de generacién del modelo animal.
En esta tesis se demuestra como, al menos en linea celular, es posible la introduccién de una proteina
fluorescente en el C-terminal de TRPMS8 con la transfeccion de 2 plasmidos y la seleccion de clones en
un periodo relativamente corto de tiempo. En este sentido, la tecnologia CRISPR desarrollada hace
viable la generaciéon de un modelo celular con las mismas alteraciones que las planteadas para el
modelo animal. Para el desarrollo del modelo celular se parti6 de la linea celular MEDI17.11,
potencialmente diferenciable a nociceptores adultos. En este trabajo se pone en cuestion, por contra,
el uso de esta linea celular como modelo in vitro en la investigacion del dolor. A pesar de los cambios
morfolégicos observados con los diferentes protocolos de diferenciacién llevados a cabo, la linea celular
carecia de la expresién de marcadores neuronales maduros asi como una casi completa falta de
respuesta a estimulos inductores de potenciales de accion. Los resultados obtenidos concluyen que esta

linea celular podria ser usada en estudios exclusivamente de neurogénesis.
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Summary

Pain is one of the main pathologies in humans, but its treatment, under certain conditions, is still
limited or ineffective. The perception of pain is the result of a complex processing of molecular and
biochemical signals at different levels of the nervous system. The identification of different proteins,
ion channels and receptors, involved in the conversion of harmful signals to action potentials
(transduction), has made it possible to establish new therapeutic targets. Among the ion channels
responsible for transduction, some members of the transient potential receptors (TRP) family stand
out. However, the characterization of these targets has led to a still limited number of new analgesic
therapies. However, the need to delve into the mechanisms of regulation of these ion channels for the
development of more efficient therapies has different instrumental and methodological restrictions.
For example, the lack of in vitro systems leads to dependence on primary cell cultures. Furthermore,
the high heterogeneity in peripheral sensory neurons is a limiting factor in understanding the
biochemical, molecular and cellular mechanisms involved in the sensitization of nociceptors by
different algesic compounds. In this work, we have tried to create new in vivo and in vitro tools that
allow us to investigate in a precise way the mechanisms of sensitization, potentiation, chronification
and/or response to analgesic therapy. These tools correspond, on the one hand, to the generation of a
transgenic animal model, which expresses the TRPV1 ion channel linked to the yellow fluorescent
protein (YFP) by the N-terminal of the channel. On the other hand, work has been done on the
development of a cellular model that allows obtaining in vitro nociceptors. The development of both
tools was accelerated with the implementation of the CRISPR / Cas9 system. For the generation of the
animal model, the modification was carried out by homologous recombination of microinjected stem
cells in blastocysts. The characterization of the heterozygote generation was realised in the absence of
a homozygote generation for YFP-TRPVI1. However, the heterozygous generation did not confirm the
expression of YFP-TRPV1 either through PCRs in transcripts analysis, or through Western Blot and
Immunocytochemistry in protein expression analysis. The results obtained point out the need to
continue investigating the role of TRPV1 in animal development, as well as the regulation of its gene
expression, the function of the different rearrangements and the post-transcriptional modifications
that occur in the channel and that could be affecting to the creation of the homozygous model. The
use of new tools for genetic modification, such as CRISPR / Cas9, was performed to solve the problems
of animal model generation. This thesis demonstrates how, at least on the cell line, it is possible to
introduce a fluorescent protein in the C-terminus of TRPM8 with the transfection of two plasmids and
the selection of clones in a relatively short period. In this sense, the CRISPR technology developed
makes viable the generation of a cellular model with the same alterations as those proposed for the
animal model. For the development of the cellular model, was used the cell line MEDI17.11, which is
potentially differentiable to adult nociceptors. Nevertheless, the use of this cell line as an in vitro
model in pain research is questioned. Despite of the morphological changes observed with the different
differentiation protocols applied, the cell line lacked the expression of mature neuronal markers and
an almost complete lack of response to stimuli. The results obtained conclude that this cell line could

be used in studies exclusively of neurogenesis.
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INTRODUCCION

Dolor

El dolor se corresponde con la afeccién médica mas antigua y universal de toda la humanidad. Desde
su concepcion sobrenatural y mistica por las poblaciones prehistoéricas a los mecanismos moleculares,
celulares y sistémicos que hoy dia conocemos el término dolor ha evolucionado y cambiado
enormemente (Bonica, 1991; Perl, 2007; Turk and Okifuji, 2009). Actualmente, la definicion mas
aceptada de dolor es la dada por la Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, del inglés
International Association for the Study of Pain). En ella el dolor se define como << una experiencia
sensorial o emocional desagradable asociada a un dafo real o potencial en un tejido, o descrito en

términos de dicho dafio>> (Merskey and Bogduk, 1994).

A pesar de que las primeras referencias escritas tanto en oriente como occidente datan de hace mas
de 3000 afios, la investigacion del dolor y los mayores avances cientificos en el campo tienen apenas
250 arios de desarrollo (Chen, 2011; Chen et al., 2013). Antes del siglo XIX, las vinculaciones del dolor
con el cerebro resultan escasas. Destacan los escritos de Galeno (130-200 d.C.), firme defensor de que
el dolor se originaba en el cerebro o Avicenna, médico persa del siglo XI, considerado el primero en
establecer el dolor como una entidad sensorial Uinica e independiente del tacto. Es en el Renacimiento
cuando la vision aristotélica del corazéon como centro del raciocinio y la percepcién es desbancada y
nuevas corrientes filoséficas comienzan a establecerse. A mediados del siglo XVII el filésofo Descartes
(1596-1650) es el primero en esbozar la via de transmision del dolor a través del sistema nervioso (Figura
1). Sin embargo, es a partir de 1800 cuando, junto con el desarrollo de las ciencias experimentales, el
concepto actual de dolor ha tomado forma (Chen, 2011). Gracias, de una parte, a los estudios de
anatomia y de electrofisiologia que a lo largo del siglo XIX describieron, por ejemplo, las distintas fibras
nerviosas aferentes, la generacion de los potenciales de accién o disociaron las estructuras implicadas
en la percepcién del tacto y del dolor. De otra parte, ya en el siglo XX, los estudios moleculares o de
imagen permitieron la identificacion de los receptores opioides, del canal iénico transductor de sefiales
nocivas TRPV1 o los estudios de las estructuras cerebrales involucradas en el reconocimiento del dolor,
entre otros hitos (Chen, 2011; Keele, 1957; Perl, 2007; Rey, 1995). Todo ello ha permitido perfilar cémo
un estimulo nocivo externo o interno es traducido al lenguaje del sistema nervioso, el potencial de
accién, por las neuronas sensoriales periféricas a través de canales idnicos y receptores. Esta sefial
eléctrica es conducida hasta la médula espinal por vias aferentes, dénde neuronas intermedias pueden
favorecer o silenciar la comunicacion hacia el cerebro. Ya en el sistema nervioso central, la informacion

recibida es procesada para dar una respuesta, generalmente de proteccién (Figura 1).
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Figura 1. Proceso de comunicacion del dolor. En la via de sefializacion del dolor se distinguen 4 etapas secuenciales.
1) Transduccién: conversion del estimulo nocivo a una sefal eléctrica o potencial de accién. 2) Transmision:
conduccién del potencial de accion por la fibra primaria aferente, el nociceptor, hasta la médula espinal. 3)
Modulacién: acoplamiento de circuitos descendentes que estimulan o inhiben la sefial eléctrica. 4) Percepcion:
procesamiento cortical de los potenciales de accién (Das, 2015; Dubin and Patapoutian, 2010) (Imagen modificada
de Ferrante and VadeBoncouer, 1993).

La importancia del dolor

El dolor, como modalidad sensorial constituye una parte integral de la vida y resulta indispensable
para la supervivencia al tratarse de un sistema de detecci6én y de alarma ante dafos en el organismo.
Sin embargo, para muchos pacientes el dolor contintia produciendo un grave sufrimiento que
interrumpe y condiciona muy negativamente su calidad de vida. A menudo resulta altamente
invalidante y compromete la capacidad de trabajo y / o las actividades de la vida cotidiana, incluso en
niveles moderados (Scholz and Woolf, 2002). El dolor persistente o crénico es una patologia que afecta
a mas del 20 % de la poblacién mundial (Breivik et al., 2006; Nahin, 2015) y constituye el principal
sintoma o patologia por el que los pacientes acuden a la consulta médica. Econémicamente, el dolor
provoca unos costes para la sociedad entre tratamientos, atencién médica o bajas laborales que oscila
entre los 560.000 y los 600.000 millones de dolares al afio sélo en Estados Unidos (Gaskin and
Richard, 2012) y se estima que en Europa suponen 300.000 millones de euros al afio (Torralba et al.,
2014). A pesar de ello, las opciones farmacologicas para prevenirlo, eliminarlo o atenuarlo estan
bastante limitadas. Para el 38 % de la poblacién europea los tratamientos resultan ineficaces (Torralba
et al., 2014) o presentan importantes y graves efectos secundarios si son aplicados de forma crénica.
De hecho, se estima que el 14 % de la poblacion europea suspende la terapia analgésica recomendada
por estas razones (Breivik et al., 2006).

En las ultimas décadas, la busqueda de nuevas terapias analgésicas mas efectivas e individualizadas

ha ido inherentemente ligada a una mejor comprensién de los mecanismos responsables del dolor. Un
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mayor conocimiento de los mismos aporta nuevas dianas farmacolédgicas y permite un abordaje mucho
mas especifico de las patologias relacionadas con el dolor (Baron, 2009; Scholz and Woolf, 2002; St
John Smith, 2018).

Clasificacion del dolor

El dolor puede ser descrito y clasificado atendiendo a muy diversos aspectos: por su duracion (agudo o
crénico), por su severidad (leve, moderado o intenso), por su localizacion (cabeza, espalda, articular,
etc.). Desde el punto de vista fisioldgico o fisiopatoldgico podemos distinguir entre el dolor nociceptivo,

el inflamatorio y el neuropatico.

El dolor nociceptivo es el dolor que el ser humano percibe ante un dafio como, por ejemplo, cortes,
quemaduras o golpes. En él los estimulos dafninos o nocivos amenazan el tejido normal siendo
generalmente necesarios movimientos mecanicos intensos (presién nociva, movimientos nocivos, etc.)
o térmicos (calor nocivo, frio nocivo) para activar el sistema nociceptivo (Schaible, 2015; Scholz and
Woolf, 2002). Suele promover respuestas de proteccion que previenen o limitan el dano evitando
lesiones graves que puedan poner en riesgo la supervivencia del organismo (Gascon and Moqrich,
2010). Se corresponde con el dolor puramente fisioldgico en el que existe un correcto funcionamiento

del sistema nociceptivo (Merskey and Bogduk, 1994).

El dolor inflamatorio se corresponde con la otra modalidad de dolor fisiologico. Si bien el sistema
nociceptivo experimenta cambios significativos, en general, sus funciones estan intactas. En este tipo
de dolor la liberacién de moléculas y compuestos derivados de la lesién o inflamacién de un tejido son
los que generan una sensibilizacion del sistema nociceptivo (Scholz and Woolf, 2002). Por ejemplo, las
quemaduras solares producen una sensibilizacién temporal del area afectada. Como resultado, los
estimulos normalmente inocuos, como el tacto ligero o el calor, se perciben como dolorosos (alodinia),
o los estimulos normalmente dolorosos provocan dolor de mayor intensidad (hiperalgesia) (Basbaum et
al., 2009). La funcionalidad de este tipo de dolor es primordialmente protectora, evitando que el tejido
sufra un mayor dafio y ayudando a los procesos de curacién (Gascon and Mogrich, 2010; Schaible,
2015). En condiciones adecuadas, desaparece con la curaciéon del dano o la desaparicion de la
inflamacién (Schaible, 2015). Generalmente responde bien a tratamientos analgésicos comunes, como

anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) u opiodes.

El dolor neuropatico se corresponde con el dolor que resulta del dafio o enfermedad del propio sistema
nociceptivo (Merskey and Bogduk, 1994). La presencia de alguna lesion, patologia o disfuncionalidad
a nivel periférico o nivel central del propio sistema es el responsable de este tipo de dolor. Esta forma
de dolor es anormal, a menudo aberrante, ya que no indica inflamaciéon o lesién tisular, y puede
combinarse con la pérdida de la funcién normal del sistema (Schaible, 2015). Generalmente se
corresponde con una patologia cronica, rara vez limitada en el tiempo, y puede estar asociada a otras
patologias como la diabetes, el cancer, la esclerosis multiple, etc. La respuesta a tratamientos
analgésicos resulta mucho mas limitada empleando antidepresivos y anticonvulsionantes en gran parte

de los casos (Baron, 2009).
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Nocicepcion y nociceptores

Hace mas de un siglo que el neurofisiélogo C. Sherrington propuso la existencia de una tipologia de
neurona sensorial primaria Uinica, activada por estimulos capaces de causar dafio tisular (Sherrington,
1903). La concepcioén de un entidad propia y distinta de otras modalidades somatosensoriales para la
percepcion del dolor le llevaron a acuiiar los términos de nociceptor o nervio nociceptivo y nocicepcién
(Sherrington, 1906). Varias décadas después la confirmacion de la existencia de neuronas sensoriales
primarias excitadas exclusivamente por estimulos nocivos (Bessou and Perl, 1969; Burgess and Perl,
1967; Perl, 2007) rescataron estos términos. Actualmente se define como nocicepcién el proceso
neuronal de codificacién de estimulos nocivos (Merskey and Bogduk, 1994). Esta definicién refuerza la
distincién entre nocicepcién y dolor. La nocicepcién comprende las primeras fases en la percepcion del
dolor, la transduccién, y la transmisién de los estimulos nocivos traducidos a potenciales de accién. Por
el contrario, el dolor requiere ademas la modulacién y la interpretacién por parte de centros cerebrales
superiores a través de procesos cognitivos y afectivos para ser considerado como tal. Asi, la nocicepcién

no implica necesariamente que se produzca la sensacion de dolor (Merskey and Bogduk, 1994).

Una de las unidades primordiales del sistema nociceptivo es el nociceptor, definido como un receptor
sensorial de alto umbral del sistema nervioso somatosensorial periférico que es capaz de transducir y
codificar estimulos nocivos (Merskey and Bogduk, 1994). Desde su concepcién y su identificacién a
principios y a mediados del siglo XX respectivamente, hasta la actualidad se ha realizado un progreso
sustancial en la definicion y caracterizacion de estas unidades neuronales asociadas al dolor (Sexton et
al.,, 2018).

Morfologicamente los nociceptores se corresponden con neuronas pseudopolares. Sus cuerpos
celulares se ubican de forma agrupada en los distintos ganglios sensoriales, como en los ganglios de la
raiz dorsal (DRG, del inglés Dorsal Root Ganglia) o los ganglios del trigémino (TG, del inglés Trigeminal
Ganglia). Las ramas axonales se dividen en una periférica que inerva los distintos érganos diana (piel,
musculos y visceras) y otra central que conecta con la médula espinal (Basbaum et al., 2009; Gascon
and Mogrich, 2010). La capacidad de los nociceptores de excitarse y generar potenciales de accién s6lo
cuando la intensidad del estimulo alcanza el rango nocivo, senalan que poseen propiedades biofisicas
y moleculares exclusivas. Estas les permiten detectar de forma selectiva estimulos potencialmente
daninos (Basbaum et al., 2009).

Por su tamaro, velocidad de conduccién, umbral y sensibilidad diferencial a los distintos estimulos
nocivos se distinguen las fibras de tamano medio mielinizadas AS y las fibras de pequerio diametro no

mielinizadas C (Basbaum et al., 2009; Dubin and Patapoutian, 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Los nociceptores y su conexiéon a médula espinal. Los nociceptores, cuyo cuerpo celular se agrupa en los
DRG, proyectan su rama axonal central al asta posterior de la médula espinal, organizada laminarmente. Las fibras
AS (en violeta) de tamano medio y poco mielinizadas conectan con la lamina [ y V de la médula espinal. Las fibras
C amielinicas peptidérgicas (en rojo) y no peptidérgicas (en azul) conectan con las laminas [ y II externa y lamina II
interna respectivamente. En gris se sefialan las fibras AB mielinizadas que conducen informacién de estimulos

inocuos (Imagen modificada de Basbaum et al., 2009).

Las fibras A8 mielinizadas y de tamano medio, gracias a su velocidad de conduccion de 5-30 m/s,
median en el primer dolor o dolor rapido, bien localizado y generalmente descrito como punzante o
cortante. Los nociceptores A§ son predominantemente mecanosensibles y/o sensibles al calor. Por su
umbral y su sensibilidad a los distintos estimulos nocivos se distinguen: las fibras A8 tipo I, nociceptores
mecanicos de alto umbral, con umbrales de calor relativamente altos (> 50°C) y que responden a
estimulos mecanicos y quimicos. Los nociceptores A$ tipo Il tienen un umbral de calor mucho mas
bajo, pero un umbral mecdnico muy alto (Basbaum et al, 2009; Cain et al., 2001; Dubin and
Patapoutian, 2010; Lewin and Moshourab, 2004). En algunos casos también se ha observado
sensibilidad al frio nocivo por este tipo de fibras (Cain et al., 2001). Las fibras A§ transmiten la
informacion nociva por las laminas I y V del asta dorsal de la médula espinal (Das, 2015; Gascon and
Mogrich, 2010) (Figura 2).

Los nociceptores C, con una velocidad de conduccion de 0,4-1,4 m/s median en el dolor secundario o
lento, sordo y mal localizado. Son fibras heterogéneas con terminaciones libres en la piel y mucho mas
abundantes que las fibras A8 (Smith and Lewin, 2009). Estos trasmiten la informacion a las laminas
superficiales I / II del asta dorsal de la médula espinal (Das, 2015; Gascon and Moqrich, 2010) (Figura
2). Los mas comunes (35 %) responden a estimulos térmicos, mecénicos y quimicos, y son por ello
clasificados como polimodales (Raja et al., 1988). Recientes estudios con indicadores de Ca*?
genéticamente codificados (GCaMP) apuntan, sin embargo, que en condiciones normales (sin lesion o
inflamacién) este tipo de fibras sensoriales definidas como polimodales por los estudios
electrofisiolégicos son mas especificas (Emery et al,, 2016; Kim et al., 2016; Smith-Edwards et al.,

2016). Ademas de los nociceptores C polimodales, también se han descrito fibras C activadas
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puramente por estimulos mecanicos nocivos, por calor, por estimulos mecanicos y calor y por estimulos
mecanicos y frio (Cain et al., 2001; Lewin and Moshourab, 2004). Por ultimo, también se han descrito
los nociceptores C denominados silenciosos. Estos, insensibles a la estimulacién mecanica y térmica en
condiciones fisiologicas, se vuelven sensibles a estimulos mecénicos o temperaturas nocivas después

de ser sensibilizados por mediadores inflamatorios (Schmidt et al., 1995).

Desde el punto de vista molecular, los nociceptores también presentan una alta heterogeneidad en la
expresion de canales i6nicos y receptores. Esta es asociada a funciones especificas por parte de cada
nociceptor en la deteccion de las distintas modalidades de dolor (Basbaum et al., 2009). Un tercio
aproximadamente de los nociceptores expresa el receptor de la tropomiosina quinasa A (TrkA, del
inglés Tropomiosin receptor kinase A) o receptor del factor de crecimiento nervioso (NGF, del inglés
Neural Growth Factor). Los dos tercios restantes expresan el receptor del factor neurotrofico derivado
de la glia (GDNF, del inglés Glial cell Derived Neurotrophic Factor) o receptor c-Ret. La mayoria de
neuronas adultas TrkA* contienen neuropéptidos, como son la sustancia P (SP) y el péptido relacionado
con el gen de calcitonina (CGRP, del inglés Calcitonin Gene-Related Peptide). Denominadas asi,
neuronas peptidérgicas, son fibras que inervan principalmente musculos y visceras. La poblaciéon no
peptidérgica o c-Ret*, expresa ademas receptores acoplados a proteina G de la familia Mrg, asi como
subtipos de receptores purinérgicos especificos, principalmente P2rx3. Este tipo de nociceptores
inervan generalmente dianas cutaneas (Basbaum et al.,, 2009; Gascon and Moqrich, 2010). Un gran
porcentaje de esta poblaciéon se une a la isolectina B4 (IB4), propiedad que ha permitido su
identificacion rapida, promoviendo asi la divisién de nociceptores peptidérgicos IB4" y nociceptores no
peptidérgicos [B4*. Aunque multiples investigaciones han demostrado que estas distinciones no
siempre son tan claras y categoricas. Analisis recientes del transcriptoma de células somatosensoriales
describen una alta variabilidad génica y aunque permiten determinar distintos tipos de nociceptores,
dichas divisiones no se corresponden siempre con las clasificaciones clasicas anatémicas o moleculares
establecidas (Li et al., 2016; Usoskin et al., 2015).

Desarrollo de los nociceptores

La alta heterogeneidad de los nociceptores viene marcada por una especifica secuencia transcripcional
que conduce a la especificacién de cada linaje a lo largo del desarrollo. Al igual que el resto de células
somatosensoriales, los nociceptores presentes en DRGs y TG se originan a partir de células madre
presentes en la cresta neural o NCC (del inglés Neural Crest Cells) (Liu and Ma, 2011; Marmigere and
Carroll, 2014; Newbern, 2015). Estas células, generadas en las primeras fases de la embriogénesis, se
desarrollan, migran y se especializan de forma altamente regulada por patrones de sefializacién en los
que intervienen factores que incluyen las Wnt/B-cateninas, los factores de crecimiento de fibroblastos
(FGF, del inglés Fibroblast Growth Facton o las proteinas morfogénicas 6seas (BMP, del inglés Bone

Morphogenetic Protein) (Newbern, 2015).

En las primeras fases de la neurogénesis de las células somatosensoriales, el factor de transcripcion
Sox10 es uno de los responsables del mantenimiento del estado multipotencial de las NCC (Kim et al.,
2003). Por el contrario, los factores de transcripcion proneurales Neurogenina 1 (Ngnl) y Neurogenina
2 (Ngn2) son determinantes en la generacion de los linajes neuronales sensoriales (Liu and Ma, 2011;
Marmigere and Carroll, 2014; Marmigere and Ernfors, 2007). De hecho, la falta de estos precursores
conduce a la carencia de DRG como se demuestra en el estudio con dobles mutantes para estos genes
(Ma et al., 1999). Estos dos factores de transcripcion marcan las primeras 2 de las 3 oleadas

transcripcionales que dan lugar a la formacion de las neuronas sensoriales. La expresion de Ngn2
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aparece en la primera oleada siendo el precursor de la mayoria de fibras aferentes mielinizadas, en las
que se incluyen las poblaciones de propioceptores y mecanoreceptores y las fibras ligeramente
mielizadas nociceptivas A8. La expresion de Ngnl en la sequnda oleada, por el contrario, da lugar a
algunas fibras mielinizadas aferentes y la mayoria de las neuronas amielinicas o fibras C nociceptivas
(Liu and Ma, 2011; Ma et al., 1999; Marmigere and Carroll, 2014) (Figura 3). Estas divisiones no son
exclusivas y se ha demostrado cierta plasticidad neuronal en esta fase de desarrollo. Asi células del
linaje Ngnl derivan a propioceptores y mecanorreceptores ante la supresion de Ngn2 y células del
linaje Ngn2 dan lugar a células TrkA* en DRG toracicos y lumbares (Liu and Ma, 2011; Ma et al., 1999).
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Figura 3. Desarrollo y maduracion de neuronas somatosensoriales a partir de las células de la cresta neural (NCC).
Las NCC se dividen en dos subpoblaciones principales con la expresiéon de los factores de transcripciéon Ngnl y
Ngn2. Los precursores Ngn2 generan la mayoria de los nociceptores mielinizados (fibras aferentes Ag), mientras
que los nociceptores no mielinizados (fibras C) se generan a partir de la poblacion precursora Ngnl. Brn3a e Isletl
son los factores que suprimen la expresién de Ngn e impulsan la diferenciacién sensorial. La supervivencia y el
desarrollo de los nociceptores viene marcado por la expresion y la regulacion de la neurotrofina NGF y su receptor
el TrkA. En el caso del linaje dependiente de Ngnl, Runx1 dirige la expresion de TrkA en etapas tempranas y en
etapas mas tardias este mismo factor regula la expresién de TrkA, y promueve la diferenciacién de nociceptores

peptidérgicos y no peptidérgicos (Imagen modificada de Marmigere and Carroll, 2014).
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La transicién desde precursores neuronales a neuronas sensoriales post-mitoticas esta controlada por
la expresiéon de los factores de transcripcion Isletl y Brn3a (Marmigere and Carroll, 2014). Estos
factores parecen actuar juntos para suprimir la expresiéon de Ngnl y Ngn2 e impulsan la diferenciacién
sensorial (Liu and Ma, 2011). En ausencia de estas moléculas, los progenitores sensoriales expresan el
marcador neuronal general BIII-tubulina, pero no logran regular y expresar algunos de los genes
caracteristicos de las neuronas sensoriales (Dykes et al., 2011; Eng et al., 2007; Sun et al., 2008). Con
la consolidaciéon del fenotipo sensorial, las neuronas post-mitoéticas tempranas comienzan a desplegar
programas transcripcionales que las especifican en las diferentes subclases funcionales de neuronas
presentes en el organismo adulto. Estos programas incluyen sefales retrogradas que incluyen
neurotrofinas y otros factores neurotréficos. La importancia de las neurotrofinas en el desarrollo
armonioso de este sistema se ejemplifica por los efectos nocivos de la pérdida, la sobreexpresion o la

mutacién de las neurotrofinas o sus receptores (Marmigere and Carroll, 2014).

El factor de crecimiento nervioso o neurotrofina NGF y su receptor TrkA son los marcadores que en la
segunda y tercera oleada dan lugar a la formacion de los nociceptores (Liu and Ma, 2011; Marmigere
and Ernfors, 2007; Newbern, 2015) (Figura 3). Su expresion se puede dividir en dos fases. Una
temprana que se inicia en el ratéon en el E10.5, originaria del linaje Ngn2, y da lugar a la formaciéon de
las fibras A8 no siendo dependiente de Runxl (factor perteneciente a la familia de factores de
transcripcion relacionados con Runt) (Lallemend and Ernfors, 2012). Una fase mas tardia, alrededor
del E13, se produce desde el linaje Ngnl, dando lugar a la mayor parte de las fibras C (Lallemend and
Ernfors, 2012). A lo largo del desarrollo se observan grandes cambios en la expresion de este receptor.
Aunque se inicia en pocas neuronas en E10.5, aumenta y llega hasta el 80 % de las células en los
estadios E13-E15, pero queda restringido al 30 % de neuronas adultas (Luo et al.,, 2007; Marmigere
and Carroll, 2014). A pesar de la reduccién posnatal del receptor TrkA en favor de la expresion de c-
Ret en estadios adultos (Luo et al., 2007; Molliver et al., 1997), tanto NGF como su receptor resultan
imprescindibles en el desarrollo de los nociceptores. Asi como la falta de TrkA en fase embrionaria
conduce a la carencia total de nociceptores en el adulto, estudios con mutantes condicionales han
demostrado que NGF y TrkA, mas alld de la supervivencia celular, estdn implicados en la correcta
expresion de canales idnicos y neuropéptidos caracteristicos de los nociceptores (Crowley et al., 1994;
Luo et al., 2007; Marmigere and Carroll, 2014; Patel et al., 2000).

El factor de transcripcién Runxl es un factor regulador de la expresioén de TrkA en las fibras amielinicas
C y resulta critico en la diferenciacion de los nociceptores (Lallemend and Ernfors, 2012; Liu and Ma,
2011) (Figura 3). Runxl se expresa en la gran mayoria de neuronas TrkA* (= 90 % en E14.5) poco después
de la expresion de este receptor (Chen et al.,, 2006; Liu and Ma, 2011). Diversas investigaciones han
demostrado que el factor Runxl resulta clave en la distincién de nociceptores peptidérgicos y no
peptidérgicos en etapas mas avanzadas del desarrollo (Chen et al.,, 2006; Kobayashi et al., 2012;
Kramer et al., 2006; Yoshikawa et al., 2016) (Figura 3). Asi, Runx1 resulta necesario para la expresién
de c-Ret y la supresion de la expresion de TrkA y CGRP generando los nociceptores no peptidérgicos
(Chen et al., 2006), pero su expresion parece ser también un requisito en el establecimiento de los
nociceptores peptidérgicos (Kramer et al., 2006). La expresién del receptor para ATP P2rx3, el canal
de sodio Navl.9 y una docena de canales Mrg en las fases finales del desarrollo dependen de Runxl
(Chen et al., 2006; Marmigere and Ernfors, 2007). Asimismo, se requiere la expresion transitoria de
Runxl1 en nociceptores peptidérgicos para la expresion de receptores de potencial transitorio (TRP),
entre los que se incluyen TRPM8, TRPA1, TRPV1 y TRPV2 (Marmigere and Carroll, 2014). Runxl, sin
embargo, es prescindible o suprime la expresién de canales idnicos y receptores como por ejemplo los
canales i6nicos sensibles al acido (ASIC1-3), el receptor opioide mu (MOR) y el canal de sodio Navl1.8

(Chen et al., 2006). Esta dual dependencia para la generaciéon de las fibras C peptidérgicas y no
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peptidérgicas, que en principio resultaria mutuamente excluyente, promueve la idea de que este factor

tiene un papel pivotante a lo largo del desarrollo de los nociceptores (Marmigere and Ernfors, 2007).

La identidad molecular final de cada nociceptor viene definida por la miriada de canales iénicos y
receptores presentes en él, que ademas muestran dos particularidades notables (Basbaum et al., 2009).
La primera resulta en la expresiéon conjunta o mutuamente excluyente de estos canales y receptores.
Por ejemplo, mientras que los receptores MrgprD se expresan exclusivamente en nociceptores no
peptidérgicos, asi como el canal de potencial transitorio TRPA1 s6lo en nociceptores peptidérgicos, el
canal i6nico TRPMS8 se expresa en ambos tipos de nociceptores (Dong et al., 2001; Hjerling-Leffler et
al., 2007; Liu and Ma, 2011).

La segunda particularidad se corresponde con la expresion de estos canales y receptores siguiendo un
complejo control temporal desde las primeras fases de desarrollo embrionario hasta fases postnatales
mas avanzadas (Liu and Ma, 2011; Woolf and Ma, 2007). Por ejemplo, los canales de calcio
dependientes de voltaje aparecen ya en estadios E11.5 y el canal TRPV1 es funcional en E12.5. Mientras,
el canal TRPAI no se expresa hasta estadios posnatales y no se detecta su funcionalidad hasta P7
(Hjerling-Leffler et al., 2007). El fenotipo final de los nociceptores es dependiente de las diferentes
combinaciones de factores presentes en cada una de las vias de senalizaciéon (Liu and Ma, 2011;
Marmigere and Ernfors, 2007). Diversos estudios muestran que los canales y receptores de los
nociceptores se pueden dividir entre los dependientes y los no dependientes de Runxl. A su vez, dentro
de los dependientes de Runxl se dividen en (1) los dependientes de c-Ret, (2) los no dependientes de c-
Ret y dependientes de TrkA y (3) los no dependientes de c-Ret ni TrkA (Lallemend and Ernfors, 2012;
Luo et al., 2007; Woolf and Ma, 2007). Todo ello da muestra del intricando sistema de sefnalizacién
temporal y espacial necesario para la correcta formacién de las neuronas sensoriales en general y de

los nociceptores en particular.

Receptores de potencial transitorio (TRP) en la nocicepcion

Como ya se ha mencionado, la capacidad de respuesta ante la amplia variedad de estimulos nocivos
viene dada por la elevada heterogeneidad de transductores. Los canales ASIC 1-3, el receptor P2rx3,
los canales de sodio dependiente de voltaje como el Navl.7, Navl.8 o el Navl.9, los canales de calcio
dependientes de voltaje o los receptores Mrg son sélo algunos ejemplos responsables de la excitabilidad

neuronal y de la generacion de los potenciales de accién ante estimulos nocivos.

Dentro de la amplia variedad de detectores identificados, la familia de los canales i6nicos TRP (del
inglés Transient Receptor Potencial) constituye uno de los principales grupos de transductores
moleculares en el sistema somatosensorial. La identificacién del canal TRP fundador de esta gran
familia se produjo en Drosophila melanogaster, a partir de estudios de fototransduccién en los que
ejemplares mutantes presentaban cambios de potencial de membrana transitorios en respuesta a luz
brillante (Cosens and Manning, 1969; Minke, 2010; Montell and Rubin, 1989). A partir de éste son
muchos los miembros que se han descrito de esta familia. Actualmente en mamiferos se han
identificado hasta 28 canales idénicos que se han clasificado en seis subfamilias segiin la homologia en
su secuencia de aminoacidos: canoénico (TRPC), vaniloide (TRPV), anquirina (TRPA), melastatina
(TRPM), policistina (TRPP) y mucolipina (TRPML) (Flockerzi and Nilius, 2014; Venkatachalam and
Montell, 2007).



Receptores de potencial transitorio (TRP) en la nocicepcién

Estructuralmente todos presentan una conformacién similar donde la unién de 4 subunidades iguales,
homotetrameros, componen el canal iénico, aunque también se han descrito algunos heterotretdmeros.
Cada subunidad o monoémero, presenta 6 dominios transmembrana, con el segmento entre los
segmentos transmembrana 5 y 6 configurando el poro del canal. Los extremos N y C terminal, ambos
intracelulares, varian en numero de aminoacidos y estructuras funcionales siendo estas estructuras las
responsables concretas de la configuracién de las distintas subfamilias (Latorre et al., 2009). Por
ejemplo, las subfamilias TRPC, TRPA, TRPV y TRPN presentan entre 4 y 30 repeticiones en tandem
de dominios de anquirina, implicados en la interaccién proteina — proteina. Los miembros de TRPC,
TRPM, TRPP y TRPV contienen bien en el N o el C terminal dominios en espiral (coiled coil) implicados
en el ensamblaje de los complejos homoméricos y heteroméricos. Ademas, se ha descrito en las
subfamilias TRPC, TRPV y TRPM una region altamente conservada en el C-terminal, denominada “TRP
box” o dominio TRP implicada en la apertura y cierre del canal asi como en el ensamblaje de los

homomeros (Garcia-Sanz et al., 2004; Garcia-Sanz et al., 2007).

Los TRP son canales catioénicos no selectivos, pero con una relativamente alta permeabilidad a Ca?*. Se
localizan en practicamente todos los tejidos y tipos celulares, principalmente en membrana plasmatica
pero también en membrana de organelas intracelulares (Salido et al.,, 2009; Venkatachalam and
Montell, 2007). Por otra parte, muchos de los canales TRP son polimodales, es decir, son activados y
modulados por una amplisima variedad de estimulos quimicos (endégenos y exégenos) asi como fisicos

(temperatura, voltaje, presion, etc.)(Moran and Szallasi, 2018; Nilius and Szallasi, 2014).

Esta vasta distribucion y su caracter polimodal van ligados a la plétora de funciones que estas proteinas
de membrana llevan a cabo. Se ha demostrado su vinculacién con la secrecién de saliva, la regulacién
cardiovascular, el tono muscular, la regulacion de la presién arterial, la homeostasis de Ca?* y Mg?, la
polaridad celular o la adhesién celular (Clapham, 2003; Montell, 2005; Venkatachalam and Montell,
2007). Aunque mayoritariamente estos canales i6nicos se han vinculado con la transduccién sensorial.
Estan implicados en la visién, el tacto, el olfato, la deteccién de feromonas, la osmorregulacién, la
percepcién de la temperatura y la percepcién del dolor (Clapham, 2003; Jardin et al., 2017; Julius,
2013; Venkatachalam and Montell, 2007). De hecho, la relacion de estos canales con la
termorregulacion y el dolor ha sido en parte la responsable del creciente interés en los TRPs (Minke,
2010).

Funcionalmente se puede establecer subconjuntos diferentes a los que establece la clasificacién
estructural de subfamilias. En este sentido, el conjunto de TRP sensibles a temperatura nociva y no
nociva ha establecido el subconjunto denominado termoTRPs (Fernandez-Carvajal et al., 2011; Mickle
et al., 2015; Patapoutian et al., 2003; Vay et al., 2012). En este grupo encontramos miembros de las
subfamilias TRPV (TRPV1 - 4), TRPM (TRPM3 y TRPMS8) y TRPAI (Gnico miembro de la subfamilia
TRPA) (Figura 4).



INTRODUCCION

I wn

o)

O

Mostaza/AITC w
Rébano picante Preanenclona o3
Ajo/Alicina 9 S @
Canela/cinamaldehido Anandamida -8 E
Humo de cigarrillo Metabolitos lipidicos Alcanfor E 2
Icilina Mentol Esteres de forbol Eugenol O O

ROS Iclina || Presién osmética Vaniloides <E
Fuerzas mecénicas ||Eucaliptol| | Fuerzas mecanicas sintéticos =]
~ o

A} N 1 \ N\ -

Exterior

) B

£

Citosol

A

190 ’ D
(’f:lTRPM ({/trPue

max|ass«,

Magnitud de

activacién del canal idnico
Temperatura como
activador del canal idnico

Temperatura (°C)

Figura 4. Clasificacion de los canales TRP termosensibles implicados también en la nocicepcion. En la parte superior
en cajas se sefnalan los activadores quimicos y mecanicos de cada TRP, representado con la conformacion estructural
de sus mondémeros. Todos ellos con dominio TRP en el C-terminal y numerosas repeticiones de anquirina en TRPA1
y pocas repeticiones de anquirina en los TRPV, ausentes en TRPM en el N-terminal. En la parte inferior se
representa la magnitud de activacién de cada canal por un rango de temperaturas que va de nocivas frias a nocivas

calidas (Imagen modificada de Mickle et al., 2015).

Todos los termoTRPs son polimodales y son activados por una amplia variedad de estimulos fisicos y
quimicos. Ademas de la temperatura, el pH, la osmolaridad, compuestos endoégenos, moléculas
inflamatorias y productos naturales controlan su actividad (Dai, 2016; Moran and Szallasi, 2018; Nilius
and Szallasi, 2014). De hecho, los compuestos naturales como la capsaicina, el mentol y el
cinamaldehido se han utilizado comtnmente para explorar y comprender el papel de estos canales en

la nocicepcién y el dolor (Basbaum et al., 2009; Julius, 2013) (Figura 4).

La vinculacién de estos termoTRP con la nocicepcién ha sido largamente explorada (Bandell et al.,
2007; Fernandez-Carvajal et al., 2011; Mickle et al., 2015, 2016; Patapoutian et al., 2009; Vay et al.,
2012), asi como su relacion con patologias de dolor crénico como la osteoartritis, el dolor neuropatico
o la migrania (Dussor et al., 2014; Mickle et al., 2015, 2016).

En numerosas ocasiones se han considerado como potenciales dianas terapéuticas y se ha investigado,
descrito y testado a través de ensayos clinicos diversos compuestos que han tratado de regular su
actividad (Ferrer-Montiel et al., 2012; Kaneko and Szallasi, 2014; Mickle et al., 2016; Yekkirala et al.,
2017).



Receptores de potencial transitorio (TRP) en la nocicepcién

TRPV1

TRPV1 es el canal dentro del grupo de los termoTRPs mas estudiado y mejor caracterizado (Bevan et
al., 2014; Mickle et al., 2015). Su descubrimiento es un claro ejemplo de los esfuerzos llevados a cabo
para dilucidar los mecanismos de transduccién del dolor. Aunque durante la mitad del siglo XX diversas
investigaciones dieron a conocer los efectos de la capsaicina en las neuronas sensoriales (Dray, 1992;
Lynn, 1990) no fue hasta la clonacién de TRPV1 (a partir de bibliotecas de ADN copia de neuronas
sensoriales de ratones) que se consigui6 identificar el receptor de capsaicina y el primer canal TRP
vaniloide (TRPV) (Caterina et al., 2006; Caterina et al., 1997). Este importante hallazgo sirvié como
catalizador y propicié el descubrimiento de toda una serie de canales TRP implicados en la nocicepcién
(Mickle et al., 2016).

TRPV1 se expresa en los terminales centrales y periféricos de las neuronas sensoriales somaticas y
viscerales de pequeno tamano (fibras C), asi como en una menor proporcién de las neuronas sensoriales
de tamaro medio poco mielinizadas (fibras A8) en ganglios de la raiz dorsal, ganglios del trigémino y
ganglios vagales (Caterina et al., 1997; Kobayashi et al., 2005). Es detectado tanto en poblaciones
neuronales peptidérgicas como no peptidérgicas pero con una clara predominancia de las primeras
(Cavanaugh et al., 2011a). TRPV1 también se ha detectado en diversas areas del sistema nervioso
central de forma mas o menos restringida (Cavanaugh et al., 2011b), en el musculo liso arteriolar
(Cavanaugh et al., 2011b), urotelio de vejiga o queratinocitos humanos (Bevan et al., 2014; Caterina et
al., 2006).

La estructura de TRPV1 sigue el patron del resto de canales TRP, con seis dominios transmembrana,
seis repeticiones de anquirina en el extremo N-terminal y el domino TRP en el C-terminal, ambos

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

El gen Trpvl humano esta ubicado en el cromosoma 17pl3, organizado en 17 exones que codifican una
proteina de 839 aminoacidos. En el ratén, el gen se sitta en el cromosoma 11 (banda 4), dividido en 16
exones. Resulta un gen altamente polimoérfico del que se han detectado hasta 5 variantes distintas en
raton, ademas de un gran numero de polimorfismos en un tnico nucleétido (SNP) que varian a lo largo
de 21 cepas de ratén genotipadas por distintos consorcios (Dorfman et al, 2010)
(http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1341787). En modelos murinos se han podido describir
tres variantes de este canal: VR.5’sv, TRPV1b(beta) y TRPV1var (Schumacher and Eilers, 2010) (Figura

5). Las dos primeras presentan alteraciones en el N-terminal de TRPV1 por la pérdida de secuencias

mas o menos grandes (60 aminoacidos o 10 aminodacidos respectivamente). Ambas carecen de
respuesta a capsaicina y se ha propuesto que funcionalmente actian como reguladores negativos del
canal i6nico completo (Donaldson and Beazley-Long, 2016; Schumacher and Eilers, 2010). La tercera
variante descrita se corresponde con un fallo en la eliminacién del exén 5 lo que conduce a la traduccion
de una porciéon del N terminal sin las regiones transmembrana ni C-terminal. A nivel funcional se ha

descrito que podria modular la respuesta de TRPV1 (Schumacher and Eilers, 2010).
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TRPV1b (beta) D TRPV1var

Figura 5. Comparativa estructural entre la configuracion funcional completa de TRPV1 y sus variantes. A) Estructura
de TRPV1 funcional con presencia de repeticiones de anquirina en el N-terminal y el dominio TRP (TRP box) en el
C-terminal de la proteina. B) Estructura de la variante VR-5’sv. Estructura similar al TRPV1 funcional salvo por la
regién N-terminal, que retiene s6lo una pequenia porcién del tercer dominio repetido de anquirina. C) Estructura de
la variante TRPV1b. Idéntica a TRPV1 excepto por la delecion parcial del tercer dominio repetido de anquirina y la
secuencia polipeptidica adyacente. D) Estructura de la variante TRPVlvar. Carece por completo de regiones
transmembrana y regiones intracelulares C-terminales. TRPVlvar codifica una regién intracelular N-terminal
truncada que retiene el primer dominio de repeticién de anquirina (Imagen adaptada de Schumacher and Eilers,
2010).

TRPV1 es un canal altamente polimodal sensible a diferentes estimulos fisicos y quimicos, incluido el
calor nocivo (> 43°C), pH 4cido extracelular (< pH 6,0), pH basico intracelular (> pH 7,8), voltaje,
vaniloides externos (capsaicina, piperina), canabinoides, diferentes toxinas derivadas de animales
(resiniferotoxina), endovaniloides (anandamida), endocanabinoides, alcaloides o lipidos. Distintos
componentes de la sopa inflamatoria (bradiquinina, citoquinas, ATP, etc.) actian de forma conjunta
reduciendo el umbral de activaciéon del canal, aumentan su expresiéon y movilizan los canales a
membrana plasmatica (Camprubi-Robles et al., 2009; Patapoutian et al., 2009). Ademas, TRPV1 puede
modularse a través de la fosforilacién por quinasas u otros factores metabdlicos, asi como por lipidos
que en conjunto promueven su actividad y su expresion en membrana (Bevan et al., 2014; Caterina et
al., 2006; Ciardo and Ferrer-Montiel, 2017; Dai, 2016; Jardin et al., 2017; Julius, 2013).

Los estudios sobre TRPV1 con el empleo de agonistas y antagonistas, asi como los modelos que carecen
de TRPVI1 funcional (modelos knock-out) para este canal indican que TRPV1 es esencial para la
sensacion de dolor y la hiperalgesia térmica inducida por una lesién tisular. Por ejemplo, la aplicacion
intradérmica o tépica de capsaicina provoca, ademas de eritema y dolor ardiente, hiperalgesia térmica
y mecanica, asi como alodinia. En modelos animales la inyecciéon de capsazepina, un antagonista de
TRPV1, atentia los comportamientos de hiperalgesia térmica inflamatoria. Ademas, los ratones knock-
out para TRPV1 no muestran cambios en la respuesta a temperaturas nocivas, pero si atentian de forma
muy marcada la hiperalgesia térmica provocada por mediadores inflamatorios (Caterina et al., 2000;
Davis et al., 2000; Mickle et al., 2015; Moore et al., 2018). También en modelos animales se ha
demostrado que tanto la carencia de TRPV1, como su bloqueo farmacologico pueden reducir los
sintomas similares a la artritis (Barton et al., 2006). El conjunto de estas observaciones ha provocado
el desarrollo de antagonistas y agonistas de TRPV1 como analgésicos eficaces de nueva generacion para
multiples patologias relacionadas con el dolor inflamatorio (Bhattacharya et al., 2010; Mickle et al.,
2015, 2016; Yekkirala et al., 2017).

En la relacion de TRPV1 con el dolor neuropatico, uno de los cambios mas patentes resulta en la
disminucion de la expresién de TRPV1 ante una lesion axonal periférica, por ejemplo, en la neuropatia
diabética. Ademas, se ha demostrado que tanto con la inhibicién farmacologica como con los ratones

TRPV1 knock out los comportamientos de dolor en diversos modelos de dolor neuropatico se ven
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ampliamente reducidos (Dai, 2016). A este respecto, aunque se ha testado algunos compuestos en

ensayos clinicos, esta ain por demostrarse su efectividad en este tipo de dolor (Mickle et al., 2016).

La vinculacién de TRPV1 con el dolor visceral (intestino irritable o disfuncién neurogénica de la vejiga,
por ejemplo), el cancer de hueso o la migrafia también han sido y son ampliamente investigadas (Mickle
et al., 2015, 2016). Asi, el silenciamiento o inactivacién de TRPV1 atentian el dolor en la distension
colorrectal y puede disminuir la gravedad de la enfermedad. Ademas, al igual que en la cistitis, se
produce una disminucién de comportamientos asociados al dolor en ratones knock out de TRPV1. Sin
embargo, aun no se conoce el mecanismo de estas relaciones. Algo similar ocurre con el dolor en el
cancer. Aunque diversos estudios muestran el papel integral de TRPV1 en el cancer de hueso, atin no
se conoce el mecanismo exacto y se hipotetiza que es el microambiente inflamatorio junto con la acidez
asociada a la regién tumoral la que produciria la sensibilizaciéon de TRPV1. En el caso de la migrana, se
ha demostrado que antagonistas de TRPV1 alivian los sintomas migranosos hipotetizandose que la
inhibicion del canal reduce la liberacién de neuropéptido CGRP, critico en el desarrollo de la excitacion
trigémino-vascular (Dussor et al., 2014; Eid, 2011). Sin embargo, todas estas vinculaciones, mas o
menos indirectas han de ser estudiadas mas profundamente para el desarrollo de terapia analgésicas
efectivas (Jardin et al., 2017; Mickle et al., 2016).

A pesar de los numerosos esfuerzos en la busqueda de terapias analgésicas que han llevado al desarrollo
de nuevos compuestos antagonistas a los canales TRP en general y TRPV1 en particular (Mickle et al.,
2016; Yekkirala et al.,, 2017) resulta indudable la necesidad de aumentar el conocimiento en los
mecanismos que median en los distintos estados del dolor (Luo, 2012) para desarrollar terapias mas

eficaces.

Modelos animales

En el campo de la investigacién médica, los estudios en modelos animales han resultado clave, y en
ocasiones imprescindibles, para el desarrollo de nuevos tratamientos. Tanto para el desarrollo de
hipétesis y pruebas de concepto como la validacién de mecanismos de accién o pruebas de seguridad
y/o eficacia, los modelos animales resultan criticos en el avance de la farmacologia y de la terapia
analgésica (Doyle et al., 2012; Freichel et al., 2011; Mogil et al., 2010; Sexton et al., 2018). Aunque sin
duda, los avances en la generacion de modelos no habrian sido posibles sin el desarrollo y la aplicacién
en paralelo de las distintas técnicas genéticas. Estas han permitido dibujar y profundizar en aspectos

muy relevantes de la percepcion del dolor (Akopian, 2013; Lariviere et al., 2001; Molet and Pohl, 2013).

Por ejemplo, los métodos de clonacién han permitido la identificacién de nuevos factores de
transcripcién, proteinas del citoplasma, receptores y canales idnicos que participan en la generacién,
modulacién y propagacién de los potenciales de accion a lo largo de las vias de la nocicepcion (Akopian,
2013). Desde sus inicios en las décadas de los 70 y 80, la evolucién de los métodos de clonacién ha
dado lugar a diversos hitos en la compresiéon de los mecanismos moleculares y celulares de la
transduccién. Por ejemplo la identificacién del canal iénico TRPV1 ya mencionada (Basbaum et al.,
20009; Caterina et al., 1997; Chen et al., 2013) o del receptor purinérgico P2rx3, el primer canal clonado
especificamente para el procesamiento nociceptivo. Otro muchos canales como los canales de sodio
dependientes de voltaje (Navl.8), los canales idnicos de deteccion de pH ASIC 1 y 3 o los
mecanoreceptores Piezo 1 y 2 han podido identificarse con el desarrollo de los métodos de clonacién
(Akopian, 2013).
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Por otra parte, el desarrollo de modelos animales modificados genéticamente ha abierto las puertas al
conocimiento de la fisiologia, el desarrollo y la patologia de distintos mecanismos implicados en la
nocicepcién. La particularidad de la generacién de estos animales modificados es que la evaluacién es
posible a distintos niveles, desde la bioquimica hasta el comportamiento pasando por la biologia celular
y la fisiologia (Molet and Pohl, 2013).

En la generacién de animales modificados genéticamente el procedimiento mas simple comprende la
inyeccién directa de ADN exdgeno en gametos o cigotos. La capacidad de manipulacién de retrovirus
ha permitido, por su parte, la introduccién de forma mas sofisticada de mayores cantidades de ADN
exogeno. En ambos casos, el principal problema de estas practicas es la integracién aleatoria en el
genoma del material introducido. Fue a partir de los afilos 80 cuando se desarrollé la generacién de
modificaciones a partir de la recombinaciéon homologa, lo cual permitié la integracién del material

exogeno de forma controlada (Bouabe and Okkenhaug, 2013; Freichel et al., 2011).

Dentro de las multiples estrategias y metodologias en la generaciéon de animales transgénicos, los
principios basicos se fundamentan en la introduccién de genes exdgenos o en la modificacion de los
genes endogenos. En el primer caso, la introduccién de genes suele conducir a la ganancia de la funcién,
ya que se suman la actividad del gen endégeno funcional y la del transgen, generalmente también
funcional. En el segundo caso, la inactivacién es la modificacion mas habitual, ya que la mayoria de
modificaciones se orientan a interrumpir la actividad del gen endoégeno (Doyle et al., 2012; Mogil and
Grisel, 1998; Mogil et al., 2000). Para la investigaciéon de las vias de sefializacion del dolor el método
mas empleado, con diferencia, ha sido el del desarrollo de animales con inactivacién de genes

enddgenos, pérdida de funcion o knock-out (Mogil and Grisel, 1998; Mogil et al., 2000).

Algunos ejemplos son los animales deficientes para las neurotrofinas y sus receptores (NGF/TrkA y
p75), los mediadores periféricos de la nocicepciéon e hiperalgesia (Interleuquina 6, receptores de
bradiquinina o receptor de sustancia P entre otros), los receptores opiodes (§ o p), los receptores
adrenérgicos o las moléculas intracelulares como las fosfoquinasas A y C (PKA y PKC) revisados en
Mogil and Grisel (1998). Practicamente con cada nuevo receptor o canal i6nico identificado o vinculado
a la nocicepcion se ha creado un animal knock-out (Patapoutian et al., 2009). En el caso de los canales
TRP los modelos de pérdida de funcién ha sido la estrategia mas ampliamente seguida por los distintos
grupos de investigacion (Flockerzi and Nilius, 2014). Asi podemos encontrar modelos knock-out para
TRPV1 (Caterina et al.,, 2000), TRPV2 (Park et al., 2011), TRPA1 (Bautista et al., 2006; Kwan et al.,
2006) o TRPMS (Bautista et al., 2007; Colburn et al., 2007). Desde hace una década existe una base
de datos online que recoge de forma actualizada los distintos modelos transgénicos desarrollados
implicados en la percepcién del dolor (http://www.jbldesign.com/jmogil/enter.html) (Lacroix-Fralish et

al., 2007) dado el crecimiento exponencial de los mismos.

Sin embargo, los modelos de pérdida de funcién o knock-out presentan ciertas limitaciones. Una de las
criticas mas comunes se debe a que posibles efectos compensatorios por la pérdida de un gen pueden
enmascarar el fenotipo. Por otro lado, como ocurria con los primeros modelos knock-out para NGF o
TrkA, la ausencia de un gen clave en el desarrollo de forma homocigota puede resultar letal, haciendo
inviable el estudio del modelo (Freichel et al., 2011; Mogil and Grisel, 1998; Wolfer et al., 2002). La
creacién de animales transgénicos condicionales o inducibles, que ofrecen una restricciéon regional
(tejidos especificos) o temporal (en determinados momentos del desarrollo), han permitido solventar

en buena medida estos problemas (Doyle et al., 2012; Freichel et al., 2011; Lariviere et al., 2001).

En oposicién a la eliminacién de la expresion de genes, aunque basandose en las mismas estrategias
genéticas clasicas y/o condicionales, se configuran los animales knock-in (Doyle et al., 2012; Freichel

et al., 2011). Estos modelos introducen en las células o en el organismo bien un marcador para la
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localizacién de la expresién del gen de interés, bien mutaciones funcionales para simular una
sobreexpresién o una patologia. En el campo de la nocicepcion, los modelos knock-in se han
desarrollado principalmente para delimitar la expresién de los canales i6nicos o los receptores
implicados en la transduccién del dolor. El gen bacteriano para la beta-galactosidasa (LacZ) o la
fosfolipasa alcalina fueron de los primeros marcadores empleados en los modelos de ratén. En términos
generales, el marcador es expresado bajo la regulacién del promotor del gen de interés permitiendo la
localizacién de la expresion de dicho gen. Algunos ejemplos los encontramos con el modelo TRPMS8
(Colburn et al., 2007) marcado con LacZ, TRPA1 marcado con la fosfolipasa alcalina (Kwan et al., 2006)

o TRPV1 marcado con ambos (Cavanaugh et al., 2011a; Cavanaugh et al., 2011b).

Sin embargo, en los ultimos afos, las proteinas fluorescentes han surgido como una potente alternativa
a los otros tipos de marcadores. La posibilidad de su visualizacién no invasiva y la monitorizacién en
tiempo real in vitro e in vivo las han convertido en marcadores de interés. A partir de la proteina
original, la proteina fluorescente verde (GFP), se han disefiado varios mutantes mas termoestables, con
la fluorescencia mejorada y diferentes variantes espectrales (Miyawaki et al., 2005; Shaner et al.,
2007). Otros ejemplos de proteinas fluorescentes empleadas habitualmente son la proteina
fluorescente amarilla (YFP), la proteina fluorescente azul (CFP) o proteinas fluorescentes con
cromoforos rojos como la mRFP o el dimero en tdndem tomate (tdTomato) (Freichel et al., 2011). El
abanico de marcajes de distinto espectro combinado con la proliferaciéon de animales condicionales
para los diferentes genes de interés abre enormes posibilidades en la creacién de zoos que permitan
entender la compleja fisiologia de canales idnicos como los TRPs (Wyatt et al., 2017). Algunos ejemplos
de modelos marcados con proteinas fluorescentes son el de TRPM8 con GFP (Dhaka et al., 2008) o
TRPV1 con dtTomato (Goswami et al., 2014; Mishra et al., 2011). En este punto, cabe mencionar el
proyecto GENSAT (Atlas de expresion de genes del sistema nervioso, del inglés Gene Expression

Nervous System Atlas) (http://www.gensat.org/index.html). GENSAT es un proyecto ideado para la

generacion de transgénicos condicionales, asi como transgénicos marcados con la GFP cuyo objetivo es
mapear la expresion de distintos genes en cerebro y sistema nervioso. Dentro de la base de datos de su
pagina web es posible localizar y adquirir modelos de marcaje con GFP para canales iénicos y receptores

presentes en el sistema nervioso y relacionados con el dolor.

La generaciéon de un modelo animal, en ocasiones denominado “knock-add-on” va un paso mas alla
respecto a los modelos knock-in de marcaje. El marcador, generalmente una proteina fluorescente, se
introduce en el marco de lectura de la proteina de interés, lo cual conduce a la expresiéon de una
proteina modificada (Freichel et al., 2011). Este tipo de modelos permiten la identificacién y
localizacién de la expresién de un determinado gen. Pero ademas, permiten el estudio del transporte a
membrana o cambios en la expresién de la proteina de interés a tiempo real, in vitro e in vivo bajo
condiciones fisiologicas y fisiopatolégicas (Freichel et al, 2011). Actualmente, los ejemplos de
generacion de este tipo de modificaciones en proteinas de membrana son escasos. El primer ejemplo
descrito fue el de la generacion del receptor §-opioide marcado fluorescentemente (Scherrer et al.,
2006), y todas las publicaciones derivadas de la creacién de este modelo muestran el potencial del
mismo. Este modelo ha permitido el estudio de la expresién y la funcionalidad de este receptor, asi
como el analisis de respuestas ante estimulos endégenos y exégenos tanto en condiciones fisiologicas
como patologicas (Ceredig and Massotte, 2014; Gendron et al., 2015). Basandose en la misma estrategia
que para el receptor §-opioide se han desarrollado también modelos knock-add-on para el receptor mu-
opioide (Erbs et al., 2015), el canal de calcio 3.2 (Cav3.2) (Francois et al., 2015) o los receptores de
galanina 1y 2 (Kerr et al., 2015).
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No se tiene constancia de que este tipo de modelos se hayan desarrollado para ningiin termoTRPs. Sin
embargo, éstos posibilitarian la localizacién de los termoTRPs implicados en la nocicepcién y la
identificaciéon de poblaciones celulares. Pero, ademds, aumentarian la compresiéon de mecanismos
reguladores ante diferentes estimulos, la identificaciéon de heterémeros o la interacciéon con otras
proteinas. Todo ello, ademas de ampliar el conocimiento actual en los procesos moleculares y celulares

que los involucran, posibilitaria disefar y desarrollar mejores farmacos.

CRISPR-Cas9

Las técnicas genéticas en el campo de la investigacion del dolor han sido empleadas abundantemente
tanto en la clonacién de proteinas implicadas en la transduccion del dolor como en la generacién de
animales transgénicos (Freichel et al., 2011; Sexton et al., 2018; Sun et al., 2016). En este sentido, la
aparicion de nuevas técnicas de modificacién genética como las nucleasas con dedos de zinc (ZFN, del
inglés Zinc-Finger Nuclease), las nucleasas efectoras de tipo activador de transcripcién (TALEN, del
inglés Transcription Activator-Like Effector Nuclease) o las repeticiones palindrémicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR, del inglés Clustered Regularly Interspaced Short

Palindromic Repeats) estan redefiniendo los limites de la investigacion biologica.

En concreto, el sistema CRISPR es el que en el ultimo lustro se esta perfilando como la tecnologia de
modificacién genética por excelencia dada su mayor eficiencia y especificidad respecto a sus
competidoras (Hay et al., 2017). En el campo de la investigacién del dolor el potencial de esta tecnologia
se fundamenta en la posibilidad de crear modelos tanto en linea germinal como a nivel somatico con
mutaciones puntuales, deleciones, inserciones o reordenamientos cromosémicos de forma mas simple

y rapida que las técnicas de modificacién genética clasicas (Sun et al., 2016).

El sistema CRISPR/Cas se corresponde con un tipo de sistema inmune adquirido presente en arqueas
y bacterias (Mojica et al., 2009). Aunque su evolucién y diversidad es extensa (Makarova et al., 2011;
Makarova et al., 2015), su uso en la ediciéon del genoma de mamiferos se ha centrado en el tipo dos,

formado por la endonucleasa Cas9 para la ingenieria del genoma (Jinek et al., 2012; Ran et al., 2013b).

El sistema CRISPR/Cas9 se fundamenta en una secuencia de ARN guia quimérica (ARNsg), formada
por la fusién de las secuencias ARNcr y ARNtracr, capaz de guiar a la endonucleasa Cas9 hacia una
secuencia diana, dénde ésta ultima creara una rotura de doble cadena en el ADN. El ARNcr se
corresponde con una secuencia de unos 20 nucleotidos y finaliza con una secuencia denominada de
motivo adyacente protoespaciadora (PAM, del inglés Protospacer Adjacent Motif). Esta secuencia PAM
se compone de 3-5 nucleodtidos generalmente y resulta especifica para la bacteria de la que Cas9 es
originaria (5-NGG-3’ para la enzima Cas9 de Streptococcus pyogenes, por ejemplo). El ARNtracr es una
secuencia permanente cuya fusién con el ARNcr conforma el ARNsg y hace posible el reconocimiento
del éste ultimo por la Cas9. La secuencia genémica homologa a la secuencia ARNcr con la secuencia
PAM es cortada por el complejo Cas9-ARNsg en la hibridacion ADN:ARN (Figura 6).



CRISPR-Cas9

Cas9 Nucleasa
S. pyogenes

Figura 6. Esquema del complejo CRISPR/Cas9. La endonucleasa Cas9 de S. pyogenes (estructura en marrén) forma
un complejo con el ARNsg (en azul). El corte de la Cas9 se produce en la secuencia genémica homéloga (en verde)
a la secuencia diana del ARNsg 3 nucleotidos aguas arriba de la secuencia PAM (en rojo) (Imagen adaptada de
Schildkraut et al., 2017).

La doble rotura en el ADN genémico producida por la Cas 9 a 3 nucleétidos aguas arriba de la secuencia
PAM activa los mecanismos celulares de reparacién de ADN. Los dos mecanismos principales son el
sistema de reparacién NHEJ (Non-Homologus End Joining) y el sistema de reparacién HR (Homologous
Recombination). El primero es el que se activa mas frecuentemente y habitualmente genera
mutaciones aleatorias en el punto de la reparaciéon creando inserciones y deleciones no controladas. El
segundo sistema se activa mas raramente, requiere de una secuencia molde para la reparacién y da la
posibilidad de crear mutaciones puntuales o inserciones dirigidas a través de la secuencia molde. En
ambos casos, las mutaciones producidas pueden llevar al silenciamiento o activacién, represiéon o

expresion de genes de interés de forma focalizada a través de las secuencias diana.

El crecimiento y uso de esta tecnologia de edicién genética desde su apariciéon esta teniendo un
crecimiento exponencial (Adli, 2018; Ledford, 2015). Sin embargo, los estudios de CRISPR en DRG se
han limitado por el momento a la investigacién de la expresion y diversificacién de Runx3 en el
desarrollo neuronal (Appel et al, 2016) y a la edicién del epigenoma como estrategia para la
neuromodulacién (Stover et al., 2017). A pesar de ello, el potencial de esta tecnologia para el desarrollo
de modelos neuronales patoldgicos, para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas asi como
la investigacién en el dolor estdn ampliamente aceptados (Feng et al., 2018; Hay et al., 2017; Kolli et
al., 2018; Powell et al., 2017; Sun et al., 2016).
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Modelos celulares

Los cultivos neuronales primarios han supuesto la base para responder preguntas basicas de la
neurobiologia y del neurodesarrollo. Su capacidad para retener buena parte de las caracteristicas de
neuronas in vivo ha permitido el estudio de la formacién y elongacién de neuritas, la formacion de
sinapsis, la liberaciéon de neurotransmisores, la sefalizaciéon de factores neurotroéficos y el transporte
de proteinas intracelulares (Malin et al., 2007; Melli and Hoke, 2009; Owen and Egerton, 2012). En
el caso de los DRG, el cultivo primario de neuronas sensoriales se puede llevar a cabo a partir de
distintas especies y en distintos estadios del desarrollo (embrionario, neonatal o adulto) (Malin et al.,
2007). Asi, este tipo de cultivo ha permitido el estudio electrofisiolégico y farmacolégico, bajo
condiciones muy controladas, tanto de la respuesta a distintos estimulos fisicos y quimicos, como la
liberacién de neurotransmisores o como la transducciéon de senales nocivas, ayudando, ademas, a la
identificacion de mediadores del dolor en la superficie celular (Melli and Hoke, 2009; Wang and Wang,
2003).

A pesar del extendido uso de los cultivos primarios en la investigacién del dolor, éstos presentan una
serie de limitaciones importantes que han de considerarse. El limitado nimero de células del que se
dispone hace inviable, por ejemplo, el cribado de alto rendimiento de compuestos farmacologicos.
Ademas, la supervivencia del cultivo resulta limitada en el tiempo. El aislamiento celular resulta un
proceso técnico y que puede consumir bastante tiempo. La heterogeneidad del tejido, y la necesidad
ocasional del aislamiento de los distintos tipos celulares puede resultar problematico. Por tltimo, la
dependencia de animales conduce a una parte administrativa a tener en cuenta al requerirse la
aprobacién por parte de los Comités Eticos de Investigacién (Geuna et al., 2016; Gordon et al., 2013;
Melli and Hoke, 2009; Wang and Wang, 2003; Yin et al.,, 2016).

En un intento de solventar estos inconvenientes, principalmente el de la heterogeneidad y la limitacién
del numero de células, se han tratado de desarrollar lineas celulares que permitan un cultivo
homogéneo y sostenido en el tiempo. Las estrategias seguidas a este respecto resultan variadas. Por
una parte, se han desarrollado lineas celulares derivadas de tumores neuronales. Por otra parte, se han
tratado de inmortalizar tipos celulares tanto con la creacién de hibridomas, a través de la fusién de
células diferenciadas con lineas celulares ya inmortales, es decir, tumorales, como con la

inmortalizacion de células sensoriales a través de la transformacion con virus (Gottlieb, 2002).

La linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y es una de las lineas celulares derivadas de la
primera estrategia de uso bastante extendido. Aunque fue generada a partir de la subclonaciéon de una
linea celular procedente de un tumor 6seo metastasico (Biedler et al.,, 1973; Biedler et al., 1978), es
posible inducir un fenotipo neuronal mediante la adicién de factores de crecimiento como el NGF. Esta
linea celular es capaz de expresar marcadores neuronales inmaduros y, una vez diferenciadas,
morfolégicamente son similares a neuronas primarias. Las SH-SY5Y son empleadas comiinmente como
neuronas adrenérgicas o dopaminérgicas, aunque presentan ciertos rasgos de neuronas sensoriales
periféricas (Yin et al.,, 2016). La posibilidad de ser transfectadas ha sido lo que ha permitido la
generacion de lineas estables con canales i6nicos tipicos de nociceptores interesantes para el estudio
del dolor (Dekker et al., 2005; Lam et al., 2007).

Otras lineas secundarias que también son empleadas como modelos neuronales a pesar de no derivar
de tumores neuronales son las NT2 o las PC12. La linea NT2 se corresponde con una linea celular
derivada de teratocarcinoma mientras que la linea PC12 deriva de un feocromocitomo de médula
suprarrenal. Ambas lineas son inducibles a tipologias neuronales a través de la adiciéon de compuestos

como el acido retinoico o el NGF (Gordon et al., 2013). Esta particularidad ha sido ampliamente
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analizada en investigaciones de desarrollo de neuritas y han llevado a establecer estas lineas celulares
como modelos validados para estudios de neurotoxicidad, en particular la linea PC12 (Harrill and
Mundy, 2011; Shafer and Atchison, 1991).

Derivadas de la sequnda estrategia, con la inmortalizacion a partir de la creacion de hibridomas, se han
generado la linea F-11 y la linea ND. Ambas se corresponden con la fusién de células procedentes de
un neuroblastoma, el N18Tg2 en ambos casos, y neuronas sensoriales de DRGs embrionarios para las
F11 y adultos para las ND. Ambas lineas han sido empleadas para estudiar la respuesta de diversos
estimulos y agentes proinflamatorios como bradiquinina, prostaglandinas, capsaicina y opiodes. Esto
es debido a la expresién de marcadores neuronales en su superficie celular, asi como presentar
membranas excitables, rasgo tipico de las neuronas sensoriales. Otra de sus particularidades es la
posibilidad de expresar otros marcadores neuronales induciendo su diferenciaciéon (Wang and Wang,
2003).

De forma mas o menos generalizada, las lineas SH-SY5Y, F-11 y ND han sido empleadas como modelos
adecuados para la estudiar los mecanismos de activacién de los nociceptores. Sin embargo, estas lineas
celulares no reproducen fielmente las caracteristicas de los cultivos primarios de DRGs. Un estudio
reciente de transcriptémica que comparaba DRGs con estas lineas celulares mostrd que, a pesar de
detectar la expresiéon de multiples receptores y canales iénicos relevantes en la nocicepcion, ninguna

de ellas se ajustaba a ninguna categoria neuronal periférica existente (Yin et al., 2016).

Por su parte, la inmortalizacién a partir de la transformaciéon con virus trata de salvar los
inconvenientes de los hibridomas. Por ejemplo, la linea H10.6 (Raymon et al., 1999), generada a través
de la introduccién de un oncogen en DRGs embrionarios humanos, o la linea 50B11 (Chen et al., 2007)
con similar estrategia pero en DRGs embrionarios de rata, son lineas que tratan de asimilarse todo lo
posible a los cultivos primarios de DRGs. En la obtencién de la linea H10.6 se sefal6 la capacidad de
ésta para madurar in vitro, expresando marcadores neuronales y disparando potenciales de accién
(Raymon et al., 1999). Sin embargo, mas alld de esta caracterizacion no existe literatura relacionada
con estudios farmacolégicos y no se encuentra disponible para su uso en investigacion (Gottlieb, 2002;
Melli and Hoke, 2009). Para la linea 50B11 se ha descrito que presenta marcadores caracteristicos de
nociceptores como TRPV1, TrkA o c-Ret tras la diferenciacion (Chen et al., 2007). Presenta, también,
desarrollo de neuritas y potenciales de accién por lo que se especulan como potenciales usos de esta
linea celular los ensayos de crecimiento de neuritas y rastreo de alto rendimiento de compuestos
analgeésicos, test de degeneracion axonal y test de neurotoxicidad (Bhattacherjee et al., 2014; Melli and
Hoke, 2009). Sin embargo, la reducida viabilidad post diferenciacién (72 horas) limita su uso a ensayos

de corto plazo (Geuna et al., 2016).

Por otra parte, siguiendo el principio de inmortalizacién a través de la transfeccién con virus Jat et al.
(1991) cred la cepa de raton H-2Kb-tsA58 o /mmortomouse. Esta cepa de raton transgénico modificado
con el virus sv40, ha posibilitado la obtencién de lineas celulares inmortales con la aplicacion de IFN-
Y y la incubacién a 33°C. Asi se han podido desarrollar diversas lineas celulares de tipo renal (Takacs-
Jarrett et al., 1998), hepatico (Allen et al., 2000), muscular (Morgan et al., 1994), epitelial (Dixon et al.,
2011) y neuronal (Anitha et al., 2008; Hugnot et al., 2001; Matuszyk et al., 2003). Un ejemplo de ello
es la linea celular MED17.11, generada a partir del aislamiento y desarrollo de clones de DRGs
embrionarios de /mmortomouse (Doran et al., 2015). Con un protocolo que combina factores inductores
de la formacién de neuritas y maduracion de nociceptores se ha descrito que en una semana las células
presentan marcadores caracteristicos de linajes sensoriales como TRPV1, Navl.7 y Piezo2. Una vez
diferenciadas muestran también respuesta ante la aplicaciéon de estimulos como la capsaicina, la

veratridina o mediadores inflamatorios como la bradiquinina y la histamina (Doran et al., 2015). Estas
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caracteristicas la convierten en una interesante linea celular para el estudio de la nocicepcién aguda,
el desarrollo de neuritas y la maduracién de DRGs (Doran et al., 2015). Ademas de no presentar la
limitacion temporal presente en la linea 50B11, dado su origen, una cepa de ratén, esta linea celular
resulta comparable con los modelos animales desarrollados, muchos de ellos en raton. Por ultimo, la
capacidad de esta linea para ser transfectada abriria la posibilidad de su modificaciéon permitiendo la

generacion de modelos in vitro equiparables a los modelos 7n vivo.

Actualmente son muchas y diversas las estrategias moleculares, celulares y animales que han ayudado
en la investigacion de la fisiopatologia del dolor. Sin embargo, las importantes limitaciones técnicas y
temporales conllevan que sea necesario el desarrollo de nuevas herramientas tanto animales como
celulares. Gracias a éstas, la evaluaciéon desde multiples perspectivas y a diferentes niveles del
organismo permitiria dibujar un esquema mas preciso de las alteraciones relacionadas con el dolor.
Ademas, este esquema daria lugar a un refinamiento en el desarrollo de terapias analgésicas
permitiendo ser mucho mas selectivo en las elecciones en funcién de la patologia y de la respuesta

individual de cada paciente.
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OBJETIVOS

El dolor es el resultado de un complejo procesamiento de sefiales neuronales en los diferentes niveles
del sistema nervioso del que se han podido identificar sélo algunos mecanismos bioquimicos,
moleculares y celulares. El objetivo principal de este trabajo es el de proveer de nuevas herramientas
que permitan estudiar y ampliar el conocimiento de estos mecanismos, principalmente los implicados
en la transduccion de las senales nocivas en neuronas sensoriales, los nociceptores. Estas herramientas
se componen, por una parte, de un modelo animal transgénico knock-add-on que exprese el canal
ionico TRPV1 ligado a la proteina fluorescente amarilla YFP para estudiar la dinamica /in vivo de este
receptor, especialmente en procesos inflamatorios. Por otra parte, un modelo celular que permita la
obtencion de nociceptores in vitro, dada la dependencia actual de cultivos primarios para el estudio de
este tipo celular. Adicionalmente se explorara la implementacion de nuevas herramientas de
modificaciéon genética de reciente aparicién, CRISPR-Cas9, para la generaciéon acelerada de nuevos
modelos animales, y modelos celulares. Esta herramienta, ademas permitiria la modificaciéon del
modelo 7n vitro de nociceptores asemejando éste a los distintos modelos animales de los que se
disponen para el estudio del dolor. A través de ambos modelos, animal y celular se amplia el
conocimiento de rutas de sefalizacién, de activacién, de potenciacién y/o de cronificaciéon del dolor
aportando informacién fundamental para el disefio racional de nuevos compuestos analgésicos.
Adicionalmente, el modelo animal permite estudiar la funciéon del canal TRPVI1 en otros tejidos no
neuronales tanto en situaciones fisiolégicas como patolédgicas y el modelo celular establece un soporte,
actualmente muy limitado, para el desarrollo y cribado de compuesto analgésicos en plataformas de
alto rendimiento.

De forma especifica, los objetivos planteados son:

1. Generacién de un modelo animal con el receptor TRPV1 fusionado a la proteina fluorescente

amarilla (YFP) creando un ratén knock-add-on homocigoto.

2. Caracterizacién del receptor YFP-TRPV1 en fibras aferentes y nociceptores de ratones knock-add-

on heterocigotos y homocigotos.

2.1. Evaluacién de la transcripcién del canal idnico YFP-TRPV1 en ratones heterocigotos y

homocigotos.

2.2. Evaluacién de la expresion de la proteina de fusion YFP-TRPV1 en animales heterocigotos y

homocigotos.
2.3. Analisis de la funcionalidad del receptor YFP-TRPV1 en ratones knock-add-on homocigotos.

3. Comprobacién de la efectividad de CRISPR/Cas9 en la modificacién genética y generacién de

modelos knock-in / knock-add-on en sistemas in vitro.
4. Caracterizacién de la linea celular MED17.11 diferenciable a nociceptores in vitro.
4.1. Reproduccion de los protocolos de diferenciacion de la linea MED17.11.

4.2. Analisis de la viabilidad funcional de la linea MED17.11 como modelo celular de nociceptor.
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RESULTADOS

Modelo animal YFP-TRPV1

Para la generacién del modelo animal knock-add-on YFP-TRPV1 se sigui6 el mismo enfoque utilizado
por Scherrer et al. (2006) para la generacion del receptor §-opioide marcado fluorescentemente. A
través de recombinacion homologa, la proteina fluorescente amarilla se introdujo dentro del marco de
lectura del gen TRPV1 de ratén. La expresién de este locus modificado conduce a la generacién de la

proteina de fusion YFP-TRPV1 en el animal.

Experimentos anteriores llevados a cabo por el grupo del Dr. Ferrer-Montiel compararon el efecto de
la introduccion del marcador en el extremo N- o C-terminal de TRPV1 (datos no publicados). Los analisis
de expresion y de funcionalidad revelaron que la presencia de la proteina fluorescente en el C-terminal
disminuia la expresion del canal iénico. Sin embargo, la fusién de ésta por el N-terminal no alteraba ni
el funcionamiento ni la expresiéon del canal. Estos datos avalaron el disefio de un vector para la
recombinacion homologa que introdujera la YFP en el codén de inicio de TRPV1 (N-terminal proteico)
situado en el exon 2 del locus de TRPV1 (Figura 7A).

Para la obtencién de los animales genéticamente modificados, los animales quimera, se llevd a cabo un
acuerdo de colaboracién entre el grupo del Dr. Ferrer-Montiel y los servicios técnicos del Centro de
Biotecnologia Animal y Terapia Génica (CBATEG) de la Universidad Auténoma de Barcelona. El disefio
de la modificacion genética, la generacién del vector de recombinacién y el testado de clones de ES-
129Sv fueron competencias de este trabajo, mientras que la recombinacién homoéloga para la obtencién
de clones, el aislamiento de los mismos, la inyeccién en blastocistos, la transferencia y la cria de los

animales quimera obtenidos hasta su transporte correspondi6 a los servicios del CBATEG.

Obtencién y andlisis de clones recombinantes

Construido el vector de integracién pKO-YFPTRPV1 (Figura 33, en Materiales y Métodos), la
recombinacién homologa se llevo a cabo con la transfeccion de éste en células ES129SvEv (células ES,
del inglés embryonic stem cells) por los servicios del CBATEG. La seleccion de aquellos clones que
integraron en su genoma dicho vector a través del aislamiento de células resistentes a la Neomicina
(NeoR) (Figura 7A-B) condujo al aislamiento de mas de 300 clones. Tras su expansioén y su envio a
nuestro laboratorio, se procedi6 al andlisis via Southern Blot, PCRs largas y PCRs anidadas para la

seleccion de al menos un clon con la integracién del vector en el locus de TRPV1 (Figura 7B).
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Figura 7. Esquema de recombinacion e integraciéon de YFP en TRPVI junto con prueba de Southern-blot. A)
Esquema de la recombinacion del vector pKO-YFPTRPV1 en el locus wild type (wt) de TRPV1. Marcados los tamarios
de las bandas generadas con la digestion de las enzimas EcoRV y Spel. B) Esquema del locus de TRPV1 tras
recombinacion. Marcados los tamanos de las bandas generadas con la digestion de las enzimas EcoRV y Spel C)
Revelado de un Southern blot llevado a cabo con el marcaje de sonda 2 que recoge las distintas comprobaciones
llevadas a cabo con esta técnica. Test 1 y Test 2 sefialan amplificaciones de unas 2,3 Kb para el testado de
sensibilidad de la sonda. ES-wt se corresponde con ADN de células madre no recombinadas para el control negativo
de la integracion, digerido con las enzimas EcoRV y Spel se cargaron distintas cantidades de ADN para establecer
la cantidad minima necesaria. ES-clon se corresponde con el ADN de 3 clones distintos digeridos todos ellos con

Spel de los que se cargaron la maxima cantidad de ADN analizada.
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En el caso de los Southern blot, limitaciones infraestructurales para el trabajo con radioactividad
condujeron al empleo de una estrategia por etapas para esta técnica. En una primera etapa, la sonda
para la identificacion de los clones fue disefiada y sintetizada por nuestro grupo. Ademas, los ADNs
genomicos (ADNg) de los controles (ES-wt) y de los distintos clones (ES-clones) fueron extraidos,
digeridos y transferidos a membranas de nylon en nuestros laboratorios. En una segunda etapa, los
servicios del CBATEG se encargaron del marcaje de la sonda, asi como, de la hibridacion y revelado de

las membranas que eran enviadas por el grupo.

En las primeras membranas reveladas, la presencia de manchas (smean por parte del ADN cargado,
pero sin bandas reconocibles ni en los controles ni en los clones, llevaron a la puesta a punto del
procedimiento. Se realiz6 el disefio y testado de nuevas sondas y se practicaron distintos ajustes y
controles de calidad sobre las condiciones de transferencia (depurinizacion de las bases), de hibridacién
(rangos de incubacion de 2 horas a toda la noche) y de revelado (rangos de exposicion de 2 horas a toda
la noche). Se corroboré que la sensibilidad de las sondas llegaba hasta limites de deteccién inferiores a
los 0.5 ng de ADN (Figura 7C). Sin embargo, ni la variacién en las enzimas de digestién empleadas para
el procesado de las muestras (EcoRV y Spel), ni la variacion en los procedimientos de digestiéon (con
incubaciones toda la noche) ni el empleo de distintas cantidades de ADN total cargado y transferido a
las membranas (rangos de 10 pg a 50 pg) dieron lugar a la identificacién de un clon recombinante con
la insercién adecuada (Figura 7C). Los resultados fallidos con la técnica de Southern Blot hicieron

necesario el uso de otros métodos.

Fue por ello que se trabajé en la realizaciéon de PCRs largas que permitieran la identificacién de la
insercion de YFP en el locus de TRPV1 con la orientacion deseada (5’-3’). Se disefiaron y comprobaron
distintas parejas de cebadores que abarcaran bien desde las secuencias insertadas (casete de resistencia
a la Neomicina o YFP) bien desde el brazo de recombinacién 5’, hasta regiones aguas abajo del locus
de TRPVI. Por otra parte, también se disefiaron y testaron parejas de cebadores que abarcaran desde
regiones aguas arribas a la insercion hasta, bien el casete de NeoR, bien la YFP, bien el brazo de
recombinacién 3’ (ANEXO I, Figura I). En los casos en los que las parejas de cebadores se situaban en
los brazos de recombinacién 5’ o 3’ y aguas arriba o aguas abajo de los mismos, el ADNg de las células
madre ES129Sv sin modificar (ES-wt) era usado como control positivo metodoldgico (Figura 8A). La
efectividad de esta estrategia resulté muy baja. Se testaron mas de 50 parejas de cebadores, con
distintas polimerasas y distintas condiciones de amplificacion (cantidad de molde, concentracion de
Mg?*, presencia de DMSO, temperatura de hibridacién, tiempo de elongaciéon o numero de ciclos)
(ANEXO I; Tabla I y Tabla II). En 3 ocasiones las parejas y las condiciones de la PCR, originaron
amplificaciones de tamarno tal que permitieron la distincién entre la no insercién y la insercion de la

YFP (Figura 8B) de forma reproducible.
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Figura 8. PCR largas y anidadas para la identificacién positiva de clones recombinantes. A) Esquemas
correspondientes a la ubicacion de cebadores y amplificaciones esperadas en PCR largas en alelo wt (arriba) y alelo
recombinante (abajo). En amarrillo se sefiala la ubicacion del seqgundo amplicon en la PCR anidada. B) Electroforesis
de las PCRs largas desde ADNg de ES- wt y del clon ES-288 para cada una de las 3 parejas de cebadores con doble
banda. Las flechas sefialan una segunda banda tenue detectada en el clon 288 correspondiente al inserto YFP (=10
Kb). C) Electroforesis de la PCR anidada. Amplicones obtenidos en la sequnda PCR empleando como moldes PCR
“lavada” (izquierda) y banda recortada (derecha) de wt, clon 288 y clon 296. Se empled como control positivo el
vector pKO-YFPTRPV1 (en ambos extremos). D) Alineacion de la secuenciacion obtenida del segundo amplicén de
la PCR anidada para el vector pKO-YFPTRPV], el clon 288 y el clon 296. Abajo se incluye el cromatograma obtenido

igual para las tres muestras.
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Aungque las PCR largas apuntaban a la inserciéon de la YFP en el locus de TRPV1 obteniendo tenues
bandas con los tamarnos similares a los esperados (Figura 8B), la baja concentraciéon de este amplicon
extraido hizo inviable la secuenciaciéon del mismo. Ante la imposibilidad de confirmar que dicha
amplificacién correspondiera con la insercién buscada, se opt6é por el disenio de una PCR anidada.
Empleando como molde producto de las PCR largas, se llevé a cabo una segunda PCR que amplificara
exclusivamente desde YFP al brazo de recombinacion 3’ (Figura 8A). Se decidié procesar la primera
PCR siguiendo dos metodologias distintas. Por una parte, se lavaron y limpiaron con kits estandar las
PCRs, obteniendo y empleando entonces como molde el conjunto de las amplificaciones obtenidas a
partir de ES-wt o ES-clon. Por otra parte, se llevaron a cabo recortes de las amplificaciones y
extrayendo éstas desde los geles de agarosa, los moldes se restringian a las bandas correspondientes
al alelo wt o al alelo recombinante de ES-wt o ES-clon. Las segundas PCRs mostraron cémo algunos
clones daban lugar a amplificaciones de la YFP, independientemente del procesado seguido con el
molde. (Figura 8C). Por el contrario, los resultados obtenidos a partir del ADNg de ES-wt resultaron
controvertidos al mostrar amplificacién de similar tamaro en las muestras en las que se empled como
molde banda recortada de muestras de ES-wt (Figura 8C). Se requirio la confirmacion de la insercion a
través de secuenciacion. Esta verificé que los amplicones de la sequnda PCR se correspondian con YFP
y parte del brazo de recombinacién 3’ (Figura 8D) e identificaron entre otros al clon ES-288

(denominacién arbitraria) como un clon con la inserciéon en TRPV1 de la YFP.

Dicha identificacion tratd de validarse a través de la secuenciaciéon completa del exoma, pero la baja
cantidad de muestra junto con una ligera degradacién de la misma impidié que ésta se pudiera llevar
a cabo. A pesar de ello, la confirmaciéon por secuenciacién era reproducible y se contacté con los

servicios del CBATEG para que procedieran con la inyeccién del clon ES-288 en blastocistos.

Generacion de quimeras, heterocigotos y homocigotos YFP-TRPV1

Previo a la inyeccién, como control del estado y viabilidad de las células ES-288 se realizé un cariotipaje

que resulto en un 78% de euploidia. Estos resultados permitieron continuar con este clon seleccionado.

Las inyecciones programadas de blastocitos y las transferencias de éstos a madres incubadora dieron

lugar a un total de 9 animales quimera, 5 machos y 4 hembras en los servicios del CBATEG (Tabla 1).
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Tabla 1. Resumen de los animales quimera obtenidos a partir de las transferencias realizadas. Se incluye ademas del
numero de animales, la fecha de nacimiento, el porcentaje (%) de quimerismo, si estos sobrevivieron y cuales
transmitian la modificacién a la descendencia. El % de quimerismo se estableci6 por el color del pelaje pudiendo

variar éste a lo largo del desarrollo.

Transmision
. Fecha %
Transfer Quimeras L. ) A Sano dela
Nacimiento Quimerismo .
modificacion
B3 1 Macho 15-06-15 75 % Si Si
B3 2 Hembras 15-06-15 75 % Si No
B7 1 Macho 16-06-15 60-70 % Si No
B8 1 Hembra 21-06-15 75 % Si No
B13 1 Macho 27-06-15 60-70 % Ataxia/recuperado Si
No (Ataxia y
Bl4 2 Machos 27-06-15 75 % -
fallecimiento)
No (Ataxia y
B14 1 Hembra 27-06-15 75 % =
fallecimiento)
5 Machos
TOTAL
4 Hembras

De las quimeras obtenidas, s6lo 6 animales fueron recepcionados en los Servicios del Animalario de
Elche, al producirse la muerte de los otros (Tabla 1). El informe anatomopatolégico de la necropsia
solicitada establecié que la sintomatologia y las lesiones macroscépicas y microscépicas resultaban
compatibles con un proceso metabdlico con principal afectaciéon de las neuronas motoras. El
diagnéstico final se correspondi6é con una encefalopatia metabolica incipiente. Esta observacién no se
considerd relacionada con la mutacién introducida y las quimeras recepcionadas en nuestro laboratorio

no presentaron ninguna anomalia ni malformacién, ni signos de ataxia o comportamiento anémalo.

Los animales quimera (B6;129-TRPV1'™YFP)) fueron cruzados con animales C57B1/6J.0la.Hsd (B6) para
la obtencioén de la primera generacién heterocigota YFP-TRPV1. Los cruces establecidos con el objetivo
de conseguir el maximo numero de animales en el menor tiempo posible dieron lugar a camadas de
unos 6,3 animales de promedio, dentro del rango normal de los animales B6 de 6,2 + 0,2 (Nagasawa
et al., 1973). El estado general de los animales era el adecuado sin observacion de alteraciones fisicas,

fisiologicas o comportamentales.

Aunque el pelaje de las crias (aguti o negro) fue un indicador de la transmisién de la modificacién en
la primera generacién F1 (Figura 9A), ésta fue confirmada a través del genotipado de los animales
(Figura 9B-C). A través de PCRs de amplificacién de YFP se testaron todas las crias obtenidas a partir
de las quimeras, pudiendo establecer una primera generaciéon heterocigota YFP-TRPV1 positiva (Figura
9B-C). Esto también nos permitié determinar que soélo 2 de las quimeras, el macho B3 del 15 de Junio
y el macho B13 del 27 de Junio, transmitian la modificacién a la descendencia y producian ratones

heterocigotos (Tabla 1).
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Figura 9. Esquema de cruces y genotipados llevados a cabo para la obtenciéon de una generaciéon homocigota YFP-
TRPVI. A) Representacién de cruces y generaciones obtenidas desde el primer cruce con animales quimera (B6;129-
TRPVI™FP) v wild type (C57BI/6]) hasta la generacién F1’ en la que se representa el genotipo objetivo, el
homocigoto para nuestra mutacién B6.129-V1¥?. Salvo en la tltima generacién, se representan todos los genotipos
obtenidos en cada generacién marcandose con X los seleccionados para cruce. B) Esquema de los distintos alelos
presentes en las distintas generaciones F1, N2 y F1’ en los que se sefialan los tamarios de las distintas PCRs positivas
para cada genotipado. C) Electroforesis representativa de las distintas PCRs llevadas a cabo en cada una de las
generaciones F1, N2 y FI’ (de arriba a abajo). En la primera calle de todas ellas figura el marcador de peso molecular
sobre el que se especifica el tamano en pares de bases (pb). En el genotipado de YFPV1 y Neomicina se emplea como
control positivo el vector PKO-YFPV1 y como negativo ADNg de wt. En el genotipado de wt se emplean dos controles
positivos, ADNg de wt y ADNg de animales heterocigotos (YFPV1 Het). Las flechas blancas marcan la banda de

aproximadamente 1500 pb presente en el caso de los animales heterocigotos.
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Establecida la primera generacion heterocigota, se procedié con el cruce de estos animales con los
animales FLPo-10 (Figura 9A), paso necesario para la eliminacion del marcador de seleccién de
resistencia a la Neomicina (NeoR). La primera generacion (N1) obtenida de este primer cruce fue
retrocruzada una segunda vez con los animales FLPo-10 para la obtencién de una segunda generacién
(N2). En estos cruces las tasas de reproduccién se mantuvieron similares a las obtenidas con los
animales quimera, y los animales generados nunca presentaron alteraciones fisicas, fisiolégicas o
comportamentales identificables de visu. La escisiéon del casete de NeoR fue analizado a través del
genotipado de las crias de la generacion N1 y N2 (Figura 9B-C). Aproximadamente el 50% de los
animales en la generaciéon N1 y el 100% de animales en la generaciéon N2 resultaron en ratones

negativos a la resistencia de la Neomicina.

Animales de esta N2, heterocigotos para YFP-TRPV1 y negativos a la resistencia a la Neomicina fueron
cruzados para la obtencién de una generacion homocigota de YFP-TRPV1 (Figura 9A). La identificacién
de estos animales homocigotos se llevo a cabo a través de una PCR entre ambos brazos de
recombinaciéon que producia un amplificado menor de 1 Kb en el alelo wt y de aproximadamente 1,5
Kb en el alelo YFP-TRPV1 sin la NeoR (Figura 9B). Estos cruces mantuvieron el nimero medio de crias
por camada, y como en las anteriores generaciones, sin alteraciones reconocibles de visu. A lo largo de
los genotipados, sin embargo, en la generacion F1’ sélo resultaron animales homocigotos para el alelo
wt o heterocigotos para YFP-TRPVI, apareciendo una doble banda en las electroforesis para estos
animales (Figura 9C). Aunque se comprobaron y repitieron los genotipados de los parentales y se
establecieron mas de 10 parejas diferentes entre animales N2, no se consiguié identificar ningin

animal homocigoto para YFP-TRPV1.

Caracterizacion y andlisis de la generacion F1/N1-2

A lo largo del desarrollo del modelo animal se llevé a cabo una caracterizaciéon de los animales
heterocigotos, con y sin NeoR. A través del andlisis de ARN, inmunocitoquimicas y Western Blots se
tratd de identificar la expresién desde el genoma de la modificacion introducida en TRPV1, asi como la

generacion de la proteina de fusion YFP-TRPV1.

El analisis de expresiéon del alelo YFP-TRPV1 se realiz6 a través de PCRs a tiempo final a partir del
ADNCc de los principales tejidos nerviosos de expresion del canal TRPV1: cerebro, médula espinal,
ganglios del trigémino y DRGs (Figura 10). Ademas de corroborar la expresion de TRPV1 (Figura 10A-
C) se comprobd si era posible detectar el transcrito YFP-TRPV1 (Figura 10B-D) en animales

heterocigotos con la resistencia a la Neomicina (Figura 10A-B) y sin ella (Figura 10C-D).



RESULTADOS

A B pPYV1 THet Dwt DHet
Twt THet Dwt DHet Bwt BHet pYV1 1500 pb
;gg ZE TRPV1
467 pb
(467 pb) YFPV1
700 pb (542 pb)
300 pb B-Actina
200 pb (253 pb) 500 pb
C D
o DHet1-7 - DHet1-7

700 pb
500 pb

300 pb
200 pb

TRPV1 1500 pb
(467 pb)
YFPV1
700 pb (542 pb)
B-Actina 500 pb
(253 pb)

Figura 10. PCR a tiempo final desde ADNc para el analisis de expresion del transcrito de TRPV1 e YFP-TRPV1 en

n ﬂ
A

animales heterocigotos con y sin NeoR. A) Electroforesis de PCR desde ADNc procedente de ganglios del trigémino
(T), DRGs (D) y cerebro (B) de animales B6 (wt) y animales heterocigotos para YFPTRPV1 (Het) con el casete de NeoR
de TRPV1. Como control de la retrotranscripcién y estado del ADNc se incluyé una amplificacién de la B-Actina.
Como control metodolégico se incluyod la PCR desde el vector de expresion pCl-neo-YFPTRPV1 (pYV1). B)
Electroforesis de PCR desde ADNc procedente de ganglios del trigémino (T) y DRGs (D) de animales B6 (wt) y
animales heterocigotos para YFPTRPV1 (Het) con el casete de NeoR de YFPTRPV1. Como control metodoldgico se
incluy6 la PCR desde el vector de expresion pCl-neo-YFPTRPVI1 (pYV1). C) Electroforesis de PCR desde ADNc
procedente de DRGs de animales heterocigotos para YFPTRPV1 (Het) sin el casete de NeoR. Como control de la
retrotranscripcién y el estado del ADNc se incluy6 una amplificacion de la B-Actina. D) Electroforesis de PCR desde
ADNCc procedente de DRGs (D) y cerebro (B) de animales B6 (wt) y animales heterocigotos para YFPTRPV1 (Het) sin
el casete de NeoR de YFPTRPVI.

Las PCRs a tiempo final llevadas a cabo para el analisis de la transcripcion del alelo wt mostraron que
s6lo en DRGs o TG se detectaba la expresién de TRPV1, tanto en animales B6 como en animales
heterocigotos con NeoR (Figura 10A) y sin resistencia a la Neomicina (Figura 10C). La eliminacion del
casete de NeoR no alteraba por tanto la expresiéon de TRPV1. La expresiéon del alelo modificado, sin
embargo, solo fue detectada en animales heterocigotos de la F1, es decir, con el casete de resistencia a
la Neomicina (Figura 10B). De hecho, las parejas de cebadores empleadas para la amplificacion del
transcrito YFPTRPV1 y validadas gracias al plasmido de expresién pCIl-neo-YFPTRPV1 (véase
Materiales y Métodos) daban lugar a una doble banda en las muestras de DRG y trigéminos de los
animales heterocigotos. El amplicéon de menor tamario (542 pb) correspondia al transcrito YFPTRPV1,
mientras que el amplicon de mayor tamano (aproximadamente 1500 pb) parecia corresponderse con
la secuencia genémica, mostrando contaminaciéon de ADN en el ADNc (Figura 10B). Los analisis para
la expresion de YFPTRPV1 desde ADNc de animales heterocigotos en el genotipado y sin la resistencia
a la Neomicina (F1’) no permitieron detectar ni la banda correspondiente al transcrito ni la

correspondiente al genoma a pesar de estar todas las muestras procesadas de igual forma (Figura 10D).

La deteccién, sin embargo, del transcrito YFPTRPV1 en, al menos, animales heterocigotos YFPTRPV1
con la resistencia a la Neomicina llevé a los andlisis de expresion de la proteina de fusion YFPTRPV1.
Para ello se llevaron a cabo tanto inmunocitoquimicas como Western Blot que trataran de confirmar

la presencia de dicha proteina.

Para los analisis por inmunocitoquimica se realizaron cultivos de DRGs de animales B6 (wt) y animales

heterocigotos para YFPTRPVI1 (Het). Empleando anticuerpos especificos antiTRPV1 (aV1) y antiGFP
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(aGFP), validos también para la deteccion de YFP, los controles mostraron que las células presentaban
bajos niveles de fluorescencia inespecifica. Esta fue corregida para la comparativa posterior con los
marcajes de los respectivos anticuerpos. Para el aV1 se observo que la fluorescencia era similar tanto
en DRGs wt como heterocigotos (Figura 11A-B). Con una distribucién eminentemente citoplasmatica
no se encontraron diferencias entre animales silvestres y animales heterocigotos. A su vez, la
fluorescencia dada para aGFP mostré un marcaje débil y difuso en animales wt mientras que si se
observé un marcaje homogéneo en DRGs de animales heterocigotos (Figura 11C-D). Estos resultados
apuntaban a la expresién y presencia de la proteina de fusién YFPTRPV1 en animales heterocigotos,
pero su concentracion requeria de la deteccién via anticuerpos, no pudiendo detectarse la fluorescencia

de la misma sin el uso de ellos.

Control

Figura 11. Imagenes de microscopia confocal de cultivo de DRGs de animales B6 (WT) y heterocigotos YFPTRPV1
(Het). A) Inmunocitoquimica (ICC) control de anticuerpo secundario verde en cultivo de DRGs de animales WT. B)
ICC control de anticuerpo secundario verde en cultivo de DRGs de animales heterocigotos YFPTRPV1 (Het). C) ICC
de cultivo de DRGs de animales B6 (WT) contra TRPV1 marcado en verde. D) Inmunocitoquimica de cultivo de DRGs
de animales heterocigotos YFPTRPV1 (Het) contra TRPV1 marcado en verde. E) Inmunocitoquimica de cultivo de
DRGs de animales B6 (wt) contra GFP marcado en verde. F) Inmunocitoquimica de cultivo de DRGs de animales
heterocigotos YFPTRPV1 (Het) contra GFP marcado en verde. La barra de la escala en todos los casos se corresponde

con 20 pm.
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La aparente expresién de la proteina YFPTRPV1 en el modelo heterocigoto trat6é de ser corroborada
con analisis de inmunoblot (Western Blot). Asi se llevd a cabo el examen de la expresién de TRPV1 y
de YFPTRPV1 en los principales tejidos neuronales en los que se expresa este canal iénico. Se analizaron
extractos de proteina total procedentes de DRGs, médula espinal y cerebro de animales B6 (wt), como
control, y animales YFPTRPV1 heterocigotos (Figura 12).

A aTRPV1
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DRG médula espinal cerebro
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Figura 12. Inmunoblots para la deteccion de la expresion de TRPV1 y de YFPTRPV1 en tejido neuronal. A)
Inmunoblot para detecciéon de TRPV1 desde extractos de proteina total procedentes de DRGs, médula espinal y
cerebro de animales B6 (wt) y animales heterocigotos para YFPTRPV1 con el casete de NeoR de TRPV1 (Het. F1) y
sin el casete de Neo R (Het. N2). Como controles se emplearon extractos de proteina total de células HEK
transfectadas con los vectores de expresion pcDNA3-TRPV1 (V1) y pCl-neo-YFPTRPV1 (YFPV1). B) Inmunoblot para
la deteccion de TRPV1 desde extractos de proteina total procedentes de cerebro de animales B6 (wt) y animales
heterocigotos para YFPTRPV1 con el casete de NeoR de TRPV1 (Het. F1) y sin el casete de Neo R (Het. N2). Como
controles se emplearon extractos de proteina total de células HEK transfectadas con los vectores de expresion
pcDNA3-TRPV1 (V1) y pCl-neo-YFPTRPV1 (YFPV1). C) Inmunoblot para deteccién de YFPTRPV1 desde extractos de
proteina total procedentes de cerebro de animales B6 (wt) y animales heterocigotos para YFPTRPV1 con el casete
de NeoR de TRPV1 (Het. F1) y sin el casete de Neo R (Het. N2). Como control se emplearon extractos de proteina
total de células HEK transfectadas con los vectores de expresion pEYFP-C1 (YFP) y pCl-neo-YFPTRPV1 (YFPVI).

Los primeros analisis empleando anticuerpo aV1 mostraron que el extracto de proteinas totales de
todas los DRGs de un tnico animal no presentaba suficiente concentracién proteica para la detecciéon
de la expresién de TRPV1 (Figura 12A). Por el contrario, era posible la deteccién de esta proteina tanto
en médula espinal como en cerebro de animales wt y animales heterocigotos con y sin NeoR (F1 y N2
respectivamente). En el caso de cerebro, ademas se detectaba una sefal por encima de los 100 KDa

que pudiera corresponderse con la proteina de fusion YFPTRPVI.
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Los analisis posteriores con extractos de proteina total obtenidos de cerebro empleando anticuerpos
aV1y aGFP, en los que ademas se aumentaba la cantidad de proteina cargada mostraron que sélo se
detectaba serial de TRPV1 (Figura 12B). Asi, aunque fue posible la deteccién del canal iénico con el
anticuerpo aV1 (Figura 12B) tanto en cerebro wt como heterocigoto, ni en el caso de este mismo
anticuerpo ni con el anticuerpo aGFP (Figura 12C) se detectd una senal atribuible a YFPTRPVI. Lo que
inicialmente podria corresponderse con la presencia de proteina YFPTRPV1 realmente se correspondia
con sefial generada por la falta de especificidad de los anticuerpos empleados, detectandose las mismas

bandas tanto en las muestras de cerebro B6 como de cerebro heterocigoto (Figura 12B-C).

En conjunto, mientras que la inmunocitoquimica parecia sefialar la presencia de la proteina de fusion
YFPTRPV1 en los animales heterocigotos los analisis por Western blot rechazaron la produccién de la
misma. La carencia de un animal homocigoto impidi6 descartar un problema de senal de fluorescencia.
Estos resultados junto con la falta de un animal homocigoto apuntaron la posibilidad de que los

animales obtenidos no presentaran realmente el alelo YFP-TRPV], ni en homocigosis ni hemicigosis.
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CRISPR-Cas9

El ciimulo de resultados no evaluables ni reproducibles para el analisis de los clones ES result6 ser un
limitante temporal clave, y condujo a importantes retrasos en la generaciéon del modelo animal
transgenico planteado. El auge de las nuevas técnicas de modificaciéon genética como CRISPR-Cas, y la
aparicion de protocolos para la obtencion de modelos animales a partir de las mismas (Yang et al.,
2014) permitieron explorar la sustitucion de la recombinacion homéloga por el uso de CRISPR para la
generaciéon del modelo animal YFP-TRPV1. CRISPR-Cas ofrece la posibilidad de llevar a cabo
modificaciones genéticas directamente en cigotos por lo que la bisqueda posterior de la modificacion
es posible directamente en animales neonatos. Este procedimiento salvaria hipotéticamente las
limitaciones encontradas en los analisis de los clones ES, sin embargo, presenta sus propias

restricciones como por ejemplo la baja efectividad para la generacién de animales knock-in.

Teniendo en consideracion éstas, se opté por el disefio y la evaluacion de la efectividad de esta técnica
para la generacién de un modelo animal YFP-TRPV1. Ademas, se decidié desarrollar y analizar la
posibilidad de, a través de CRISPR-Cas9, generar modelos animales knock-add-on para los termoTRPs
TRPA1l y TRPMS, implicados junto a TRPV1 en la transduccién del dolor. De esta forma se llevaron a
cabo los distintos analisis de forma paralela para los tres canales i6nicos. Para TRPAI se seleccion6
como marcador la proteina fluorescente azul CFP (de sus siglas en inglés cyan fluorescent protein),
unido al N-terminal de la proteina. Para TRPMS8 se escogié como marcador la proteina fluorescente
roja denominada mRuby?2 unida en este caso al C-terminal del canal idénico. La seleccién de la ubicacién
de los respectivos marcadores tenia el objetivo de no alterar la funcionalidad del canal iénico y fue
avalada en el caso de TRPA1 y TRPMS8 por la bibliografia (Thebault et al., 2005; Wang et al., 2008).

El primer paso fue el de la seleccién de las potenciales secuencias diana de cada canal iénico para lo
que se emplearon las herramientas web CRISPR Design y ChopChop. Restringiendo las posibles
secuencias a las areas circundantes al punto de insercién, los programas arrojaron mas de 15 secuencias

diana viables para cada uno de los canales (Tabla 2).
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Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos con las herramientas online CRIPR.edu y ChopChop para los genes
TRPV1, TRPAl y TRPMS8. Numero de secuencias dadas para los 250 nt circunscritos al ATG (N-terminal) de TRPV1
y TRPAl y al AAT (C-terminal) de TRPMS. Secuencia seleccionada seguida de los parametros dados por cada uno de
los softwares web empleados. El nimero de mismatches (MM) hace referencia al menor nimero de MM mostrado

para todas las secuencias off-targets detectadas por cada uno de los programas.

TRPVI TRPA1 TRPMS8
CRISPR CRISPR CRISPR
ChopChop ChopChop ChopChop
Design Design Design
Ne de
. 41 15 46 29 18 10
secuencias
Secuencia |[TCTGTCTGGAGGGTCCGGG| AGTCAATGAAGCGCGGCT | AGTAAGGCTGGCGATGCT
seleccionada C AGG TG AGG TG TGG
Distancia al
codon de 64 nt 12 nt 58 nt
insercion
Score 82 0,58 94 0,50 80 0,49
chrll: chrll: chrl: chrl: chrl: chrl:
Posicion
-73051806 | -73238317 | +14908911 | -14918818 | +90281283 @ +88384709
Ne de off- 171 (25 estan . 70 (14 estan 2 137 (21 estan .
targets en genes) en genes) en genes)
2 MM (4 4 MM (4 3 MM (4
N° mismatches
MM en 3 MM MM en B MM en 3 MM
(MM)
genes) genes) genes)

Las tres secuencias dianas seleccionadas obtuvieron una puntacién (Score) elevada, por encima de 80
sobre 100 en el caso de CRIPR Design y por encima de 0,5 sobre 1 para ChopChop. Aunque los
programas arrojaron potenciales secuencias con una mejor puntacion, la lejania de las mismas (por
encima de los 100 nt) al punto de insercion deseado nos hicieron descartarlas (Tabla 2). Las secuencias
seleccionadas para cada TRP presentaron un numero de off-targets (potenciales regiones cortadas por
el complejo Cas9: ARNsg dada la similitud de secuencia nucleotidica con la secuencia diana) elevado,
por encima de 100 en el caso de TRPV1 y TRPMS8. Sin embargo, este nimero de off-targets nunca fue
superior a 25 dentro de genes conocidos. Ademas, se tuvo en cuenta que el nimero de nucle6tidos no

coincidentes (mismatches) para estos ultimos casos siempre fue igual o superior a 4 (Tabla 2).

Seleccionadas las respectivas secuencias, se analizo si éstas eran reconocidas y cortadas por la Cas9, y
con qué eficiencia se producia este proceso a través del empleo del kit de Guide-it™ sgRNA In vitro
Transcription and Screening System. Aunque las pruebas llevadas a cabo permitieron confirmar el

reconocimiento adecuado de la Cas9, la eficiencia para cada caso fue diferente (Figura 13).
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Figura 13. Analisis de eficiencia de corte de Cas9 sobre las secuencias diana seleccionadas para TRPV1, TRPMS8 y
TRPAL. A) Electroforesis de la digestion de 100 ng de amplificado de unos 2.5 Kb con la secuencia diana para TRPV1
con Cas9y 20 ng o0 500 ng de ARNsg de TRPV1 y sin ARNsg como control negativo. Se sefialan los pesos moleculares
a la izquierda del gel. B) Electroforesis de la digestion de 100 ng de amplificado de unas 2 Kb con la secuencia diana
para TRPMS8 con Cas9 y y 20 ng o 500 ng de ARNsg de TRPMS8 y sin ARNsg como control negativo. Se sefialan los
pesos moleculares a la derecha del gel. C) Electroforesis de la digestién de 100 ng de amplificado de unos 2.3 Kb
con la secuencia diana para TRPAI con Cas9 y 20 ng o 500 ng de ARNsg de TRPA1 y sin ARNsg como control
negativo. Se sefialan los pesos moleculares a la izquierda del gel. El control positivo (+) se corresponde con la

reaccién proporcionada por la casa comercial en el kit empleado.

Empleando en todos los casos 100 ng de secuencia molde para el corte de la Cas9, se observo que, en
el caso de TRPVI, la eficiencia de corte con 20 ng de ARNsg era del 86,98%, siendo muy similar al
97,2% obtenido con aproximadamente 500 ng de ARNsg. Para TRPAI la eficiencia de corte vario
drasticamente en funcién de la cantidad de ARNsg empleado. Asi obtuvimos una eficiencia del 0% con
20 ng de ARNsg mientras que se alcanz6 una eficiencia de corte del 92,5% empleando 500 ng. Algo
similar ocurrié con TRPMS al encontrar una eficiencia de corte del 41,33% al emplear 20 ng de ARNsg

mientras que con aproximadamente 500 ng de ARNsg se alcanzé una eficiencia del 99,79%.

Dado que el reconocimiento de las secuencias se daba en todos los casos, se trabajo en la obtencion de
vectores all-in-one. El desarrollo de este tipo de vectores permiti6 la simplificacién de la transfeccion
al reunir en un Unico vector la expresiéon tanto de la proteina Cas9 como de la secuencia guia ARNsg,
habiendo sélo que introducir la secuencia diana a modificar (Ran et al., 2013b). La eficiencia de la
clonacion resulté muy elevada para este vector en los tres casos. Los analisis de RFLP mostraron que
11 de 12 colonias analizadas para TRPV1, 11 de 11 colonias para TRPA1 y 8 de 10 colonias para TRPMS8
presentaban la inserciéon de la secuencia diana. La secuenciacion de los plasmidos de al menos dos

colonias para cada TRP mostraba que la insercion de la secuencia diana era correcta.

Para la introduccion de los distintos marcadores fluorescentes en las dianas seleccionadas hubieron de
generarse ademas los vectores molde o de recombinacién correspondientes. Es decir, se necesitd
construir un vector con YFP flanqueado por las secuencias genémicas correspondientes al N-terminal
de TRPV1; un vector con CFP flanqueado por las secuencias gendémicas correspondientes al N-terminal
de TRPAIL; y un vector mRuby?2 flanqueado por las secuencias gendémicas correspondientes al C-

terminal de TRPMS8. Para el primer caso, se opt6 por adaptar el vector pKO-YFPTRPV1 ya construido
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para el modelo animal a las condiciones que la bibliografia marcaba para CRISPR. Para ello se llevaron
a cabo mutaciones dirigidas para introducir secuencias de enzimas de restriccion para reducir los brazos
de recombinaciéon de 4 Kb a aproximadamente 2 Kb cada una. Las modificaciones, debido a
interferencias entre las enzimas de restriccion, se realizaron de forma secuencial y requirieron de la
puesta a punto de cada mutacion dirigida, asi como de las digestiones y ligaciones, al no producirse
siempre las escisiones esperadas que junto con reordenamientos en el vector durante la ligacion

retrasaron mucho la obtencion del mismo.

Por otro lado, la obtencién del vector de recombinacién CFP-TRPAl y mRuby2-TRPMS8 se disefi6
partiendo de la digestion e insercién de los brazos de recombinacién respectivos en el vector base de
CFP y mRuby?2. Para el primer caso result6 inviable la insercién del brazo de recombinacién 3’ de TRPA1
en el vector de CFP, a pesar de todos los intentos y pruebas de las condiciones para digestion, inserciéon
y ligacion. El plasmido molde mRuby2-TRPMS, sin embargo, no presenté incidencias en su obtencion

y resulto ser el primer vector de recombinacién disponible para CRISPR.

La generacién del vector a/l-in-one con la secuencia diana para TRPMS8, asi como del vector molde para
la introducciéon de la mRuby?2 en el C-terminal del canal iénico permitié analizar la eficiencia del sistema
en la linea celular C2C12. Se corrobor6 que esta linea celular no presentaba la expresién de ninguno de
los canales ionicos TRP de interés. Sin embargo, su disponibilidad en el laboratorio, su rapido
crecimiento y su origen, linea procedente de ratén, permitia la evaluacién de los vectores para
CRISPR/Cas9 disenados a través de analisis genéticos. Se llevé a cabo la transfeccién con ambos
plasmidos (Figura 14A) y se realizo el aislamiento de las células que integraron el vector all-in-one. La
posterior amplificacién de las células aisladas permitié la obtencién del material genético para el
analisis del locus de TRPMS8. De los distintos clones aislados se obtuvo amplificacion de la region del
C-terminal de TRPMS de 31, y las electroforesis mostraron insercién en 12 de ellos (Figura 14B), lo que
se tradujo en una tasa de insercién del 38,70 %. La posterior secuenciacion permiti6 la confirmaciéon

de la integracién de mRuby?2 en el locus de TRPMS8 (Figura 14C).



RESULTADOS

A
Locus TRPM8 STOP
.Ex. 25 .jEx. 26 :}Ex. 27
— -2,4Kb- «— .
:rec. 5'1,5Kb - AGTAAGGCTGGCGATG#TG TGG - 3'rec. 2Kb -
F Brazorec. 5 | mRuby2 | Brazo rec. 3' 3
| pcDNA3-mRuby-M8 ]
+
**{ spCas9 F. PurR |
‘, PX459-M8 Vector
v
Locus TRPM8 STOP
B
1 2 4 5 6 7 8 g 10 13 15 16 2 3* 4* 5 9* 10* 11*
5000 pb 100
\? mRuby (-)
3000 pb < Bl mRuby (+)
o 8o
]
1500 pb S
» 60
g
C2C12 H,O 12* 14 15* 16 18 19 20* 22 23* 25* 26" 27 28" o
o
5000 pb +
— z
3000 pb @ — T — et — F
— [=
1500 pb
n: clon C2C12 PX459-M8
n*: clon C2C12 PX459-M8 + pcDNA3-mRuby-M8
C

Locus TRPMS8 ARNsg M8
AAGCTTAACGACCTCAAAAGTCTTCTGAAAGAGATTGCTAATAACATCAAGTAAGGCTGGCGATGCTTGTGGGGAGAAACCAAATCACAATGAGGTGAGTTGA
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Figura 14. Modificacion por CRISPR-Cas9 del gen TRPMS en la linea celular C2C12. A) Esquema de la integracion
de la proteina fluorescente mRuby?2 en el locus de TRPMS8 a partir del vector molde con los brazos de recombinacion
de TRPMS8 y el vector PX452 con la secuencia diana cercana al codon de STOP de TRPMS8. B) Electroforesis de los
genotipados realizados a los clones C2C12 aislados. Amplificacién de secuencia genémica correspondiente al C-
terminal de TRPM8. Se realizé el andlisis en clones aislados y transfectados unicamente con el vector PX459-M8
numerados arbitrariamente. Los clones con * se corresponden a clones cotransfectados con el vector PX459-M8 y
pcDNA3-mRuby-M8. Se incluye el porcentaje de inserciéon mRuby en TRPMS8 detectado en los clones C2C12
cotransfectados con 3 pg/ml del vector pcDNA3-mRuby-M8. C) Alineacién de la secuencia del locus de TRPM8 con
la secuencia diana seleccionada en azul, la secuencia esperada tras la insercién de la proteina fluorescente mRuby?2
y la secuencia obtenida para el clon 14* con el locus de TRPM8 donde se confirma la insercion. Se incluye el

cromatograma obtenido para el clon 14*.
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Estos resultados nos indujeron a pensar que el uso de CRISPR-Cas9 podria ser una buena estrategia
para la generacién de un modelo animal, pero también podria emplearse para la modificaciéon y
obtencién de un modelo celular dados los resultados en la linea C2C12. Asi, partiendo de una linea
celular que expresara los canales iénicos de TRPV1, TRPA1 o TRPMS se podrian obtener lineas celulares
que nos permitieran el estudio in vitro, facilitando la caracterizaciéon de los procesos de expresion,

transporte o eliminacién de estos canales.
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La dependencia de cultivos celulares primarios para el estudio de la nocicepcion conlleva ademas de
restricciones temporales y materiales, restricciones éticas y legales para con el uso de animales de
experimentacion. Por ello surge la necesidad de desarrollar nuevas herramientas in vitro que permitan
el estudio de la nocicepcién sin esos condicionantes, creando y validando nuevos modelos celulares. En
esta linea, diversos grupos trabajan en el desarrollo de lineas celulares capaces de diferenciarse a
nociceptores maduros, entre ellos el grupo del investigador M.A. Nassar de la Universidad de Sheffield.
La linea celular MED17.11 creada por ellos (Doran et al., 2015), se ha descrito como una linea celular
capaz de expresar marcadores de nociceptores maduros de forma rapida convirtiéndola en una
interesante herramienta para el cultivo de nociceptores in vitro. En particular, su capacidad para
expresar el canal iénico TRPV] en una semana resulté interesante para este trabajo al permitir el
estudio de TRPVI1 en un entorno controlado y semejante a su situaciéon in vivo. Ademas, esta linea
celular posibilitaba el desarrollo de un modelo celular equiparable al modelo animal YFP-TRPV1 si se

modificaba con los vectores CRISPR/Cas9 creados en este trabajo.

Diferenciacion de la linea celular MED17.11 siguiendo el protocolo de (Doran et
al.,, 2015).

Para la adaptacion de esta nueva linea celular en el laboratorio se llevé a cabo en primer lugar una
reproduccion del protocolo de diferenciacién de las MEDI17.11 (Figura 15). A fin de confirmar la
obtencion de nociceptores maduros, fundamentalmente peptidérgicos, se realizé la caracterizacion de

los cultivos en cada etapa del proceso.

Medio diferenciacion
{NGF
GDNF
FGF
Medio basal v.27832
Medio mantenimiento (Lavado IFN-y) cAMP
(IFN-y) 37°C Forskolina)

33°C | | | | | | |
1 ! 1 1 1 ! i ! >

Siembra DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

Figura 15. Esquema del protocolo de diferenciacion de la linea celular MED17.11 por Doran et al. (2015). IFN-y:
Interfer6n Gamma; NGF: factor de crecimiento nervioso; GDNF: factor neurotroéfico derivado de la glia; FGF: factor

de crecimiento de fibroblastos; cAMP: Adenosina monofosfato ciclico.

En primer lugar se realizé la caracterizacion morfolédgica a través de la observacion y el seguimiento de
los cultivos en cada una de las fases de crecimiento y diferenciaciéon (Figura 16). La puesta a punto de
los protocolos de siembra y diferenciaciéon llevaron al establecimiento de siembras de 5000 células por
cm? como 6ptimo de concentracion. Mientras que concentraciones inferiores alteraban la morfologia
de las células no diferenciadas (adquirian morfologias muy espiculadas y el crecimiento se ralentizaba),
las concentraciones superiores generaban sobrecrecimiento, es decir, las células no crecian en

monocapa tras los primeros dias de diferenciacion.
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A

Figura 16. Analisis de visu del proceso de diferenciacion de las MED17.11. A) Cultivo de DRGs de raton adulto (12
semanas). B) Cultivo de MED17.11 no diferenciadas (ND) con medio de mantenimiento a 33°C. C) Cultivo de
MEDI17.11 a dia 3 de diferenciacion (D3) con medio de diferenciacién a 37°C. D) Cultivo de MED17.11 a dia 5 de
diferenciacion (D5) con medio de diferenciacion a 37°C. E) Cultivo de MED17.11 a dia 7 de diferenciacién (D7) con
medio de diferenciaciéon a 37°C. F) Cultivo de MED17.11 a dia 9 de diferenciacion (D9) con medio de diferenciacién

a 37°C. Barra de escala de 250 pm. Recuadros con zoom 2X de los cultivos.

Empleando como referencia la morfologia de un cultivo primario de DRGs de raton (Figura 16A), a lo
largo del proceso de diferenciacién se observé que las células pasaban de un estado de soma estrellado
o alargado, de tipo fibroblasto (Figura 16B) en estado no diferenciado a una conformacién maés
redondeada, con reduccién del tamarno del cuerpo celular. En las primeras 72 horas aparecian las
primeras prolongaciones dendriticas, y se iniciaba el desarrollo de una incipiente red de neuritas
(Figura 16C). Dicha red se apreciaba desarrollada, madura e interconectada (Figura 16D-F) a partir de
los dias 5 6 6 de diferenciacion. En estas fases, ademas, resultaba apreciable el aumento del numero
de células por campo. A los 9 dias de diferenciaciéon y siguientes la heterogeneidad morfologica
resultaba muy marcada, encontrando células con soma grande y casi ameboide; células redondas de
gran tamario con multiples axones y células con soma pequerio y conformacion bipolar (Figura 16F).
Los analisis de visu mostraron, por tanto, que tras una semana de diferenciacion obteniamos un cultivo

celular con las MEDI17.11 semejante morfolégicamente a los cultivos primarios de DRGs.

De forma complementaria al analisis de visu se llevaron a cabo inmunocitoquimicas en MEDI17.11 no
diferenciadas (ND) y diferenciadas a dia 7 (D7). Con ellas, ademas de la morfologia, se caracterizo si los
tipos celulares presentes se correspondian con neuronas sensoriales. Asi se analizé la presencia del
marcador neuronal Tujl (B-Tubulina III); el marcador de astroglia GFAP; el receptor TrkA, implicado en
la maduraciéon de nociceptores; el canal iénico TRPV1 presente en nociceptores peptidérgicos y el
marcador B4, cuyas caracteristicas permiten la distincién de nociceptores peptidérgicos (negativo) y

no peptidérgicos (positivo) (Figura 17).
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Figura 17. Analisis de inmunocitoquimica (ICC) llevada a cabo en MEDI17.11 no diferenciadas (ND) y diferenciadas a
dia 7 (D7). A) MEDI17.11 ND marcado el citoplasma de las células neurales en verde con Tujl y los nucleos en azul
con DAPI. B) MED17.11 diferenciada D7 marcado el citoplasma de células neurales en verde con Tujl y los nucleos
en azul con DAPI. C) Diagrama de barras para el porcentaje de células contabilizadas como positivas para Tujl
MEDI7.11 ND (n=31) y D7 (n=18). D) MED17.11 ND marcado el citoplasma de las células gliales en verde con GAFP
y los nucleos en azul con DAPI. E) MED17.11 diferenciada D7 marcado el citoplasma de células gliales en verde con
GAFP y los nucleos en azul con DAPI. F) Diagrama de barras para el porcentaje de células contabilizadas como
positivas para GAFP MEDI17.11 ND (n=31) y D7 (n=23). G) MEDI17.11 ND marcado el citoplasma de las células en
verde con TrkA y los nucleos en azul con DAPI. H) MED17.11 diferenciada D7 marcado el citoplasma de células en
verde con TrkA y los nucleos en azul con DAPI. I) Diagrama de barras para el porcentaje de células contabilizadas
como positivas para TrkA MED17.11 ND (n=34) y D7 (n=15). J) MED17.11 ND marcado el citoplasma de las células
nociceptivas en verde con TRPV1 y los nuicleos en azul con DAPI. K) MED17.11 diferenciada D7 marcado el citoplasma
de células nociceptivas en verde con TRPV1 y los nucleos en azul con DAPI. L) Diagrama de barras para el porcentaje
de células contabilizadas como positivas para TRPV1 MED17.11 ND (n=38) y D7 (n=21). M) MED17.11 ND marcado
el citoplasma de las células no peptidérgicas en rojo con IB4 y los nucleos en azul con DAPL. N) MED17.11
diferenciada D7 marcado el citoplasma de células no peptidérgicas en rojo con IB4 y los ntcleos en azul con DAPI.

Barra de escala correspondiente a 50 pm.
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Los cambios morfoldgicos entre los dos estadios celulares analizados resulté muy marcado (Figura 17).
En lineas generales, las células no diferenciadas presentaban un tamafo variable pero superior en su
mayoria a las células diferenciadas. En los campos analizados la distribuciéon de las MED17.11 no
diferenciadas resultaba homogénea, con una muy marcada disposiciéon en monocapa y una morfologia
muy similar entre ellas. Por el contrario, las células diferenciadas mostraban una elevada
heterogeneidad. Se podian distinguir distintas morfologias distribuidas ademas en distintos planos. En
el plano inferior se apreciaban células similares a las células no diferenciadas, asi como células
“gigantes” multinucleadas. En planos superiores se apreciaban las redes axonales y dendriticas bien

marcadas, y células con somas redondeados con gran variedad de tamarnos, bipolares y multipolares.

El marcador neuronal Tujl confirmo el origen neuronal de las MEDI17.11 sin embargo, mostré que dicha
poblacion neuronal se encontraba por debajo del 50 % de las células analizadas (Figura 17A-C). En el
caso de las células no diferenciadas, el marcaje sefialé un soma muy amplio y no siempre bien definido.
En algunos campos se apreciaron células con un marcaje intenso alrededor del nucleo (Figura 17A). En
las células diferenciadas se observaba una heterogeneidad amplia al encontrar células marcadas de
forma similar a las células no diferenciadas pero también se apreciaron las redes axonales y dendriticas
bien definidas y células de pequerio tamarno, con bordes muy definidos y de aspecto muy esférico, con

morfologia bipolar (Figura 17B).

En el marcaje con GAFP también se pudieron identificar células positivas tanto en células ND como
diferenciadas a dia 7, pero en ambos casos con un porcentaje muy bajo de éstas (Figura 17F). En el caso
de las células no diferenciadas el marcaje se centraba alrededor de los nucleos de las mismas sin que
se apreciara la extensién del soma. En el caso de las MED17.11 a D7 con el cambio de morfologia se

detectaron células de pequerio tamarno con una intensa fluorescencia.

El marcador neuronal de desarrollo de nociceptores TrkA mostré también un marcaje focalizado
alrededor de los nucleos en células ND, mientras que en las células a D7 aparecieron células de reducido
tamarno con una fluorescencia intensa en todo el soma (Figura 17G-H respectivamente). El porcentaje
de células positivas en ninguno de los dos estadios superd el 25% y la diferenciaciéon, aunque

increment6 su porcentaje, no resulto significativamente mayor a las ND (Figura 171).

Con TRPV1 se detecté un aumento importante de los residuos celulares y un cambio en el aspecto del
marcaje. Mientras que en las células no diferenciadas se apreciaba una sefal intensa pero restringida
alrededor del nucleo, en el caso de las células a D7 se apreciaban células positivas a TRPV1 con una
sefializacion intensa y definida en células muy redondeadas y de pequeno tamario celular (Figura 17]J-
K). El aumento en el porcentaje de células positivas contabilizadas para este marcador, al igual que el

resto, no resulté significativo, situdndose en ambos estadios por debajo del 25% (Figura 17L).

En el caso del marcaje con IB4 para la distincion entre células no peptidérgicas y peptidérgicas resultd
muy extenso en los somas en ambos estadios, imposibilitando el contaje de células positivas, al no
poderse distinguir los limites celulares en las células a D7. Se apreci6 que la mayoria de células

resultaban positivas para este marcador con escasas excepciones (Figura 17M-N).

Los marcajes cruzados de TrkA o TRPV1 con IB4 mostraron que la mayoria de células consideradas
nociceptores (células positivas para TrkA o TRPV1) resultaban no peptidérgicos (IB4 positivos), con

escasas excepciones (Figura 18).
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Figura 18. Comarcajes de TrkA y TRPV1 con IB4 de MED17.11 no diferenciadas (ND) y diferenciadas a dia 7 (D7). A)
MEDI7.11 ND marcado el citoplasma de los nociceptores en verde con TrkA. B) MED17.11 ND marcado el citoplasma
de las células no peptidérgicas en rojo con IB4. C) Comarcaje de MED17.11 ND en verde con TrkA y en rojo IB4. D)
MED]17.11 D7 marcado el citoplasma de los nociceptores en verde con TrkA. E) MED17.11 D7 marcado el citoplasma
de las células no peptidérgicas en rojo con IB4. F) Comarcaje de MED17.11 D7 en verde con TrkA y en rojo IB4. G)
MEDI17.11 ND marcado el citoplasma de los nociceptores en verde con TRPV1. H) MEDI17.11 ND marcado el
citoplasma de las células no peptidérgicas en rojo con IB4. I) Comarcaje de MED17.11 ND en verde con TRPV1 y en
rojo IB4. J) MED17.11 D7 marcado el citoplasma de los nociceptores en verde con TRPV1. K) MED17.11 D7 marcado
el citoplasma de las células no peptidérgicas en rojo con IB4. L) Comarcaje de MED17.11 D7 en verde con TRPV1 y

en rojo IB4. Barra de escala en todas las imagenes de 50 pm.

Por otra parte, los analisis de inmunocitoquimica permitieron cuantificar el nimero de células por
campo y el tamafio de los nucleos marcados con DAPI. Los analisis mostraron que el cultivo de
MEDI17.11 continuaba dividiéndose encontrando un aumento significativo (Mann Whitney test, p-valor
< 0,001) del niimero de nucleos contabilizados a D7 (91,3 + 30,4) respecto a ND (49,5 + 18,7) (Figura
19A). El tamano medio de estos nucleos en las células diferenciadas (200 + 22,5 pm?) result6 también

significativamente mas pequeno (Test-t despareado, t=18,4; df=209; p-valor < 0,001) que las areas
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medidas en las células ND (297 + 43,2 um?) (Figura 19B). Adicionalmente, las areas de las regiones de
interés (ROI) seleccionadas para imagen de calcio fueron también analizadas como una aproximacion
al tamarnio celular en cada fase de diferenciacién. La comparativa confirmé que el tamario se reducia y,
ademas, se uniformizaba disminuyendo su variabilidad a lo largo del proceso de diferenciacion (Figura
19Q).
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Figura 19. Analisis del cambio de niimero y tamano de las MED17.11 a lo largo de la diferenciacién. A) Conteo
automatico del nimero de nutcleos marcados con DAPI en las inmunocitoquimicas realizadas en MED17.11 no
diferenciadas (ND) y diferenciadas a dia 7 (D7). Numero de campos analizados: ND= 134; D7= 77. *** se corresponde
al p-valor < 0.001 (Mann Whitney test) B) Analisis del area de los nticleos en las ICC para células ND y diferenciadas
a D7. Numero de campos analizados: ND= 134; D7= 77. *** se corresponde al p-valor < 0.001 (Test-t desapareado) C)
Diagrama de cajas y bigotes para las areas de las ROI de DRGs y MEDI17.11. DRG: ganglio de la raiz dorsal (n=778);
ND: MED. 17.11 no diferenciadas (n=476); D3: MED17.11 en el tercer dia de diferenciacién (n=532); D5: MED17.11 en
el quinto dia de diferenciacién (n=526) y D9: MEDI17.11 en el noveno dia de diferenciacién (n=815). Las cajas sefialan
el rango intercuartilico dénde la linea horizontal representa la mediana de las ROI. Los bigotes muestran los valores
minimo y maximo de las areas para cada grupo de células. ** se corresponde al p-valor < 0.01 *** se corresponde al

p-valor < 0.001 (Kruskal-Wallis/Test de Dunn para multiples comparaciones).

En comparacion con los DRGs (740.9 + 329.7 um?), las areas analizadas de las MED17.11 en los distintos
dias de diferenciacién resultaron significativamente diferentes (Kruskal-Wallis, p-valor < 0.01) salvo a
D9 (Figura 19C). Las células no diferenciadas (ND) presentaron el mayor tamario (1194 + 585.4 um?) y
la mayor dispersiéon de todas las ROI, mostrando diferencias significativas con todas las MED17.11

diferenciadas indistintamente del dia de diferenciacion (Kruskal-Wallis, p-valor < 0.01). Se observd
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ademas una reduccion progresiva del tamario desde el dia de diferenciacién 3 (D3) con 918.6 + 390.9
pm?, al dia de diferenciacién 5 (D5) con 926.9 + 391.3 pm?, al dia de diferenciacién 7 (D7) con 836.4 +
384.9 pm? y al dia 9 de diferenciacién (D9) con 775.3 + 358.9 pm?. La dispersion de las areas, sin
embargo, result6 bastante sostenida. Los analisis estadisticos mostraron diferencias significativas entre
las ROI de D3 y D5 con las areas de D7 y D9 (Kruskal-Wallis, p-valor < 0.01) (Figura 19C).

Al igual que en los analisis de visu, estos resultados mostraban que a lo largo de la diferenciacién las

MEDI17.11 tendian a aproximarse a los tamarios presentes en los cultivos primarios de DRGs.

La caracterizacién de las MED17.11 se continu6 con el analisis de la expresion de los receptores TrkA y
CGRP y el canal TRPVI1 via retrotranscripcion de ARN de MEDI17.11 en diferentes estadios de
diferenciacién, seguida de una PCR a tiempo final. El receptor TrkA, marcador de nociceptores y clave
en el desarrollo de los mismos, fue detectado en todas las muestras analizadas, sin apreciarse
diferencias en la expresion entre las distintas muestras (Figura 20A). En el caso de CGRP (Calca),
también se detectd su expresion en todas las muestras analizadas, no diferenciadas y a diferentes dias
de diferenciacién (Figura 20A). Sin embargo, los analisis de expresion de TRPV1 mostraron que en
ninguna de las muestras se obtenia amplificado (Figura 20A). Estos resultados apuntaron a que el

proceso de diferenciacién no alteraba la expresion de los marcadores analizados.
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Figura 20. Analisis de expresién de marcadores neurales en MED17.11 no diferenciadas y diferenciadas. A)
Electroforesis de PCR desde ADNc procedente de MEDI17.11 no diferencias (ND) y diferenciadas a dia 3 (D3), dia 5
(D5), dia 7 (D7), dia 8 (D8) y dia 9 (D9). Se analizaron los marcadores de nociceptores peptidérgicos TrkA, CGRP y
TRPV1 en los que se sefialan los tamanos de amplificados esperados en cada caso. Como control de la
retrotranscripcion se incluyé la amplificacion de la B-Actina. B) Resultados de la RT-qPCR con la expresién relativa
de MEDI17.11 no diferenciadas (ND) y diferenciadas a dia 3 (D3), a dia 5 (D5) y a dia 7 (D7) en relacion a la expresion
de dichos marcadores en DRG de ratén adulto. Marcadores analizados relacionados con la maduraciéon de
nociceptores, Brn3a, cRet, Runxl, TrkA, y receptores y canales iénicos presentes en nociceptores maduros, TRPV1,
TRPA1, TRPMS, P2rx3, CGRP, Sustancia P, Navl.7, Navl.8 y Nav1.9. Control interno empleado GAPDH.

Se decidié aumentar el panel de marcadores analizados incluyendo transcritos implicados en la
maduracién de nociceptores peptidérgicos, asi como canales i6nicos y receptores presentes en esta
subpoblacién de neuronas sensoriales. Para ello se llevd a cabo una PCR a tiempo real (RT-qPCR) y la
cuantificacién relativa de estos genes respecto a su expresién en DRGs. En este caso, los andlisis

mostraron que so6lo la expresién de Runxl, presente en el proceso de maduracién de nociceptores,
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obtuvo unos valores similares a los DRGs (Figura 20B). El resto de marcadores presentd una expresion
infima, con hasta tres 6rdenes de magnitud por debajo de los DRGs de ratén adulto en todos los casos,
salvo para TrkA y TRPV1 de células no diferenciadas que sélo fue dos érdenes de magnitud inferiores.
Uno de los aspectos mas destacados fue que, con la excepcién de Brn3a (Pouf4), TRPA1, TRPMS8 y
P2rx3, las MEDI7.11 diferenciadas, indistintamente del dia analizado, mostraron una menor expresion
que las células ND. En algunos casos la expresiéon detectada en las células no diferenciadas no era
detectada en las células diferenciadas. El canal de sodio Navl.7 fue el inico marcador que no se detectd

en ninguna de las fases analizadas de las MED17.11.

Estos resultados, en contra de los resultados morfolégicos, mostraron que las MED17.11 presentaban
un perfil de expresion de marcadores neuronales muy alejado del perfil detectado en DRGs de raton
adulto. Ademas, la diferenciacion, en contra de lo esperado, incrementaba las diferencias de expresion

entre los DRGs y las MEDI17.11 en muchos de los marcadores analizados.

Dados los cambios de la expresion detectados de TRPV1 en las gPCR y la contradiccion presentada con
las inmunocitoquimicas, se llevé a cabo un inmunoblot (Western Blot) para la comprobacion de la

expresion proteica de este canal i6nico en distintos momentos de la diferenciacién (Figura 21).
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Figura 21. Inmunoblot (Western blot) de la expresién de TRPV1 en las MED17.11. Inmunoblot desde extractos de
proteina total procedentes de MED17.11 no diferenciadas (ND) y diferenciadas a dia 3 (D3), dia 5 (D5) y dia 7 (D7).

Control de la carga llevado a cabo con actina.

Tal y como senialaron los resultados en las inmunocitoquimicas, la presencia de TRPV1 se detectaba a
una muy baja proporcion en casi todos los dias de diferenciacion, aunque no se apreciaban cambios en

la expresion entre las células no diferenciadas y diferenciadas a distintos dias de diferenciacion.

Teniendo en cuenta estos datos, se tratd de analizar la funcionalidad de las MED17.11, estudiando a
través de imagen de calcio la capacidad de respuesta a diversos estimulos. De forma estandarizada se
aplicaron 45 segundos de Capsaicina (Caps) a 10 pM; adenosin-5"-trifosfato (ATP) a 10 pM y cloruro
potasico (KCl) a 40 mM, con un intervalo de lavado y recuperacién entre ellos de 4 minutos (Figura
22B).
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Figura 22. Analisis de imagen de Ca?* de la linea celular MED17.11 no diferenciada y diferenciada en comparacion
con DRG de ratén adulto. A) Secuencia temporal del registro de fluorescencia aplicando el protocolo de estimulacién
en cultivo de DRGs de ratén adulto. a: fotografia en luz transmitida del cultivo de DRGs; b: imagen de fluorescencia
en el inicio del registro que corrobora la carga de las células con la sonda Fluo-4 tras 40 min de incubacion; c:
imagen de fluorescencia a los 30 segundos, pre aplicacion del estimulo de capsaicina (Caps); d: imagen de
fluorescencia al minuto y 30 segundos, durante la aplicacion del estimulo de Caps; e: imagen de fluorescencia a los
5 minutos y 30 segundos, tras lavado y pre aplicacién del estimulo de adenosina trifosfato (ATP); f: imagen de
fluorescencia a los 6 minutos y 30 segundos, durante la aplicacion del estimulo de ATP; g: imagen de fluorescencia
a los 10 minutos y 30 segundos, tras lavado y pre aplicacion del estimulo de cloruro potasico (KCl); h: imagen de
fluorescencia a los 11 minutos y 30 segundos, durante la aplicacién del estimulo de KCIl. Barra de escala
correspondiente a 250 um. B) Registros representativos en imagen de Ca?* para DRGs y MED17.11 no diferenciadas
(ND) y diferenciadas a dia 3 (D3), dia 5 (D5), dia 7 (D7) y dia 9 (D9). Se sefiala en negro el momento y la duracion de
los pulsos de los tres estimulos aplicados, Caps, ATP y KCI. C) Porcentaje medio de respuestas obtenidas para cada
uno de los estimulos aplicados en los registros considerando el nimero de células que respondieron a cada estimulo
respecto al total de células registradas en DRG: n=786; ND: n=486; D3: n=553; D5: n=542; D7: n=646 y D9: n=858.
* se corresponde al p-valor < 0.05; ** se corresponde al p-valor < 0.01 y *** se corresponde al p-valor < 0.001 (analisis

de la varianza ANOVA/ test post-hoc Bonferroni).
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Tabla 3. Porcentaje de respuesta de las células a un tnico estimulo, a dos estimulos o a los tres estimulos aplicados.
Se recogen los datos obtenidos en imagen de calcio para DRGs de raton adulto, y MED17.11 no diferenciadas (ND)
y diferenciadas a dia 3 (D3), a dia 5 (D5), a dia 7 (D7) y a dia 9 (D9) a los estimulos de capsaicina (Caps), adenosina
trifosfato (ATP) y cloruro potéasico (KCl). Se especifica el nimero de células total tenidas en cuenta y el numero de

campos analizados para cada uno de los tipos celulares analizados.

N° % solo % solo % solo % % % % N

Células Caps ATP Kc1 Caps/ATP ATP/KCl Caps/KCI Caps/ATP/KCI "

(Total) “
cristales)

DRGs | 786 5,98 22,14 15,01 4,07 25,19 12,21 11,83 11

ND 486 0,41 3,5 37,65 (¢} 9,26 0,21 0,62 7

D3 553 0,90 51,9 1,45 2,17 3,25 1,45 0,54 11

D5 542 1,11 16,05 6,64 0,18 0,92 0,18 0,18 11

D7 646 0,93 32,97 2,17 0,31 1,70 0,15 0,31 14

D9 858 2,91 11,07 0,47 0,7 0,35 0,12 0 11

En las pruebas de control realizadas sobre el cultivo primario de DRGs se observé que menos de la
mitad de las células respondian a capsaicina (Figura 22A). En determinados casos, la aplicacion de la
misma condujo a la muerte celular, pero en lineas generales, casi todas las células que respondian a
caps. lo hacian también a los estimulos de ATP y KCl o sélo a KClI (Tabla 3). Mas de un quinto de las
células analizadas en DRGs respondian unicamente a ATP, correspondiéndose por norma general a glia
presente en el cultivo (Tabla 3) (Figura 22A). Comparando las respuestas observadas de cultivo de DRGs
(Figura 22A-B) con las MED17.11 se detect6 que estas ultimas tenian una muy baja respuesta a
capsaicina, con diferencias significativas respecto a los DRGs pero sin diferencias en el porcentaje de
respuesta entre los distintos dias de diferenciacion (ANOVA, F=9,851, p-valor < 0,001) (Figura 22C).
En el caso de las respuestas a KCl se detecté una disminucion significativa respecto a DRGs tanto en
ND como en las células diferenciadas (test post-hoc Bonferroni, p-valor < 0,001). También se registro
una reduccion significativa (test post-hoc Bonferroni, p-valor < 0,01) entre el porcentaje de respuesta
a KCI por parte de las células ND (35 *+ 44.2) y las células diferenciadas (D3: 6,17 + 7,67; D5: 5,19 +
14,29; D7: 4,01 + 4,72; D9: 0,87 + 1,31). Aunque, si bien las células ND presentaron un elevado
porcentaje de respuesta a KCl en muchos casos, a diferencia de los DRG, éste era el Uinico estimulo al
que respondian (Tabla 3). La respuesta al ATP pareci6 aleatoria y no tendia a correlacionarse con el
proceso de diferenciacion y maduracion de las MEDI17.11. Asi, la reduccion significativa (post-hoc
Bonferroni, p-valor < 0,001) en el porcentaje de células que respondieron a ATP en comparacién con
DRGs, en las células D3 no fue significativa (Figura 22C). El porcentaje de células que respondia

unicamente a ATP fue muy superior en las células a D3 y D7 (Tabla 3).

La falta de respuesta a capsaicina evidencio la carencia de TRPV1 funcional en las MED17.11. Por otro
lado, la diferenciacién mostré una reducciéon dramatica en la respuesta al KCl por parte de las
MEDI17.11. Asi, los registros obtenidos mostraron que funcionalmente las MED17.11 no se comportaban

como neuronas, encontrandose bastante alejadas de los nociceptores peptidérgicos buscados.
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Analisis del envejecimiento celular de las MED17.11

La carencia de un modelo celular funcional, y los efectos sobre el sistema del protocolo empleado para
la diferenciacion hizo revisar en primer lugar las condiciones de las MED17.11 de partida. A lo largo de
las pruebas y los analisis llevados a cabo, se detectd una alta heterogeneidad en la diferenciacion
celular. En particular los analisis de calcio mostraron una alta variabilidad entre experimentos. Asi
planteamos si el envejecimiento del cultivo podria afectar a la diferenciacién. Por ello, se procedi6 a

distinguir entre pases “jovenes” (<15) y pases “antiguos” (>20).

En primer lugar, los analisis de visu con pase de distinta edad no mostraron diferencias morfologicas
(Figura 23). Las células ND presentaron formas espiculadas y somas amplios en ambas edades (Figura
23A-B). Las MEDI17.11 diferenciadas, tanto en pases antiguos como pases jévenes mostraron un cultivo

heterogéneo, con células de variado tamaro y una red dendritica y axonal desarrollada (Figura 23C-D).
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Figura 23. Analisis de la morfologia de MEDI17.11 no diferenciadas (ND) y diferenciadas a dia 5 (D5) en pase “joven”
(j) (<15) y pase “antiguo” (a) (>20). A) Cultivo de MED17.11 no diferenciadas (ND) con medio de mantenimiento a
33°C de pase joven. B) Cultivo de MED17.11 no diferenciadas (ND) con medio de mantenimiento a 33°C de pase
antiguo. C) Cultivo de MED17.11 a dia 5 de diferenciacion (D5) con medio de diferenciacion a 37°C de pase joven. D)
Cultivo de MED17.11 a dia 5 de diferenciacion (D5) con medio de diferenciacion a 37°C de pase antiguo. Barra de
escalas en las 4 imagenes correspondientes a 250 pm. Zoom del cultivo 2X en la parte inferior izquierda. E)
Diagrama de cajas y bigotes para las areas de las ROI de MED17.11 para pase joven y antiguo descartando los valores
extremos. MED17.11 NDj: n=38; NDa: n=133; D5j: n=225; D5a: n=52; D7j: n=196 y D7a: n=121. Las cajas sefalan el
rango intercuartilico dénde la linea horizontal representa la mediana de las ROI. Los bigotes muestran los valores
minimo y maximo de las areas para cada grupo de células. * se corresponde al p-valor < 0.05; ** se corresponde al
p-valor < 0.01 y *** se corresponde al p-valor < 0.001 (Kruskal-Wallis/Test de Dunn para multiples comparaciones).
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Los analisis de las areas de las ROI tras descartar los valores extremos, sin embargo, detect6 diferencias
significativas entre pases jévenes y pases antiguos de las distintas fases analizadas (Kruskal-Wallis, p-
valor < 0,001) (Figura 23E). Se encontro6 que el rango de tamarios en pases jovenes en el caso de células
ND (10649 * 12947 pm?) era significativamente mayor que en pases antiguos (1647 + 715,2 um?) (Test
de Dunn, p-valor < 0,001) (Figura 23E). Con la diferenciacién el rango de tamarios se estrechaba,
mostrando una menor variabilidad en todos los casos. La diferenciacién mostré que,
independientemente de la edad del pase, a dia 7 (D7 joven: 713,6 + 304,3 pm? D7 antiguo: 1052 *
473,1 pm?) los tamanos de las células fueron significativamente menores respecto a las células no
diferenciadas (Test de Dunn, p-valor < 0,001) (Figura 23E). Sin embargo, dichas diferencias de tamaro
no se detectaron entre ND y D5 de pase antiguo (1540 + 761,7 um?), mientras que si se detectaron (Test

de Dunn, p-valor < 0,001) con las células a D5 en pase joven (769,9 *+ 327,7 pm?) (Figura 23E).

Aunque la morfologia no parecié evidenciar diferencias, los tamarfios celulares mostraron que las
MED]17.11 de pases jovenes resultaban mas afectadas por la diferenciacién que las MED17.11 de pases

antiguos, mostrando estas ultimas unas areas mas similares en las distintas fases analizadas.

En la exploracién del factor de la edad del pase de las MED17.11, se llev6 a cabo también un analisis
comparativo de la expresién de marcadores neuronales entre pases jovenes y pases antiguos. Respecto
a los primeros analisis realizados, se incrementaron el nimero de genes examinados y se efectué una
cuantificacién relativa a través de qPCR respecto a DRGs de raton adulto (Figura 24). El panel de
marcadores analizados incluyé marcadores neuronales implicados en el desarrollo neuronal,

marcadores tipicos de nociceptores peptidérgicos y marcadores de nociceptores no peptidérgicos.
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Figura 24. Resultados de la RT-qPCR con la expresion relativa de MED17.11 no diferenciadas (ND) y diferenciadas a
dia 3 (D3), a dia 5 (D5) y a dia 7 (D7) de pases jovenes (j) (<15) y antiguos (a) (>20) en relacion a la expresion de
dichos marcadores en DRG de ratén adulto (no representado). A) Analisis de los factores de transcripcion y
receptores relacionados con la maduracioén de nociceptores, Sox10, Brn3a, cRet, Runxl, TrkA y p75. B) Analisis de
receptores y canales iénicos presentes en nociceptores maduros generalmente peptidérgicos: TRPV1, TRPAL, CGRP,
Sustancia P, Navl.7, Nav1.8 y Nav1.9. C) Analisis de receptores y canales iénicos presentes en nociceptores maduros
generalmente no peptidérgicos: TRPMS8, TRPC3, P2rx3, MrgAl, MrgA3 y MrgD. Control interno empleado para
todos los casos GAPDH.



RESULTADOS

En los analisis llevados a cabo sélo el factor de transcripcion Sox10, implicado en el desarrollo neuronal
y presente en la glia, fue detectado en todas las muestras empleadas. Los valores de expresién
resultaron muy bajos, entre 2 y 3 o6rdenes de magnitud inferiores a la expresién en DRGs. Este
marcador, ademas, fue el Uinico caso en el que el protocolo de diferenciacién mostr6 un efecto opuesto
en pases jovenes y pases antiguos. Mientras que en pases jovenes las células diferenciadas presentaron
valores inferiores a las células ND, en pases antiguos la expresion de Sox10 se fue incrementando con
el aumento de los dias de diferenciacién. En el caso Brn3a (Pou4fl) implicado también en el desarrollo
de neuronas sensoriales, se detectaron niveles de expresion 3 6rdenes de magnitud inferiores a los
DRGs en MEDI17.11 de pases jovenes. RunXl fue el unico marcador que se detect6 en todas las
muestras, salvo D3 de pase joven con niveles de expresion semejantes a los DRGs. Por lo general, las
muestras de células diferenciadas de ambas edades presentaron valores inferiores a las células ND,

apuntando a una tendencia hacia la reduccion de la expresién de este factor de transcripcion.

Para el resto de marcadores analizados, las expresiones detectadas fueron extremadamente bajas
respecto a los DRGs, aleatorias y sin aparente relaciéon con la edad de los pases o los estadios de
diferenciacién. Se detectaron, por ejemplo, expresiones aisladas de TRPV1, Navl.8, P2rx3 o MrgAl,
circunscritas unicamente a muestras de pases jévenes. Por otro lado, los analisis a través de qPCR no
detectaron la expresion de MrgA3, Navl.9, Navl.7, sustancia P (Tac) o CGRP (Calca) en ninguna

muestra diferenciada independientemente del pase.

Aunque estos resultados mostraron diferencias de expresién entre pases jovenes y antiguos, para la
mayoria de los marcadores éstas fueron incoherentes y aleatorias. Las expresiones de los genes
analizados mostraron grandes diferencias respecto a los DRGs adultos y la diferenciacién celular no

revirtio estas diferencias.

Se analiz6 también la funcionalidad de las MED17.11 distinguiendo entre pases joévenes y pases
antiguos a través de imagen de calcio, aplicando el mismo protocolo de estimulacién con capsaicina,
ATP y cloruro potasico al empleado anteriormente (Figura 25A). Funcionalmente, las MED17.11,
indistintamente de la edad del pase o la fase de diferenciacion, presentaron una respuesta por debajo
del 25% a capsaicina, a KCl y a ATP en el caso de pases antiguos, (Figura 25B) (Tabla 4). La respuesta
multiple a los distintos estimulos aplicados resulté nula en la mayoria de las condiciones (Tabla 4). La
edad del pase no mostr6 diferencias significativas entre si con la aplicacién de capsaicina ni con la
aplicacién de KCI (Test de comparaciones multiples de Tukey, p-valor > 0,05) (Figura 25B). En el caso
del ATP, las células no diferenciadas no presentaron diferencias significativas entre pases antiguos y
pases jovenes, sin embargo, las células diferenciadas a D5y D7 de pases jovenes mostraron una elevada

respuesta al ATP, por encima del 30%.
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Figura 25. Analisis de imagen de Ca?" en MEDI17.11 no diferenciadas (ND) y diferenciadas a dia 5 (D5) y dia 7 (D7)
de pases jovenes (j) (<15) y antiguos (a) (>20). A) Registros representativos de imagen de Ca?" de MED17.11 NDj,
NDa, D5j, D5a, D7j y D7a. Se sefialan en negro el momento y la duracién de los pulsos de los tres estimulos aplicados,
Caps, ATP y KCI. B) Porcentaje medio de respuestas obtenidas a cada uno de los estimulos aplicados considerando
el nimero de células que respondieron a cada estimulo respecto al total de células registradas para MED17.11 NDJ:
n=38; NDa: n=136; D5j: n=230; D5a: n=53; D7j: n=209 y D7a: n=125. ** se corresponde al p-valor < 0.01 y ** se
corresponde al p-valor < 0.001 (analisis de la varianza ANOVA/ test post-hoc Bonferroni).
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Tabla 4. Porcentaje de células que respondieron a uno, dos o tres estimulos en pase joven y pase antiguo. Se recogen
los datos obtenidos en imagen de calcio para MED17.11 no diferenciadas (ND) y diferenciadas a dia 5 (D5) y dia 7
(D7) de pases jovenes (j) (<15) y antiguos (a) (>20) a los estimulos de capsaicina (Caps), adenosina trifosfato (ATP) y
cloruro potasico (KCl). Se especifica el numero de células total tenidas en cuenta y el nimero de campos analizados

para cada uno de los tipos celulares analizados.

N°Cél. %sdlo  %sélo % solo % % % % N
(Total) Caps ATP KCl1 Caps/ ATP/ Caps/ Caps/ATP/ (o
ATP KCl KCl KCl cristales)
NDj 38 0] 5,26 10,53 0] 0] 0] o] 2
D5j 230 1,3 32,61 0,87 0] 0] 0] 0] 4
D7j 209 1,91 55,5 0,96 1,91 0] 0,96 o] 4
NDa 136 6,62 8,09 6,62 0,74 0,74 0] 0,74 3
Dba 53 0] 1,89 0] 0] 0] 0] 0] 2
D7a 125 0] 4 0] 0] 0] 0] 0] 4

Estos resultados senalaron que, en pases jovenes, el protocolo de diferenciacién tenia algun tipo de
efecto sobre las MEDI17.11 en relacion a la respuesta al ATP. Sin embargo, las células diferenciadas
analizadas no se comportaron como los nociceptores esperados. La baja respuesta al KCl detectada en
las células ND se redujo o desaparecié en las células diferenciadas sin distincién entre las edades de
los pases usados. Asi, el factor de envejecimiento del cultivo, aunque introducia alteraciones en la
expresion y funcionalidad de las MEDI17.11, éstas no resultaban determinantes para el desarrollo de

neuronas maduras y existian otros factores que impedian la obtencién de nociceptores.

Modificaciones al protocolo de diferenciacion de (Doran et al.,, 2015).

La lista de diferencias detectadas principalmente en la expresién de marcadores neuronales entre las
MEDI17.11 no diferenciadas y los DRGs propicié que se modificara el protocolo de mantenimiento y de
diferenciacion de las células. Bajo diferentes supuestos se analizaron y evaluaron distintas opciones en

pro de conseguir nociceptores funcionales que expresaran TRPV1.

Adicién de BMP4
Una de las modificaciones llevadas a cabo fue la adicién de proteina morfogénica 6sea 4 (BMP4, del
inglés bone morphogenetic protein 4). Se opt6 por adicionar este compuesto basandonos en protocolos
de diferenciacion de células pluripotenciales inducibles (ips cells), donde es usada como factor de

induccion del estado neural.

La adicién de este compuesto al medio de mantenimiento y el medio basal de las MED17.11 no afect6
a la morfologia de las células ND. Los andlisis de las inmunocitoquimicas realizadas no sefialaron
cambios en la morfologia, el numero o el tamafo medio de los nucleos (Figura 26A-C), asi como
tampoco en la deteccion de células positivas para Tujl, GAFP, TrkA o TRPV1 (Figura 26B). Los analisis
de area de las ROI mostraron que tanto la media como la variabilidad entre las MED17.11 ND no
tratadas con BMP4 (1194 + 585.4 pm?) y las tratadas (1275 + 575.7 pm?) eran muy similares, no

encontrando diferencias significativas entre ellas (Figura 26C).
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Figura 26. Analisis de la morfologia de MED17.11 no diferenciadas (Control) y MED17.11 no diferenciadas tratadas
con BMP4 (BMP4). A) Comarcaje de MED17.11 control en verde con Tujl, marcador de células neuronales, y en rojo
de IB4, marcador de nociceptores no peptidérgicos. B) Comarcaje de MED17.11 tratadas en verde con Tujl, marcador
de células neuronales, y en rojo de IB4, marcador de nociceptores no peptidérgicos. C) Comarcaje de MED17.11
control en verde con TRPV1, canal i6nico presente en nociceptores peptidérgicos, y en rojo de IB4, marcador de
nociceptores no peptidérgicos. D) Comarcaje de MEDI17.11 tratadas con BMP4 en verde con TRPVI, canal iénico
presente en nociceptores peptidérgicos, y en rojo de IB4, marcador de nociceptores no peptidérgicos. Barra de
escala de 50 um. E) Diagrama de barras para el porcentaje medio de células contabilizadas como positivas por campo
para Tuj, GAFP, TrkA y TRPV1 de MED17.11 ND no tratadas y tratadas con BMP4 donde se analizaron ND control
Tujl n=31, ND BMP4 Tujl n=18, ND control GAFP1 n=31, ND BMP4 GAFP n=35, ND control TrkA n=34, ND BMP4
TrkA n=35, ND control TRPV1 n=38 y ND BMP4 TRPV1 n=37 campos. F) Conteo automatico del niumero de nticleos
marcados con DAPI en las inmunocitoquimicas realizadas en MED17.11 no diferenciadas no tratadas (Control) y
tratadas con BMP4 (BMP4). G) Analisis del &rea de los nucleos en las ICC para células ND no tratadas (Control) y
tratadas con BMP4 (BMP4). Numero de campos analizados: ND Control= 129; ND BMP4= 141. H) Diagrama de cajas
y bigotes para las areas de las ROl de MEDI17.11 Control (n= 476) y MED17.11 BMP4 (n=196). Las cajas senalan el
rango intercuartilico dénde la linea horizontal representa la mediana de las ROI. Los bigotes muestran los valores

minimo y maximo de las dreas para cada grupo de células.
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A través de RT-gPCR, se analizé si la expresién de marcadores neuronales en MEDI17.11 no
diferenciadas era alterada por la aplicacién del BMP4 (Figura 27). Todos los marcadores relacionados
con el desarrollo de neuronas fueron detectados tanto en las células tratadas como no tratadas con la
excepcion de TrkA que no se detectd en ninguna de las muestras y p75 (Ngrf) que sélo se detect6 en
las muestras no tratadas. No se detectaron cambios en los niveles de expresion, manteniéndose éstos
en dos y tres 6rdenes de magnitud por debajo de la expresién en DRGs, salvo Runxl. TRPMS fue el
Unico canal iénico que se detectd en las células no tratadas, mientras que MrgD fue el Unico que
present6 un aumento de la expresién en los cultivos tratados con BMP4. En conjunto la adicién del

compuesto no producia ninguna alteracion en la expresion de los marcadores analizados (Figura 27).
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Figura 27. Expresién de marcadores neuronales en MED17.11 no diferenciadas no tratadas (Control) y MED17.11 no
diferenciadas tratadas con BMP4 (BMP4). Resultados de la RT-gPCR con la expresion relativa en relacion a la
expresion de dichos marcadores en DRG de raton adulto (no representado). Analisis de los factores de transcripcién
y receptores relacionados con la maduracién de nociceptores, Sox10, Brn3a, cRet, Runxl, TrkA y p75, receptores y
canales idnicos presentes en nociceptores maduros generalmente peptidérgicos: TRPV1, TRPA1, CGRP, Sustancia P,
Navl.7, Navl.8 y Navl.9 y receptores y canales idnicos presentes en nociceptores maduros generalmente no
peptidérgicos: TRPMS8, TRPC3, P2rx3, MrgAl, MrgA3 y MrgD. Control interno empleado para todos los casos:
GAPDH.

A nivel de funcionalidad, el protocolo seguido para el andlisis de respuesta a capsaicina, ATP y KCI
mostro que el porcentaje de respuesta a cada uno de los estimulos en las células ND tratadas con BMP4
fue inferior al 10 % (Figura 28). Para ninguno de los tres estimulos hubo diferencias significativas en

las respuestas de las MED17.11 por la adicién del BMP4 respecto a las células no tratadas (Figura 28).
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Figura 28. Respuesta media a los estimulos de capsaicina, ATP y KCl en MEDI17.11 no diferenciadas (Control) y

MEDI17.11 no diferenciadas tratadas con BMP4 (BMP4) considerando el numero de células que respondieron a cada

estimulo respecto al total de células registradas para Control ND: n=486 y BMP4 ND: n=197.

Tomados en conjunto, la adicién del compuesto BMP4 no afecté a las MED17.11 ni morfoldgica, ni
estructural, ni funcionalmente. La diferenciacion posterior de las células tratadas con este compuesto

tampoco reflejé ninguna alteracion respecto a las MED17.11 no tratadas.

Adicion de compuestos citostaticos
Se planted que la baja tasa de diferenciacién detectada en las MED17.11 podria deberse a la elevada
heterogeneidad morfologica detectada en los dias mas avanzados de la diferenciacién y el
mantenimiento de las células en division durante este proceso. Estos dos factores trataron de
contrarrestarse con la aplicacién de compuestos citostaticos para restringir, durante la fase de
diferenciaciéon, los tipos celulares presentes en el cultivo de MEDI17.11. Se opté por testar los
citostaticos arabinosido de citosina (AraC) y 5'-desoxi-5-fluorouridina (dFUR), ampliamente usados para

la restriccion del crecimiento de glia en cultivos neuronales.

Tanto la aplicacion del AraC como del dFUR con el medio de diferenciacion redujo el niumero de células
con caracteristicas similares a las MED17.11 no diferenciadas. En ambos casos, los analisis morfolégicos
de visumostraron una prevalencia de células con soma pequeio y redondeado y una amplia red axonal
y dendritica (Figura 29A-C). Por otro lado, los analisis de las areas de las ROI sefnialaron cambios
significativos entre tratamientos (Kruskal-Wallis, p-valor < 0,001) (Figura 29D). La comparativa entre
los distintos dias de diferenciacion no tratados y tratados con cada uno de los citostaticos sefialé una
reduccion significativa de las areas a D3 (Control: 918.6 + 390.9 pm? AraC: 692.8 + 271.3 pm? dFUR:
580.5 + 243.2 pym?) (Test de Dunn, p-valor < 0,001). A D7 no se detectaron diferencias significativas
entre tratamientos, mostrando tamaros y rango muy similares entre ellos (Control: 836.4 + 384.9 pm?;
AraC: 905.1 + 362.5 um? dFUR: 843.4 + 980.5 pm?) (Figura 29D). A dia 9 de diferenciacion, las células
tratadas con dFUR mostraron un mayor tamano medio ademas de una gran variabilidad de los mismos
de forma significativa (Control: 775.3 + 358.9 um?; AraC: 886.8 + 482.7 ym? dFUR: 1212 + 555.5 pm?)
(Test de Dunn, p-valor < 0,001) (Figura 29D). En contra de lo observado con las MED17.11 diferenciadas
sin tratar, las células tratadas con AraC aumentan su tamarno medio y su variabilidad a lo largo de la
diferenciacion, siendo estadisticamente significativa dicha variacién entre D3 y D7 (Test de Dunn, p-
valor < 0,01) (Figura 29D). En el caso de las células tratadas con dFUR este aumento de la variabilidad
y el tamanio resulta significativo entre los 3 estadios analizados (Test de Dunn, p-valor < 0,05) (Figura
29D).
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Figura 29. Analisis de la morfologia de MED17.11 diferenciadas a dia 3 (D3), a dia 7 (D7 y a dia 9 (D9) no tratadas
(Control) y tratadas con AraC y dFUR. A) Cultivo de MED17.11 diferenciadas a dia 9 (D9) con medio de diferenciacién
sin tratamiento de citostaticos. B) Cultivo de MED17.11 a D9 con medio de diferenciacion y tratamiento con AraC.
C) Cultivo de MED17.11 diferenciadas a D9 con medio de diferenciacion y tratamiento con dFUR. Barra de escala de
las 3 imégenes 250 pm y zoom 2X en la parte inferior izquierda. D) Diagrama de cajas y bigotes para las areas de
las ROI de MEDI17.11 a D3 Control (n= 572), tratadas con AraC (n=75) y tratadas con dFUR (n=115); a D7 Control (n=
617), tratadas con AraC (n=102) y tratadas con dFUR (n=77) y a D9 Control (n= 815), tratadas con AraC (n= 33) y
tratadas con dFUR (n=39). Las cajas sefialan el rango intercuartilico donde la linea horizontal representa la mediana

sk

de las ROIL Los bigotes muestran los valores minimo y maximo de las dreas para cada grupo de células. ** se

sokok

corresponde al p-valor < 0.01 y *** se corresponde al p-valor < 0.001 (Kruskal-Wallis/Test de Dunn para multiples

comparaciones).

Aunque morfolégicamente los tratamientos con los citostaticos parecian reducir la variabilidad de las
MED]17.11 los analisis de tamarnos demostraron que salvo a D3, los tratamientos no resultaban efectivos

e incluso propiciaban el aumento de la heterogeneidad.

El andlisis de funcionalidad a través de imagen de calcio mostr6 que la restriccién de los tipos celulares
en los cultivos no aumento la proporcion de respuestas a los estimulos de capsaicina, ATP o KCI. De
hecho, éstos resultaron mas bajos que los detectados en los cultivos sin tratar con citostaticos (Figura
30D). Unicamente las células tratadas con AraC a dia 3 presentaron un aumento en el porcentaje de
respuestas a capsaicina, aunque no significativo (post hoc Test de Bonferroni, multiples comparaciones
, p-valor > 0,05) (Figura 30D). La reduccion en las respuestas a ATP en todos los dias de diferenciacion
analizados, sin embargo, si que resultd significativa en ambos tratamientos (post hoc Test de

Bonferroni, multiples comparaciones , p-valor < 0,05) (Figura 30D).
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Figura 30. Analisis de imagen de Ca?* en MEDI17.11 diferenciadas a dia 3 (D3), a dia 7 (D7) y a dia 9 (D9) no tratadas
(Control) y tratadas con los citostaticos AraC y dFUR respectivamente. A) Registros representativos de imagen de
Ca?" de MEDI7.11 diferenciadas a D3 sin tratar (Control), tratadas con AraC y tratadas con dFUR con la aplicacion
de capsaicina al minuto 1, de ATP al minuto 6 y KCl al minuto 11 de registro. B) Registros representativos de imagen
de Ca?" de MED17.11 diferenciadas a D7 sin tratar (Control), tratadas con AraC y tratadas con dFUR con la aplicacion
de capsaicina al minuto 1, de ATP al minuto 6 y KCI al minuto 11 de registro. C) Registros representativos de imagen
de Ca?" de MED17.11 diferenciadas a D7 sin tratar (Control), tratadas con AraC y tratadas con dFUR con la aplicacion
de capsaicina al minuto 1, de ATP al minuto 6 y KCI al minuto 11 de registro. D) Porcentaje medio de respuestas
obtenidas a cada uno de los estimulos aplicados considerando el numero de células que respondieron a cada estimulo
respecto al total de células registradas para MED17.11 a D3 Control (n= 553), tratadas con AraC (n= 80) y tratadas
con dFUR (n=120); a D7 Control (n= 646), tratadas con AraC (n= 105) y tratadas con dFUR (n=78) y a D9 Control
(n= 858), tratadas con AraC (n= 33) y tratadas con dFUR (n=29). * se corresponde al p-valor < 0.05 (analisis de la
varianza ANOVA/ test post-hoc Bonferroni).

Estos resultados demostraron que la aplicacion de los citostaticos afectaba a las MED17.11 en sentido
inverso al esperado. Con la intencién de reducir la heterogeneidad para aumentar la tasa de produccién
o deteccién de nociceptores maduros, los citostaticos, sin embargo, produjeron una reduccién del

numero de células funcionales por lo que su uso se descarto.

Adicion de NGF a MED17.11 no diferenciadas
Diversas investigaciones han demostrado que el factor de crecimiento nervioso, el NGF, resulta clave
en el desarrollo, viabilidad y supervivencia de los cultivos neuronales. Si bien este factor era aplicado
para la diferenciacién celular de las MED17.11, la carencia del mismo en las células no diferenciadas se
plante6 como un posible factor determinante y limitante del correcto desarrollo y diferenciacién
celular. Para comprobar esta posibilidad se llevé a cabo la adicién de una baja concentracion de NGF
(un quinto de la concentracion empleada para la diferenciacion) tanto al medio de mantenimiento como

al basal.

Los analisis morfoldgicos de visu no mostraron diferencias entre las células ND no tratadas (Figura

31A) y tratadas con NGF (Figura 31B). En ambos casos las células mostraron generalmente un soma
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amplio y espiculado muy similar y homogéneo. Sin embargo, los analisis de los tamanos de las ROI
mostraron que el tratamiento de NGF aumenté significativamente el tamano de las células (ND
Control: 1194 + 585.4 pm? y ND NGF: 1551 + 684.2 pm?) (Mann Whitney test, p-valor < 0,001) (Figura
31C). Los analisis de funcionalidad, a su vez, mostraron una reduccién en el porcentaje de respuestas
a capsaicina y KCl, sin embargo, la alta variabilidad en los registros dio lugar a que dichas diferencias
no resultaran significativas (Control caps: 1.76 + 2.01 %; NGF caps: 0.88 + 1.02 %; Control ATP: 10.34
+11.81 %; NFG ATP: 3.68 + 4.13 %; KCI Control: 35.03 + 44.2 % y NFG KCl: 3.54 + 2.92 %)(Figura 31E).
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Figura 31. Analisis de morfologia y respuesta de MEDI17.11 no diferenciadas no tratadas (Control) y tratadas con
NGF. A) Cultivo de MED17.11 no diferenciadas con medio de mantenimiento sin tratamiento. B) Cultivo de MED17.11
a D9 no diferenciadas con medio de mantenimiento y tratadas con NGF. Barra de escala de las imagenes 250 um y
zoom 2X en la parte inferior izquierda. C) Diagrama de cajas y bigotes para las areas de las ROI de MED17.11 Control
(n=476) y MED17.11 BMP4 (n= 261). Las cajas sefalan el rango intercuartilico dénde la linea horizontal representa
el area mediana de las ROI. Los bigotes muestran los valores minimo y maximo de las areas para cada grupo de
células. D) Registros representativos de imagen de Ca?* de MED17.11 no diferenciadas sin tratar (Control) y tratadas
con NGF con la aplicacion de capsaicina al minuto 1, de ATP al minuto 6 y KCI al minuto 11 de registro. E) Porcentaje
medio de respuestas obtenidas a cada uno de los estimulos aplicados considerando el nimero de células que
respondieron a cada estimulo respecto al total de células registradas para MED17.11 no diferenciadas Control (n=
486) y tratadas con NGF (n= 265).

En conjunto, el tratamiento con NGF a las MEDI17.11 no diferenciadas no pareci6 afectar a ningun
aspecto de las mismas, salvo el tamafio medio registrado. La falta de respuesta funcional por parte de

las mismas puso en duda su uso para una optimizacion de los cultivos celulares de las MED17.11 ND.
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Disefio de nuevo protocolo de diferenciaciéon de las MED17.11
Obviando el origen neuronal de la linea MED17.11, se opt6 por plantear un nuevo protocolo de

diferenciacion. Basandonos en un protocolo de diferenciacién de fibroblastos a nociceptores con
moléculas de pequefio tamarfio (Chambers et al., 2012), se trat6 la linea MED17.11 como una linea
celular de fibroblastos. Adaptando la secuencia de moléculas pequenas descritas en (Chambers et al.,
2012), a los tiempos de las MED17.11, se procedi6é con la desdiferenciacion de las células para la

posterior diferenciacion a nociceptores (Figura 32A).

Unicamente se llevo a cabo un analisis de visu para corroborar si el protocolo planteado producia algin
cambio morfoldgico en las células. En este caso, la aplicacion del Y-27632 de forma pre-inductora dio
lugar a la apariciéon de pequenas prolongaciones, neuritas semejantes a principios dendriticos y
axonales (Figura 32B). La reproduccion y expansiéon de las células no se vio inhibida por la aplicacion
de los distintos compuestos inhibidores a dia O y dia 2. Se observé un aumento considerable del numero
de células, con un soma de considerable tamario, de aspecto ameboide y con un estrechamiento de las
prolongaciones (Figura 32C-D). Tras la aplicacion de los factores de diferenciacién a dia 5, la red axonal-
dendritica comenzé a desarrollarse (Figura 32E), particularmente en areas con una menor confluencia

de células. Aunque el soma se redonded, éste generalmente no se esferificaba como en las neuronas

sensoriales.
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Figura 32. Aplicaciéon de un nuevo protocolo de reprogramacion y diferenciaciéon adaptado para la linea celular
MEDI17.11. A) Esquema del protocolo de reprogramacién y diferenciacion de la linea celular MED17.11 dénde se
sefialan el momento de adicion al medio basal DMEM suplementado con FBS y P/S (véase Materiales y Métodos)
los compuestos IFN-y: Interferon Gamma; compuestos de pequefio tamafo (LDN193189; SB431542; CHIR99021;
SU5402 y DAPT, descritos en (Chambers et al., 2012): NGF: factor de crecimiento nervioso; GDNF: factor
neurotrofico derivado de la glia; BDNF: factor neurotrofico derivado de cerebro. B) Cultivo de MED17.11 a dia O de
aplicacion del nuevo protocolo, habiendo retirado el IFN-y, cambiado la temperatura de incubacion y aplicado el
Y27632. C) Cultivo de MED17.11 a dia 2 de aplicacién del nuevo protocolo, habiendo retirado el Y27632 y aplicado
los compuestos LDN y SB. D) Cultivo de MEDI17.11 a dia 5 de aplicacion del nuevo protocolo, habiendo retirado los
compuestos LDN y SB y aplicado CHIR, SU y DAPT. D) Cultivo de MED17.11 a dia 7 de aplicacién del nuevo protocolo,
habiendo retirado los compuestos CHIR, SU y DAPT y aplicados los factores de diferenciaciéon NGF, GDNF, BDNF

y Forskolina. Barra de escala de las imagenes 250 um y zoom 2X en la parte inferior izquierda.

Si bien la aplicacién del nuevo protocolo promovié cambios morfolégicos muy marcados y evidentes en
las MEDI17.11, éstos no derivaron en la aparicién de células de aspecto neuronal. La alta reproducciéon
celular resulté en un problema, con cultivos sobrecrecidos y la presencia de numerosos residuos

celulares.



RESULTADOS

En resumen, la linea celular MED17.11 no pudo diferenciarse a nociceptores peptidérgicos maduros y
funcionales. Todos los intentos de reproduccién del protocolo de diferenciacién, la introducciéon de
distintas modificaciones, incluso la aplicacién de un protocolo de desdiferenciacién adaptado a la linea
celular, condujo a cambios morfolégicos muy marcados en las células. Sin embargo, los analisis de
expresion con marcadores neuronales mostraron grandes discrepancias en comparacién al tejido de
referencia, los DRGs adultos de ratén. Por otra parte, las MEDI17.11 diferenciadas no mostraron, bajo
ninguna condicién, respuestas a KCI, poniendo en cuestiéon su funcionalidad neuronal. A pesar de los
distintos intentos llevados a cabo, las MED17.11 no pudieron ser validadas como modelo celular de
nociceptores in vitroy se descartd su uso para el estudio de TRPV1 y la creaciéon del modelo celular
modificado YFP-TRPVI.
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DISCUSION

El estudio de la nocicepcioén, al igual que el estudio de los TRPs, resulta una tarea muy compleja. La
heterogeneidad de las sefiales potencialmente dafiinas requiere de un sistema igualmente heterogéneo
que pueda responder ante cualquier tipo de alteracion o lesion (Gascon and Mogrich, 2010; Li et al.,
2016). Por su parte, la familia de canales TRPs, con la estructura como tnica vinculacién, aglutina una
amplia variedad de canales iénicos con expresiones muy dispares, en ocasiones limitadas y en ocasiones
practicamente ubicuas. Funcionalmente, participan en una plétora de procesos bioldgicos donde la
regulacion de la homeostasis de Ca?*, el metabolismo, la vision, la termorregulacion o la nocicepcién
son sélo algunos ejemplos (Benarroch, 2008; Earley et al., 2007; Flockerzi and Nilius, 2014; Khalil et
al., 2018; Venkatachalam and Montell, 2007). En este ultimo caso, el papel clave en la transduccién
de senales nociceptivas de determinados TRPs (TRPV1-4, TRPA1, TRPM8 y TRPM3), los han postulado
como interesantes dianas para la terapia analgésica (Julius, 2013; Kaneko and Szallasi, 2014; Mickle et
al., 2016; Nilius and Szallasi, 2014; Patapoutian et al., 2009). Asi, el estudio de la nocicepcion y el papel
de los TRPs requiere de herramientas que permitan comprender la expresién, el funcionamiento y

regulacién de estos canales, tanto en procesos fisiolégicos como fisiopatolégicos del dolor.

En este sentido, la generacién de modelos animales gracias al desarrollo y los avances en la ingenieria
genética, ha constituido uno de los pilares fundamentales en el progreso de la investigaciéon del dolor.
Aunque la gran mayoria se corresponde con modelos de pérdida de funcién o knock-out, son cada vez
mas los animales knock-in que se vienen desarrollando (Lacroix-Fralish et al., 2007; Mogil and Grisel,
1998). Estos ultimos, en su mayoria, se corresponden con modelos de marcaje que han ayudado a
comprender la expresién de los canales ionicos y la identificacién de subpoblaciones celulares (Freichel
et al., 2011; Wyatt et al., 2017). Sin embargo, la falta de control en la expresién de los marcadores
introducidos limita el uso de estos modelos precisamente al estudio de la expresién. La generacion de
modelos “knock-add-on”, un derivado de los animales knock-in, son una interesante herramienta al
permitir, no so6lo la localizaciéon y la identificacion de la expresion de un determinado gen, sino el
transporte y la regulacion, asi como, el reciclaje de la proteina de interés a tiempo real, in vitro e in
vivo bajo condiciones fisiologicas y fisiopatoldgicas (Freichel et al., 2011). El potencial de este tipo de
modelos transgénicos fue lo que llevé a plantear su creacion con el canal iénico TRPV1 en el presente

trabajo.

La generacién del modelo YFP-TRPV1 se fundamentd en procedimientos clasicos de generacién de
animales transgénicos (Bouabe and Okkenhaug, 2013; Bradley et al., 1992; Doyle et al., 2012; Freichel
et al., 2011; Lamoreux et al., 2010; Overbeek, 2014; Seong et al., 2004). El uso de células madre
derivadas de la cepa de ratén 129Sv, resulta una practica comun por razones practicas e histéricas y la
insercion de éstas en blastocistos C57bl/6] facilita el analisis fenotipico y aumenta la fertilidad de la
linea (Seong et al.,, 2004). El alto nimero de clones 129Sv obtenidos, la generacién de un numero
aceptable de animales quimera (6 animales) y la elevada fertilidad tanto de las quimeras como de las

generaciones posteriores avalaron el empleo de este procedimiento.

Por otro lado, la identificacién de un clon recombinante valido para su inyeccién en la generacion del
modelo animal present6 numerosas y diversas incidencias. Aunque los Southern blots y las PCRs largas
son procedimientos habituales para la identificaciéon de ES modificados en la transgénesis (Vicente-
Garcia et al., 2014), en este trabajo resultaron técnicas limitadas, no reproducibles y no concluyentes.
En el caso de los Southern blots nos encontramos con restricciones técnicas que forzaron una estrategia
dividida en etapas. A pesar de realizar todos los controles procedimentales pertinentes, ni siquiera el
ADNg control de las células 129Sv no modificadas origin6é una banda reconocible. Esto derivé en el
abandono de esta técnica para la identificacién, altamente limitada presumiblemente por la estrategia

seguida ademas de por la calidad del ADNg de las células 129Sv.
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Por su parte, las PCRs largas presentan dificultades inherentes a la técnica (Albers et al., 2017). Las
capacidades de las polimerasas para elongaciones largas son limitadas, con una alta tasa de
introduccién de mutaciones y requieren, en muchos casos, protocolos de ciclos complejos con
variaciones progresivas de temperatura o duracién de cada ciclo. Ademas, para dichas amplificaciones
largas, los moldes empleados requieren ser de alta calidad y algunos disefios de amplificaciones carecen
de controles positivos produciendo un tedioso proceso de ensayo-error hasta la identificacion (Albers
et al.,, 2017; Irwin et al., 2014; Vicente-Garcia et al., 2014). En este trabajo mas alla de los problemas
comunes ya mencionados para esta técnica, la falta de reproducibilidad de las amplificaciones
obtenidas condicion6 la credibilidad de los datos. Fue por ello que se necesitd recurrir a las PCRs
anidadas para la identificaciéon de al menos un clon adecuado. Aunque esta ultima técnica fue la que
validé al clon 288 para su inyeccién en blastocistos, los resultados obtenidos con ella también
resultaron, bajo determinadas condiciones, incongruentes, presentando amplificaciones de YFP en las
muestras procedentes de células wt. Estas fueron atribuidas al procesamiento de las muestras y no

fueron tenidas en cuenta en la seleccién del clon.

Por ultimo, la imposibilidad de confirmar a través de secuenciacion del exoma la insercién de la YFP
en el locus de TRPV1 estuvo condicionada por la cantidad del ADNg del clon a analizar. Sin embargo,
la disparidad en las cuantificaciones segun el procedimiento de andlisis y la ligera degradacién
detectada volvié a poner el foco en la calidad del ADNg empleado, pudiendo ser éste y no solo las
técnicas realizadas el principal condicionante de los resultados obtenidos en el Southern blot, en las

PCRs largas y en la secuenciacién del exoma.

La generaciéon de los animales quimera y los analisis de los animales heterocigotos obtenidos a partir
de éstas introdujeron nuevas cuestiones sobre el modelo YFP-TRPVI1 generado y en desarrollo. La
mortalidad observada en algunos de los animales quimera neonatos plante6 dudas sobre la
modificacién introducida. A priori la alteracion de TRPV1 no parece implicada en alteraciones del
desarrollo o la viabilidad de los animales tal y como demuestran los modelos knock-out para este canal
ionico (Bolcskei et al., 2005; Caterina et al., 2000; Garami et al., 2011; Tucker and Stocker, 2016; Yee
et al, 2015). Sin embargo, algunos estudios de translocacién genomica en el cromosoma 11 han
demostrado la letalidad de algunas alteraciones en este cromosoma, en el que se situa el locus de TRPV1
(Kile et al., 2003; Liu et al., 1998). Hasta donde sabemos las alteraciones descritas por estos trabajos
no se han relacionado con TRPV1 pero algunos de los fenotipos descritos en el trabajo de Kile et al.
(2003) resultan similares a la sintomatologia descrita en los animales quimera fallecidos. Por otra
parte, aunque la vinculacién de TRPV1 con la nocicepcion estd ampliamente demostrada (Caterina et
al., 2006; Dai, 2016; Jardin et al., 2017; Julius, 2013; Messeguer et al., 2006; Moran and Szallasi, 2018;
Nilius and Szallasi, 2014) otras investigaciones también han relacionado este canal con la plasticidad
sinaptica en el hipocampo (Gibson et al., 2008), la longevidad (Riera et al., 2014), y por su papel en la
termorregulacion (Gavva, 2008), su activacién en etapas criticas del desarrollo neural se ha vinculado
con la aparicién de malformaciones congénitas (Hutson et al., 2017). Con todo ello, la alteracién de este

gen podria desembocar en problemas en el desarrollo y causar mortalidad prematura.

A pesar de todo esto, los animales quimera recepcionados en nuestras instalaciones resultaron en
animales morfoldgica y etiolégicamente normales. Incluso la quimera B13, que presenté sintomas de
ataxia tras su nacimiento, se recuperd y fue trasladada sin presentar a lo largo de su vida ninguna
anomalia o afeccién patolégica mas. Las generaciones posteriores tampoco presentaron ninguna
incidencia en su fertilidad, en su comportamiento o en su morfologia, atribuyendo las muertes

neonatales a razones idiopaticas.
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La caracterizacién de la expresién de la YFP-TRPV1 en las distintas generaciones heterocigotas
obtenidas mostré resultados contrarios a los esperados. Los animales analizados con la expresion de
resistencia a la Neomicina mostraron la expresién de la YFP-TRPV1 a nivel de ARN. Por el contrario,
en los animales que no presentaban esta resistencia no se detect6 la expresion de la YFP-TRPV1 (Figura
10). La posibilidad de que la detecciéon de YFP en la F1 fuera auspiciada por el promotor de la resistencia
a la Neomicina en lugar del promotor de TRPV1 fue la primera hipotesis descartada. En el disefio y
construccién del vector pKO-YFPTRPV], la YFP se situ6 aguas arriba respecto al promotor mPGK
utilizado para la expresién de resistencia a la Neomicina. Esto imposibilita que al eliminar este

promotor se perdiera, junto con la resistencia a la Neomicina, la expresion de la YFP-TRPV1.

Otra de las hipétesis consideradas fue que el cruce con los animales FLPo-10 hubiera afectado a la
expresion de TRPVI. Los genotipados demostraban la transmision de la YFP-TRPV1 a las siguientes
generaciones, lo que descartaba que, en la escision del marcador de resistencia, parte de la modificacién
introducida hubiera desaparecido en una extrafa reordenacion. Sin embargo, son numerosos los
estudios que senalan el enorme impacto que el fondo genético tiene sobre la expresiéon de los genes
(Doetschman, 2009; Lamoreux et al., 2010; Lariviere et al., 2001; Linder, 2001; Silva et al., 1997). La
transgénesis con lineas celulares y blastocitos de diferente cepa animal ha sido criticada, y en
numerosas ocasiones se ha abogado por el uso de lineas celulares madre y blastocistos de igual fondo
genético (Auerbach et al., 2000; Lamoreux et al., 2010; Overbeek, 2014; Seong et al., 2004; Silva et
al., 1997). Aunque la seleccion de la FLPo-10 se baso precisamente en que el fondo genético de esta
cepa era B6, como el de los animales quimera. El cruce y retrocruzamiento de esta linea con la
generaciéon F1 y N1 es un factor de variabilidad afiadido a la variabilidad ya presente en estas
generaciones. La correccion de ésta es posible a través de una serie de retrocruzamientos sucesivos que
permitan homogeneizar el fondo genético pero, las estrategias tradicionales requieren de al menos 10
generaciones (Silva et al., 1997; Silver, 1995) y las nuevas estrategias que reducen el tiempo a 5
generaciones (Wakeland et al., 1997; Wong, 2002) tienen un elevado coste econémico por los analisis

genéticos que requieren.

Cabe resaltar ademas que la cepa de ratén puede ser un factor determinante en la expresion de TRPV1.
Un estudio de nocicepcién en 12 cepas distintas de ratén mostré diferencias significativas entre 11 de
ellas en los distintos test de hiperalgesia al dolor inflamatorio o sensibilidad térmica llevados a cabo
(Mogil et al., 1999). Otro estudio posterior, sefiala diferencias significativas en la expresion de
diferentes TRPs, incluido TRPV1, en 3 cepas de raton habituales en los laboratorios (Kunert-Keil et al.,
2006). Por otra parte, diversas investigaciones sefalan la presencia de polimorfismos en TRPV1, que,
ademas de afectar al umbral de sensibilidad al dolor mediado por este canal (Kim et al., 2004; Lotsch
and Geisslinger, 2007; Xu et al, 2007), estarian también relacionados con diferentes niveles de
expresion del mismo (Xu et al., 2007). Todas estas influencias en la expresion de los genes podrian

haber condicionado los resultados obtenidos respecto a la expresion de la YFP-TRPV1 en el ARN.

Sin embargo, y a pesar de lo expuesto anteriormente, ni la expresién del ARN ni de la proteina TRPV1
silvestre cambid entre las distintas generaciones analizadas (Figura 10 y Figura 12). De hecho, la
expresion de TRPV1 no pareci6 verse afectada en los animales heterocigotos analizados respecto a los
animales B6 controles en ninguna de las pruebas llevadas a cabo. Una posible explicacion a este hecho
seria que la expresién de los dos alelos de TRPV1 en los animales heterocigotos no presentaran
codominancia, es decir, no se expresaran por igual y prevaleciera la expresion del alelo wt frente al
alelo YFP-TRPVI1. Aunque existen muy pocos estudios a este respecto, en la generacién del modelo
knock-out para TRPV1, los analisis genéticos del mismo sefialan que la expresiéon de ARN en los

animales hemicigotos para TRPV1 (+/-) es similar a los animales no modificados (+/+), a pesar de la
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disrupcién del gen (Caterina et al., 2000). Ademas, en la Uinica referencia encontrada donde se emplean
animales hemicigotos para TRPV1 sefialan que éstos (+/-) no presentan diferencias comportamentales
significativamente diferentes a los animales no modificados (+/+) (Ghilardi et al., 2005). Aunque en
ambos casos, los resultados mostrados podrian deberse a una sobrecompensacion por la pérdida de
uno de los alelos, también podrian corresponderse a la no codominancia de los alelos de TRPV1. La
generacion de un animal homocigoto YFP-TRPV1 y la caracterizacién del mismo podria resolver la

existencia o no de esta codominancia.

Por otra parte, si bien es cierto, que las inmunocitoquimicas reflejaron la presencia de YFP, ésta sélo
era detectada con el uso de anticuerpos. En los controles sin anticuerpo llevados a cabo no se consiguio
detectar senal alguna de fluorescencia, es decir, no se detecté YFP por si misma. Esta falta de sefial
fue atribuida en un primer momento a un bajo nivel de expresién de la YFP-TRPV1 al tratarse del
analisis en animales heterocigotos. Esta posibilidad también podria explicar la no detecciéon de YFP-
TRPV1 en los inmunoblots realizados. De hecho, la baja expresion de determinadas proteinas resulta
uno de principales condicionantes de los modelos knock-add-ony ha sido limitante en algunos modelos

de este tipo desarrollados (Francois et al., 2015; Freichel et al., 2011).

Por otro lado, los inmunoblots llevados a cabo reflejaban una alta inespecificidad de los anticuerpos
GFP, por lo que la senal detectada en las inmunocitoquimicas, podria deberse a la unién inespecifica
del anticuerpo. De hecho, esa elevada inespecificidad de los anticuerpos no permitié evaluar la
presencia de YFP libre en los inmunoblots. Otra posibilidad seria que un splicing (corte y empalme) de
la YFP-TRPV1 condujera a la produccién de YFP libre. En el genoma de ratén se han descrito hasta 5
reordenamientos diferentes para TRPV1
(http: . . L] :
34292-73261242) (Zerbino et al., 2018) que dan lugar a diferentes variantes del canal i6nico (Donaldson
and Beazley-Long, 2016; Schumacher and Eilers, 2010; Wang et al., 2004; Xue et al,, 2001). La

variante denominada TRPV1var descrita en rata se corresponde con la porcion del N-terminal de TRPV1

y se postula que funciona regulando negativamente la expresion de TRPV1 (Schumacher and Eilers,
2010; Tian et al., 2006). Diversos trabajos también sefialan que la expresion de estas variaciones de
TRPV1 no se expresan en las mismas concentraciones que el TRPV1 de referencia. Asi se ha detectado
que, en DRGs el 5’ Vlsv se expresa 12 veces menos que TRPV1 (Sanchez et al., 2001) aunque esta

diferencia se ha estimado en otros trabajos sélo 2 veces mas baja (Schumacher et al., 2000).

Aunque estos splicings pudieran explicar la falta de deteccién de la proteina YFP-TRPV1 no esclarecen
por qué los cruces entre hermanos de la F1’ no han generado hasta la fecha un animal homocigoto para
YFP-TRPV1. Aunque los genotipados confirman la presencia de la YFP, en todos los animales
analizados siempre se detecta sefial del alelo silvestre de TRPV1 (Figura 9). Se ha de tener en cuenta
que las amplificaciones llevadas a cabo para la identificaciéon de los animales se circunscriben a la YFP
y parte del brazo de recombinacién 3’. Por tanto, una reordenacion en la region de la insercién de la
YFP podria generar una mutaciéon no detectable a lo largo de las generaciones genotipadas. Son
diversos los ejemplos que muestran que los reordenamientos, la integracién de ADN foraneo o la
translocacion de algunos cromosomas en la transgénesis tiene efectos letales en homocigosis (Gordon
et al., 1989; Kile et al., 2003; Liu et al., 1998; Mahon et al., 1988; Matsukuma et al., 1999; Pravtcheva
and Wise, 1995). Como ya se ha apuntado anteriormente, en el caso del cromosoma 11, la inversién
cromosomica describi6 hasta 55 mutaciones letales en homocigosis, de las cuales 30 resultaban letales
de forma prenatal y 23 posnatal (Kile et al., 2003). La realizacién de una hibridacién in situ para la
localizacién a nivel de cromosoma de la YFP podria ayudar a dilucidar si existe un reordenamiento

(Matsui et al., 2002; Vicente-Garcia et al., 2014). Si es la introduccién de la YFP en el marco de lectura
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de TRPV1 y la homocigosis de esta modificacion la que durante el desarrollo embrionario o fetal resulta
letal requiere de mas investigaciéon. La demostracion de un efecto letal implicaria que TRPV1 podria
tener un papel mucho mas relevante a lo largo del desarrollo del que hasta el momento se ha

considerado.

A este respecto, el uso de la herramienta de modificacién genética CRISPR-Cas9 podria resultar
realmente interesante (Brooks and Gaj, 2018; Gaj et al., 2013; Sander and Joung, 2014; Shalem et al.,
2015; Wang et al.,, 2014; Williams et al., 2016; Zhang and McCarty, 2017; Zhou et al., 2014). La
capacidad de esta técnica para generar mutaciones aleatorias, deleciones o inserciones no controladas
permitiria la obtencién de un amplio abanico de mutantes para el gen TRPV1. La secuenciaciéon masiva
para la identificacion de las mutaciones y la posterior caracterizacién de los mutantes, tal vez permitiria
dilucidar qué papel tiene la alteracion de este gen en la posible letalidad a lo largo del desarrollo animal.
Pero este estudio se aleja de los objetivos planteados y solo se deja aqui reflejado como una posible
proyeccién futura. En este trabajo el uso de CRISPR-Cas9 se planted inicialmente para la generacién

del modelo YFP-TRPV1 ante las complicaciones surgidas en la localizaciéon de un clon recombinante.

La relativa simplicidad del proceso para con la selecciéon de las dianas y construccién de vectores
(Harms et al., 2014) derivé en el desarrollo de los plasmidos para la creacion, junto con el modelo YFP-
TRPV1, de un modelo CFP-TRPA1 y otro modelo TRPM8-mRuby?2. La seleccién de las secuencias diana
resultdé un proceso rapido gracias al uso de herramientas web. Son cada vez mdas numerosas las
herramientas de este tipo creadas para la seleccién de secuencias diana, que ademas estan en continua
actualizacién, en consonancia con las variantes de CRISPR desarrolladas (Ahmad and Amiji, 2018; Cui
et al.,, 2018; Hsu et al.,, 2014; Labun et al., 2016; Montague et al., 2014; Zhu, 2015). Sin embargo, no
todas ellas ofrecen la misma informacién (Ahmad and Amiji, 2018; Lee et al., 2018; Peng et al., 2016;
Zhu, 2015), pero es posible realizar una comparativa de las mismas, recabar la informacién
complementaria que arroja cada una de ellas y realizar una seleccién en consonancia con los objetivos,
con practicamente un coste nulo y en la mayoria de casos en tan solo unos minutos. Este fue el proceso
seguido para la seleccién de las secuencias dianas, con una restriccién extra a las del propio sistema,
la de que el punto de corte de la endonucleasa no se alejara del punto de insercion seleccionado para
la proteina fluorescente. Asi, aunque se obtuvo un considerable numero de potenciales secuencias
diana, los criterios restrictivos dados limitaron a unas pocas las elegibles, cuya ordenacion dio lugar a

la seleccién final.

Entre los criterios de ordenacion se recogié que la secuencia escogida presentara el menor nimero de
off-targets posibles. La presencia de cortes en regiones no deseadas por parte de la Cas9 es uno de los
principales inconvenientes del sistema CRISPR (Cong and Zhang, 2015; Hsu et al.,, 2014; Peng et al.,
2016; Sander and Joung, 2014). Es por ello que muchas herramientas web para el disefio de los ARNsg
tratan de incluir dicha informacién en sus resultados (Ahmad and Amiji, 2018; Cui et al., 2018). Incluso
se han disefiado herramientas especificas para el analisis de dichos potenciales off-targets (Bae et al.,
2014). En este trabajo no se analizaron los efectos de los off-targets en la comprobacién de la eficacia
de CRISPR en linea celular. Sélo se testé si alguno de los clones aislados para C2C12, con el sistema
CRISPR TRPMS8-mRuby, pudieran presentar fluorescencia. No se detecté ninguna sefal de
fluorescencia aunque, para TRPMS8, la herramienta CRISPR Desing, estimé 137 potenciales off-targets,
de los cuales 21 estarian en genes conocidos o descritos (Tabla 2). Por supuesto, esto no descarta que
se produjeran modificaciones en dichos puntos y seria necesario un estudio genémico amplio para
evaluar la incidencia de dichos off-targets. A este respecto, son diversos los estudios que trabajan en

revertir o al menos minimizar la problematica de estas alteraciones indeseadas como por ejemplo, el
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empleo de dos nicasas (Ran et al., 2013a; Shen et al., 2014) o el uso de truncados para los ARNsg (Fu
et al, 2014). En ambos casos se deberian haber descartado los disefios y los vectores construidos por

lo que, aunque se tienen en cuenta, son variaciones que no se desarrollaron durante este trabajo.

Ademas de la problematica de los off-targets, la selecciéon de la secuencia diana per se es uno de los
factores implicados en la efectividad para con el sistema CRISPR (Hsu et al., 2013; Kiani et al., 2015;
Peng et al., 2016). Diversos trabajos demuestran que no todas las secuencias diana son igual de
eficientes y algunas incluso inhiben a Cas9 (Doench et al., 2014; Wang et al., 2014; Xu et al., 2015).
Asi, el empleo del kit comercial para el testado de la eficiencia de corte de la Cas9 respecto a la
secuencia diana elegida resulta una interesante prueba adicional. En este trabajo, los resultados
obtenidos avalaron la seleccion de las secuencias diana de TRPV1 y TRPMS, en la que empleando una
baja cantidad de ARNsg se consigui6é un corte del molde de mas del 85 % y 40 % respectivamente.
Aunque con TRPALI, la eficiencia de corte fue de O % con una baja cantidad de ARNsg al aumentar ésta,
la eficiencia resulto6 similar a la de TRPV1 y TRPMS. El trabajo de Kim et al. (2014) sobre CRISPR/Cas9
demuestra que una concentracién 6 veces mayor de ARNsg sobre Cas9 maximiza la frecuencia de las
mutaciones en el sitio deseado. Por tanto, el empleo de una cantidad elevada de ARNsg para TRPAI no
tendria por qué resultar problematica a priori teniendo en cuenta que la eficiencia de corte es cercana
al 100 %.

En el caso de los modelos knock-add-on disenados para los tres canales no fue la seleccién de la
secuencia diana, sino la construccion de los vectores molde para la recombinacioén los que resultaron
limitantes. Son varios los trabajos que sefialan la construcciéon de estos moldes como una desventaja
en el desarrollo de modificaciones knock-in al tratarse de una tarea laboriosa y especifica para cada
gen a modificar (Lackner et al., 2015; Nakade et al., 2014; Sawatsubashi et al., 2018). En este trabajo,
el reciclaje del vector pKO-YFPTRPV1 supuso una clara desventaja frente a la posible construccion de
novo. La introduccién de puntos de restriccion, las digestiones para el recorte de los brazos de
recombinacion y la eliminacion del casete de resistencia a la Neomicina generaron diversos problemas
que retrasaron mucho la obtencién del vector molde YFP-TRPVI. En el caso del vector para la CFP-
TRPAI no se logro siquiera introducir el primer brazo de recombinacion a pesar de los distintos intentos
de optimizacién del clonaje. En este caso, los problemas se atribuyeron finalmente a la vejez del
plasmido presente en el laboratorio y la imposibilidad de renovacién del mismo por su descatalogacién

acabaron por descartar el disefilo propuesto.

A pesar de estos inconvenientes, en la generacion de modelos knock-in, ya sea por métodos clasicos o
por el sistema CRISPR, el principal y mayor inconveniente es la baja activaciéon del sistema de
reparacion por recombinacion homologa que permiten la introduccion dirigida de una secuencia (Bollag
et al.,, 1989; Maruyama et al., 2015; Peng et al., 2016; Wang et al., 2015; Yang et al., 2013). Esto lleva
a tasas de insercion de entre el 0.1 al 5 % en los mejores casos. Son muchas y diversas las estrategias
seguidas para aumentar dicha eficiencia como, por ejemplo: el empleo de brazos de recombinacion
cortos y desiguales, la activacion de sistemas de reparacién alternativos, la linealizacion de los vectores,
la supresion de la via de reparacién NHEJ, etcétera. Sin embargo, estas eficiencias no han superado el
20 % en modelos animales (Aida et al., 2015; Gagnon et al., 2014; Harms et al., 2014; He et al., 2016;
Li et al., 2014; Merkle et al., 2015; Nakade et al., 2014; Platt et al., 2014; Sawatsubashi et al., 2018;
Shao et al., 2014; Wang et al., 2015; Yao et al,, 2017). La eficiencia del sistema diseniado y creado para
TRPM8-mRuby en la linea celular C2C12 se demostré relativamente elevada, con una tasa de insercién
de cerca del 40 %, en linea con las tasas encontradas en lineas celulares, pero no en cigotos (Wang et
al., 2015; Xue et al.,, 2014; Yao et al., 2017). Asi, la traslacion del sistema construido para la obtencién

de un modelo animal, no tendria por qué resultar eficiente a pesar de los resultados obtenidos en la
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linea C2C12. Cabe apuntar que esta linea celular no expresa el canal TRPMS8, por lo que tampoco se

pudo confirmar si la expresion del canal iénico marcado con la proteina mRuby resultaba viable.

Vistos los problemas acontecidos con el modelo animal YFP-TRPVI, y la baja eficiencia del sistema
CRISPR para la generacién de animales knock-in sefialada en la bibliografia, el empleo de este sistema
en modelos celulares en lugar de modelos animales podria resultar en una herramienta con mayor
probabilidad de éxito. La aplicacién de CRISPR-Cas abre toda una via rapida para el estudio de la
nocicepcién permitiendo la alteracién de las vias de sefializacién del dolor; el tratamiento de patologias
congénitas que cursan con dolor o sencillamente la creacién de nuevos modelos animales y celulares
(Sun et al., 2016).

Actualmente una de las principales vias para la investigacién de nuevas dianas para terapia
farmacolégica o los mecanismos implicados en la sefalizaciéon y transduccién del dolor se basa en
cultivos primarios a partir de DRGs (Brewer and Torricelli, 2007; Melli and Hoke, 2009; Owen and
Egerton, 2012). Una de las principales ventajas de este tipo de cultivos es la presentacion de
caracteristicas muy similares a las células in vivo, sin embargo, la dependencia de animales, la
limitacion del cultivo en el tiempo y la heterogeneidad de los mismos suponen limitaciones importantes

en las investigaciones del dolor (Geuna et al., 2016; Wang and Wang, 2003).

Los intentos de solventar estos inconvenientes con el desarrollo de lineas celulares semejantes a los
cultivos primarios de neuronas sensoriales han sido variados. La linea celular SH-SY5Y, por ejemplo,
se corresponde con una linea celular derivada de células tumorales (Biedler et al., 1973; Biedler et al.,
1978) cuya capacidad de diferenciacion a tipo neuronal ha permitido el estudio de TRPV1, TRPM8 o
TRPA1 en modelos celulares neuronales (Lam et al., 2007; Morgan et al., 2014). Las lineas F11 o ND se
corresponden con lineas celulares procedentes de hibridomas, es decir, la fusiéon de células procedentes
de neuroblastomas con DRGs (Platika et al., 1985a; Platika et al., 1985b; Wood et al., 1990). En ambos
casos, las similitudes con las neuronas sensoriales periféricas son limitadas y aunque se han empleado
para el estudio de los mecanismos de activacion sensoriales, distan de ajustarse a neuronas de tipo

nociceptor (Yin et al., 2016).

La linea celular MED17.11 (Doran et al., 2015), por el contrario, resulta una linea celular procedente de
la seleccion de clones de DRGs embrionarios originarios de la cepa de ratén /nmortomouse (Jat et al.,
1991). Esta linea celular ha sido descrita como una linea capaz de diferenciarse a nociceptores maduros
en menos de una semana, cuyas caracteristicas la definieron como un potencial modelo de estudio de
la nocicepcién, del desarrollo de neuritas y del desarrollo de DRGs (Doran et al., 2015). La capacidad
descrita para expresar TRPV1, sus caracteristicas de nociceptores y su origen, el raton, la convirtieron
en una interesante linea celular de partida para el desarrollo de un modelo in vitro equiparable al
modelo animal YFP-TRPV1 con los vectores CRISPR/Cas9 YFP-TRPV1 disenados. Ademas de una
interesante herramienta para el cribado de compuestos de caracter analgésico de alto rendimiento,

podria ayudar al estudio de la posible vinculacién de TRPV1 con el desarrollo neuronal.

El paso previo a la creaciéon del modelo celular YFP-TRPV1 fue corroborar la diferenciacién a
nociceptores de la linea MEDI17.11. La replicacién del protocolo de diferenciacion de Doran et al. (2015)
mostrd que la aplicacion del coctel de factores de diferenciacién empleados promovian cambios
morfolédgicos significativos en las células. Las morfologias celulares resultantes en las MEDI17.11
diferenciadas fueron muy similares a los cultivos primarios de DRGs (Figura 16). Estos cambios se
caracterizaron, por una parte, por una reduccion significativa del tamano celular. Asi, en los dias mas

avanzados de la diferenciacion los tamarnos celulares medios fueron similares a los detectados en DRGs
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adultos medidos en este trabajo y en otros (Doran et al., 2015; Light et al., 2008; Molliver et al., 1997),

aunque la variabilidad de dichos tamaros en las MEDI17.11 resulté mayor que la detectada en DRGs.

Por otro lado, también se aprecié un progresivo crecimiento de axones y dendritas, que en fases
avanzadas de diferenciacién llegaban a formar intricadas redes axonales. Este desarrollo, observado
también en el trabajo de Doran et al. (2015), resulta acorde con la bibliografia que relaciona la aplicacién
de los distintos factores de diferenciacion aqui empleados con el crecimiento de neuritas (Calabrese,
2008). Por ejemplo, el NGF es uno de los factores mas estudiados y empleados en la induccion del
desarrollo de neuritas (Bradshaw et al., 2017; Caillaud et al., 1995; Calabrese, 2008; Harrill and Mundy,
2011; Matsuoka et al., 1993; Pollock et al., 1990; Selvaraj et al., 2015). Su aplicacién sobre la linea
celular PC12, linea derivada de feocromocitomos de médula adrenal, promueve la formacién de
neuritas al diferenciarse éstas en células neuronales de tipo simpatico (Greene and Tischler, 1976). De
hecho, la aplicacion del NGF sobre las PC12 estd establecido como un modelo celular validado para el
estudio de la neurogénesis y la neurotoxicidad (Harrill and Mundy, 2011). Este modelo celular ha
permitido la investigacién, junto con el NGF, del papel de otros muchos factores en el desarrollo de
neuritas, entre ellos el bFGF, el cAMP o la Forskolina (Caillaud et al., 1995; Chijiwa et al., 1990; Fujita
et al., 1989; Gysbers and Rathbone, 1996; Hansen et al., 2003; Ho and Raw, 1992; Mann et al., 1989;
Nakagawa-Yagi et al., 1992; Pollock et al., 1990). El otro factor neurotréfico empleado, el GDNF y el
inhibidor Y-27632 son factores que también se ha demostrado inducen la neurogénesis (Costantini and
Isacson, 2000; Darenfed et al., 2007; Jeon et al.,, 2013; Jia et al.,, 2016; Novozhilova et al., 2015;
Racchetti et al., 2010; Schafer and Mestres, 1999; Takaku et al., 2013; Yin et al., 2015; Zhang et al,,
2006). En algun trabajo incluso se observa la potenciacion de la coaplicacion de estos factores, como
es el caso del NGF y el inhibidor Y-27632 (Minase et al., 2010). Es por ello que estos factores tienen
un uso extendido en diversos protocolos tanto de desarrollo axonal como de diferenciacion celular a
tipo neuronal (Aguilera-Castrejon et al., 2017; Boisvert et al., 2015; Eberhardt et al., 2015; Wainger et
al., 2015).

La aplicacion de estos factores sobre las células, ademas de morfologicos, también generan cambios
tanto a corto como a largo plazo en la expresion de diversos receptores y canales idénicos (Bouron et al.,
1999; Pollock et al., 1990). En el caso de las MED17.11, la diferenciacién hacia nociceptores inducida
por estos factores, sin embargo, no reflejé los cambios esperados. En Doran et al. (2015) a partir del
dia 7 de diferenciacion las células mostraban la expresion de receptores presentes en nociceptores
maduros. Por el contrario, a lo largo de nuestro trabajo, estos mismos analisis no mostraron que se
obtuvieran nociceptores en ningin momento del proceso. Mientras que en las ICC ninguno de los
marcadores evaluados aumenté significativamente con la diferenciacién, en los analisis con RT-gPCR
la expresion en las células diferenciadas fue de 2 y tres 6rdenes de magnitud inferiores a la expresién
detectada en DRGs de raton adulto. De hecho, las expresiones obtenidas en las células diferenciadas
fueron menores que las detectadas en las MEDI17.11 no diferenciadas. De forma similar, los analisis de
funcionalidad con imagen de calcio, mostraron que las células diferenciadas tenian una respuesta
significativamente menor a todos los estimulos en comparacién con los andlisis en DRGs. Sélo en el
caso de la respuesta al ATP, aunque variable, resultaba similar entre las MED17.11 diferenciadas y los
DRGs. El receptor del ATP presente en nociceptores, el P2rx3 (Chen et al., 1995), se detect6 solo
puntualmente a muy bajas concentraciones, por lo que la respuesta a este estimulo podria deberse a
otras causas dado que el ATP no despolariza exclusivamente nociceptores (Burnstock, 2000; Cook et
al., 1997; Ding et al., 2000; Dunn et al.,, 2001). En DRGs, de hecho, la respuesta exclusiva al ATP
generalmente se correspondié con la repuesta por parte de células gliales presentes en el cultivo
primario. Se hipotetizé asi que las MED17.11 derivaran a células gliales en lugar de nociceptores, pero

los marcadores de glia GAFP, en las ICC, y Sox10 en las RT-qPCR no variaron con la diferenciacién. Por
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lo que esta posibilidad se desecho, aunque no se pudo descartar. Se tuvo en cuenta también que, al
igual que en las RT-gPCR, funcionalmente la respuesta a KCl resulté significativamente menor en las
células diferenciadas respecto a las MED17.11 no diferenciadas. Estos resultados distaban mucho de
los resultados presentados por Doran et al. (2015), donde las células una vez diferenciadas mostraban

respuestas a capsaicina, veratridina, ATP o KCL

Las altas variabilidades detectadas en los distintos analisis realizados nos condujeron a evaluar si la
edad de los pases pudiera afectar al proceso de diferenciaciéon. Los pases jévenes resultaron por lo
general mas similares a los valores esperados respecto a DRGs. Sin embargo, los resultados de expresién
y funcionalidad seguian sin sefialar que se obtuvieran nociceptores con la diferenciacién, por lo que el

envejecimiento de los cultivos no resulté ser el tnico factor condicionante de la diferenciacién.

Que el protocolo aplicado tuviera efectos contrarios en la expresion de receptores y canales i6nicos, asi
como en la funcionalidad de las MED17.11, llevé a centrar la atencion en la linea celular no diferenciada.
Teoricamente, las MEDI17.11 se corresponden con un clon celular aislado a partir de DRGs embrionarios
de dia E12.5 del ratén /nmortomouse (Doran et al., 2015; Jat et al., 1991). En nuestros resultados las
ICC mostraron que menos del 25 % de las células no diferenciadas resultaban positivas para el marcador
neuronal Tujl. Este porcentaje fue menor al observado por Hjerling-Leffler et al. (2007) en DRGs del
mismo estadio embrionario con un marcaje en torno al 30 %. Sin embargo, la baja respuesta a
capsaicina, resultante de la baja deteccién de TRPV1 tanto por RT-gPCR como por inmunocitoquimica
en las MED17.11 no diferenciadas si que resulto similar a las detecciones de este canal iénico en DRGs
E12.5 (Hjerling-Leffler et al., 2007). La expresion de TRPV1 y la respuesta a capsaicina se incrementan
significativamente en tan solo 2 dias de desarrollo (E14.5) (Hjerling-Leffler et al., 2007), pero dicho

incremento no fue detectado en nuestros resultados con las MEDI17.11 diferenciadas.

Los demas marcadores neuronales analizados via RT-gPCR no mostraron tampoco las expresiones
esperadas en DRGs embrionarios E12.5. Las investigaciones sobre el desarrollo y diferenciaciéon de cada
uno de los tipos de neuronas sensoriales que conforman un DRG muestran que este periodo
embrionario resulta muy relevante en el desarrollo y la maduracién de este tipo celular (Lallemend and
Ernfors, 2012; Marmigere and Carroll, 2014; Marmigere and Ernfors, 2007). En la secuencia de
expresion diferencial de los distintos miembros de la familia Trk (7ropomiosyn receptor kinase) la
expresion de TrkA resulta clave para la diferenciacion de nociceptores (Liu and Ma, 2011; Marmigere
and Carroll, 2014; Marmigere and Ernfors, 2007). En este trabajo, la expresion de TrkA se detect6 por
debajo del 15 % en MEDI17.11 no diferenciadas y dos 6rdenes de magnitud por debajo de la expresion
detectada en DRGs adultos, cuando en estadio E12.5 en ratén la expresion de TrkA se ha mostrado
robusta (Marmigere et al., 2006; Sun et al., 2008; Zou et al., 2012). La expresién de este receptor viene
a su vez regulada por el factor de transcripcion Brn3a (Zou et al., 2012) con un descenso del factor
Sox10, que mantiene la multipotencialidad de las células y dirige la diferenciacién de las mismas a
tipos gliales (Lallemend and Ernfors, 2012; Marmigere and Ernfors, 2007). En este trabajo Brn3a no
es detectado en MED17.11 no diferenciadas y con una expresiéon 4 érdenes de magnitud por debajo de
los DRGs de ratéon adultos en las diferenciadas. A pesar de la repercusion de estos dos factores en el
desarrollo, ni Brn3a ni TrkA son detectados en MEDI17.11 no diferenciadas (Doran et al., 2015). Asi los
resultados obtenidos en MEDI17.11 no diferenciadas van en consonancia a lo descrito para las MED17.11
pero apunta que esta linea celular podria adolecer de un correcto proceso de diferenciaciéon hacia

neuronas sensoriales.

El tinico factor de transcripcion que fue detectado via RT-gPCR con niveles de expresion similares a los
de los DRGs adultos resulto ser el factor Runxl.Este es uno de los factores de transcripcién de genes

relacionados con Runt (Runx) y ejerce funciones esenciales en células de tipo neuronal y no neuronal
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(Blyth et al., 2005; Inoue et al., 2008; Levanon and Groner, 2004; Stifani and Ma, 2009; Wang and
Stifani, 2017). Runxl es necesario para la expresion de muchos de los canales y receptores claves en la
transduccién sensorial presentes en los nociceptores (Chen et al.,, 2006). Su expresion esta regulada
también por el factor Brn3a y, aunque este tultimo factor no era detectado en las MED17.11 a los mismos
niveles de RunXl, hay que tener en cuenta que soélo la inhibicién completa de Brn3a junto con Isletl
da lugar a la extincion de la expresién de Runxl en DRGs (Dykes et al., 2011). En el desarrollo de
neuronas sensoriales, su expresiéon en células TrkA positivas es clave para la divergencia de
nociceptores no peptidérgicos y nociceptores peptidérgicos al promover la expresion de c-Ret y reprimir
la expresion del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) (Chen et al., 2006; Kramer et
al., 2006) y la expresién del propio TrkA (Kobayashi et al., 2012). La presencia de este marcador en
células no diferenciadas podria explicar la baja deteccién de TrkA y de CGRP, en pro de aumentar la
expresion de c-Ret (Marmigere and Ernfors, 2007). Sin embargo, este ultimo factor de transcripcion,
c-Ret, implicado en el desarrollo de nociceptores no peptidérgicos, se detect6é 3 6rdenes de magnitud
por debajo de DRGs adultos (Figura 20). Tampoco se observo la expresion de canales y receptores
tipicos de nociceptores no peptidérgicos, ni siquiera respuesta funcional a la aplicaciéon de KClI por lo

que esta deriva se descarto.

El conjunto de estas observaciones incentivaron la aplicacién de tratamientos alternativos al protocolo
de diferenciacién aplicado por Doran et al. (2015) y replicado en este trabajo. En diversos trabajos de
obtencion de neuronas sensoriales la aplicacion del factor BMP4 promueve la expresion de marcadores
neuronales tanto desde lineas celulares (Tremblay et al., 2010) como desde células madre o células
pluripotenciales (Boisvert et al., 2015; Nayagam and Minter, 2012; Shi et al., 2007; Webb et al., 2017).
Los resultados obtenidos con la aplicacién de este factor en el medio de mantenimiento indicaron que
no se altero la morfologia ni la viabilidad de las MED17.11. El recuento de células y las areas analizadas
no mostraron diferencias de las células no diferenciadas tratadas respecto a las no tratadas. Segun el
trabajo de Wu et al. (2012), el tratamiento con BMP4 induce a la astrogliogénesis en cultivos de
oligodendrocitos. Esto planteaba una posible derivacién de las MED17.11 hacia células gliales con la
aplicacién de este factor, sin embargo, el porcentaje de células positivas para GAFP no se vio alterado
en las MEDI17.11 tratadas. La expresiéon del marcador de glia SoxlO tampoco se vio alterado
significativamente y el porcentaje de respuesta a ATP de las células disminuy6 respecto a las MED17.11
no tratadas. Todo ello descarté la derivacién de las MED17.11 hacia células gliales por la aplicacién del
BMP4. El BMP4 tampoco elevd el porcentaje de células positivas al marcador neuronal Tujl ni los
marcadores TrkA o TRPV1 analizados en las ICC. En el trabajo de Yoshikawa et al. (2016) se refleja que
el tratamiento de BMP4 reduce la formacion de neuritas y aumenta la expresiéon de CGRP en las células
Runxl positivas. Por el contrario, en las qPCR sobre las MED17.11 lo que se observa es la reducciéon de
la expresion de Runxl y no se detecta expresién en ningiin caso de CGRP. BMP4 resulta un factor
regulador en el desarrollo de neuronas sensoriales, pero el estadio de desarrollo y la concentracion de
aplicacién resultan condicionantes en la diferenciacién hacia un tipo celular u otro (Mizuseki et al.,
2003). Asi, aunque no se produce una derivacién a células gliales tampoco se produce una derivacién
a precursores de neuronas sensoriales, por lo que este tratamiento hubo de descartarse sin una
caracterizaciéon mas pormenorizada de las MED17.11 no diferenciadas, cuyo estadio de desarrollo, E12.5

segun su origen, ya se habia puesto en cuestion.

Una de las mayores problematicas encontradas con las MED17.11 fue el aumento en la heterogeneidad
morfolégica que se detectd en la linea celular diferenciada. Estas diferencias morfolégicas podrian ser
la causa de una escasa o nula deteccion de los nociceptores si la tasa de diferenciacion de éstos fuera
baja. De forma adicional a esta heterogeneidad, se observé un mantenimiento de la proliferacién en

las MEDI17.11 con la detecciéon de células en mitosis a dia 7 de diferenciaciéon y con el aumento
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significativo del numero de nucleos medidos en las ICC (Figura 17 y Figura 19). Todas estas
observaciones apuntaron que no todas las células entraban en la fase de diferenciacién en el mismo
momento y una parte del cultivo mantenia la divisiéon celular. Aunque se plante6 una sincronizacién
de la fase celular por métodos quimicos, el propio protocolo de diferenciacién contempla dicha
sincronizacion con la retirada del IFN-y y el cambio de la incubacién a temperaturas mas elevadas. Esta
sincronizacioén resulta auspiciada por el origen de las MED17.11, la cepa de raton /mmortomouse (Doran
et al, 2015; Jat et al, 1991). Esta cepa de ratén fue modificada genéticamente para la induccién
condicionada de la proliferacién celular (Jat et al., 1991). Asi, en lineas celulares desarrolladas a partir
de esta cepa de ratdn, la proliferacion es activada con la aplicaciéon de [FN-y y el mantenimiento del
cultivo a 33°C. La detencién del crecimiento celular y la induccién de la diferenciacion se produce con
la retirada de este compuesto y la elevacion de la temperatura a 37°C 0 39°C (Anitha et al., 2008; Dixon
et al,, 2011; Hawkins et al., 2013; Holley et al., 1997; Miller et al., 2003; Takacs-Jarrett et al., 1998). En
el trabajo de Doran et al. (2015) no se hace referencia a un mantenimiento de la proliferacion en
condiciones de diferenciacién, algo que, sin embargo, si se observa en este trabajo. Si bien es cierto que
el FGF es un factor que induce la generacién de neuritas (Pollock et al., 1990), también esta demostrado
que este mismo factor induce la proliferacion celular (Murphy et al., 1994). Por ello, cabria la posibilidad
de que el coctel de factores de diferenciacion aplicados mantuvieran la proliferaciéon en determinados
perfiles celulares. Esto sefialaria la existencia de un perfil heterogéneo en las células de partida, las
MED17.11 no diferenciadas.

Si los resultados obtenidos se debian a una baja tasa de diferenciacién de las MED17.11 a nociceptores
se tratd de comprobar con la inhibicion de la proliferacion celular en fases de diferenciacién. En aras
de conseguir un cultivo mas homogéneo de nociceptores, se aplicaron los citostaticos AraC y dFUR,
ampliamente usados en los cultivos neuronales para la inhibiciéon de la proliferacion celular (Camprubi-
Robles et al., 2009; Hui et al., 2016; Irobi et al., 2010; Schwieger et al., 2016; Thirumangalakudi et al.,
2009). Los resultados mostraron que, aunque inicialmente se redujo la variabilidad de tamarios
respecto a los cultivos no tratados, a lo largo de los dias, esta variabilidad resulté igual e incluso mayor
que las células diferenciadas y no tratadas, como con las células a D9 tratadas con dFUR. A pesar de
estas diferencias las MED17.11 no presentaron un porcentaje de respuesta significativamente superior
a las células no tratadas. El tratamiento fue suspendido ante la evidencia de que la carencia de
nociceptores no se supeditaba, al menos exclusivamente, a la heterogeneidad del cultivo y una baja

tasa de diferenciacion de nociceptores.

Se exploraron también otros tratamientos, como por ejemplo la aplicacién del factor de crecimiento
nervioso, NGF, en MED17.11 no diferenciadas. Ampliamente estudiado (Bradshaw et al., 2017; Levi-
Montalcini, 1987; Scully and Otten, 1995) es uno de los factores mas aplicados en fases tardias de
diferenciacion de células madre o pluripotenciales hacia estadios neuronales (Blanchard et al., 2015;
Boisvert et al., 2015; Chen et al.,, 2007; Raymon et al., 1999; Webb et al., 2017). Su estrecha relaciéon
con la nocicepcién esta bastante bien caracterizada (Indo, 2012), asi como su papel en el desarrollo de
las neuronas sensoriales (Lallemend and Ernfors, 2012; Marmigere and Carroll, 2014; Pavan and
Raible, 2012). Se ha descrito que la ausencia de NGF durante el desarrollo embrionario da lugar a la
desaparicién de MrgAl, MrgA3, MrgD y TRPC3 y una drastica bajada de cRet, TRPMS8, TRPV1 y Runx1
en estadios postnatales, mientras que P2rx3 en estadio posnatal y Runxl en fase embrionaria no se
ven afectados (Luo et al., 2007). Estos resultados, tan similares a los observados en las MED17.11
plantearon si la carencia de este factor podria ser la causa de la falta de diferenciacién hacia
nociceptores de las células. Como ya se ha mencionado, el NGF induce la formacién de neuritas, pero
su aplicaciéon no afectd a la morfologia de las células no diferenciadas salvo por el aumento de su

tamano medio. Sin embargo, a nivel funcional no se apreci6 ningin cambio significativo en el
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porcentaje de células que respondieron capsaicina o ATP mientras que se produjo un descenso de la
respuesta a KCl. Una caracterizacion a través de inmunocitoquimicas o RT-qPCR de los efectos en la
expresion de marcadores neuronales o el estudio de células diferenciadas tras haber sido tratadas o no
con NGF aportaria informacién esencial para la continuidad o la suspensién de dicho tratamiento.
Aunque dicho tratamiento no parece favorecer la obtenciéon de nociceptores, ni siquiera de células de

tipo neuronal dada la casi nula respuesta a KCl.

El ultimo tratamiento explorado fue adaptado desde los protocolos de reprogramacion quimica
descritos por Chambers et al. (2009) y Chambers et al. (2012). La morfologia final obtenida de la
aplicacién de esta adaptacién, sin embargo, no se correspondi6 con la de los nociceptores esperados. A
pesar de la retirada del Interferén y el cambio de temperatura, la proliferacién celular se mantuvo y la
confluencia de las células llegoé rapidamente al 100%. Tras la induccién de la neuralizacion a partir de
los compuestos LDN-193189 y SB431542 (Chambers et al., 2009) la morfologia gregaria no se vio
alterada por la aplicaciéon de la combinacion de SU5402, CHIR99021 y DAPT, que conjuntamente
deberian dar lugar a la formacién y desarrollo axonal de las células (Chambers et al., 2012). El
crecimiento de neuritas sélo se observo6 parcialmente con la aplicacién de los 4 factores troficos NGF,
GDNF, BDNF y Forskolina. Sin embargo, dicho protocolo requeriria de una caracterizaciéon mas
exhaustiva que el simple analisis de visu del cultivo. Probablemente uno de los principales problemas
fue el de la aceleracion en la aplicacion de los distintos factores, requiriendo en los protocolos originales
de unos 15 dias para el cambio significativo en la expresion de marcadores neuronales y de unos 25

dias para una respuesta funcional aproximada a la de los nociceptores (Chambers et al., 2012).

En su conjunto, los resultados obtenidos con la linea celular MED17.11 apoyan que ésta podria ser
utilizada para el estudio de la induccién de neuritas y desarrollo axonal, sin embargo, la capacidad
funcional descrita en este trabajo como neuronas o como nociceptores dista mucho de la informacién
publicada por sus desarrolladores (Doran et al., 2015). La caracterizacién mas pormenorizada de la linea
MED]17.11 no diferenciada podria responder a los efectos de la inmortalizacién por virus. Finalmente,
su uso para la obtencién de un modelo celular para el estudio de la nocicepcién en general y de TRPV1
en particular quedo descartado. A pesar de todo, las necesidades en este campo siguen impulsando el
desarrollo de nuevas lineas y nuevos protocolos de diferenciacién y transdiferenciacion hacia
nociceptores (Blanchard et al., 2015; Boisvert et al., 2015; Chambers et al., 2009; Chambers et al.,
2012; Chen et al., 2007; Wainger et al., 2015) que en un futuro pudieran dar lugar al modelo celular

planteado para este trabajo.
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CONCLUSIONES

En la generacion de un modelo animal, la introduccién de la proteina fluorescente amarilla
(YFP) en el marco de lectura del gen TRPV1 por recombinacién homoéloga ha dado lugar a
animales heterocigotos, pero no homocigotos para YFP-TRPV1.

En los animales heterocigotos generados no es detectada la proteina de fusion YFP-TRPV1
pudiendo deberse a una baja concentracion de ésta; una modificacién post-transduccional y/o
post-transcripcional que altere la proteina YFP-TRPV]; o una traslocacién o reordenacién que
haya derivado en la pérdida de la YFP del locus de TRPV1.

La imposibilidad de generar el modelo animal homocigoto YFP-TRPV1 pudiera deberse a una
traslocaciéon o reordenacion durante el proceso de recombinacién homoéloga o a lo largo de los
sucesivos retrocruzamientos derivando en la pérdida de la YFP del locus de TRPV1. Por otro
lado, la modificacién del cromosoma 11 y del locus de TRPV1 pudiera tener un efecto letal en
homocigosis.

La regulaciéon en la expresiéon de TRPVI, las modificaciones post-traduccionales y post-
transcripcionales, asi como la funcionalidad de TRPV1 en el desarrollo podrian ser condiciones

limitantes, en conjunto o por separado, en la generacién del modelo knock-add-on.

Los vectores a//-in-one desarrollados para la aplicacion del sistema de modificacién genética
CRISPR/Cas9 permiten la obtencion de lineas mutantes para TRPV1, TRPAl y TRPMS8.

La combinacién del vector a//-in-one con el vector de recombinacién correspondiente permite
la insercién de una proteina fluorescente en marco de lectura, haciendo viable el desarrollo de
los modelos celulares knock-add-on para TRPV1y TRPMS.

En la generacién del modelo celular, la linea celular MED17.11 no resulta valida como modelo
in vitro de nociceptores ni como modelo de desarrollo de neuronas sensoriales.
Los resultados obtenidos con la linea celular MED 17.11 apoyan que esta linea celular podria

ser utilizada para el estudio de la induccion de neuritas y el desarrollo axonal.
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MATERIALES Y METODOS

Animales v lineas celulares

A lo largo de este trabajo se han empleado distintas cepas de ratén (Mus musculus), tanto para el
desarrollo del modelo animal como para la obtencién de controles del modelo celular, trabajando asi

con las cepas:

C57bl/6J.Hsd.Ola (B6). Cepa procedente de los servicios del animalario de Elche. Esta cepa se utilizo
para la obtencién de la linea F1 heterocigota en el cruce con los animales quimera en el desarrollo del
modelo animal. Denominada a lo largo de todo el trabajo como silvestre o wild type (wt), los animales
de esta cepa también se emplearon para la obtencién de cultivos primarios y extraccién de muestras

control de los analisis del modelo animal y modelo celular.

Ratéon B6.Cg-Tg(Pgkl-flpo)10Sykr/J (FLPo-10). Cepa procedente del repositorio de Jackson
Laboratories (Bar Harbor, ME, EEUU). Se usé para la eliminaciéon del casete de resistencia a la
Neomicina a través del cruce de éste con la generacion F1 heterocigota obtenida en el desarrollo del

modelo animal.

Todos los procedimientos experimentales seguidos con animales fueron aprobados por la Comisién de
Etica en la Investigacién Experimental de la Universidad Miguel Hernandez de Elche de acuerdo con
las guias de la Comunidad Econémica Europea, el Instituto Nacional de Salud y las recomendaciones
éticas de la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor. Los animales se mantuvieron en
condiciones controladas de temperatura (21-23°C) y humedad, en ciclos de luz/oscuridad de 12 horas,

con alimento y agua ad /ibitum.

Para la realizacion de controles, asi como para el inicio del modelo animal y el desarrollo del modelo

celular, a lo largo de este trabajo se han empleado las siguientes lineas celulares:

Células madre 129SvEv. Células obtenidas de la cepa de ratén 129SvEv, empleadas por la Unidad de
Animales Transgénicos (UAT) del Centro de Biotecnologia Animal y Terapia Génica (CBATEG) para la
generacién de clones modificados genéticamente para la creacién del modelo animal knock-add-on
YFP-TRPVI.

HEK293. Linea celular originaria de células renales humanas (Graham et al. 1977). Usada
puntualmente para la obtencién de stock de proteina (TRPV1, YFPTRPV1 e YFP), utilizada como control
positivo en inmunoblots. El mantenimiento de estas células se llevé a cabo con medio DMEM (del
inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco) suplementado con 10 % de Suero Fetal Bovino

(FBS, Invitrogen) y 1 % de penicilina/estreptomicina (P/S, Invitrogen) en incubador a 5 % de CO. y 37°C.

C2C12. Linea celular estable de mioblastos de ratén. Empleada para la comprobacién de la eficacia del
sistema CRISPR/Cas9 disenado para la insercion de mRuby en el C-terminal de TRPMS8. El
mantenimiento de las células se realizé con medio basal compuesto por DMEM bajo en glucosa (Sigma)
con 15 mM de NaHCos (Sigma) y 20 mM D-Glucosa (Prolabo) suplementado con 10 % de FBS y 1 % de
P/S en incubador a 5% de CO2y 37°C.

MED]17.11. Linea celular donada al laboratorio por el grupo de M. Nassar (Universidad de Sheffield) se

empleod a lo largo de este trabajo para el establecimiento de un modelo celular de nociceptores.

La linea MEDI17.11 era mantenida a 33°C con COz al 5 % con medio de mantenimiento compuesto por
DMEM/F12 + Glutamax (Gibco) suplementado con 10 % de FBS, 1 % de P/S, 0.5 % de extracto de

embrién de pollo (CEE) e Interferén Gamma (IFG-y) a una concentracion final de 5 ng/ml. La siembra
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para la realizacion de los diversos experimentos siempre se llevé a cabo a partir de esta fase del cultivo
a una concentracion de 5000 células por cm?. Las placas y cristales empleados para los distintos
experimentos fueron tratados con poli-L-ornitina (Sigma) a 20 ng/ml durante al menos 2 horas a 37°C,
y lavadas 2 veces con tampoén fosfato salino (PBS 1X, Sigma) en todos los casos antes de la siembra de

las células.

Para el proceso de diferenciacion se sigui6 el procedimiento basico senalado por el grupo de M. Nassar
(Doran et al., 2015). 24 horas después de la siembra, las células permanecian otras 24 horas sin [FN-y
ni CEE, sélo con medio basal (DMEM/F12 + Glutamax, 10 % de FBS y 1 % de P/S) a 37°C con 5 % de
COs. Transcurrido ese tiempo de adaptacién a la diferenciacién, el medio basal era reemplazado por
medio de diferenciacién compuesto por medio basal mas el céctel de factores de diferenciacion: factor
de crecimiento nervioso (NFG, Peprotech) a 100 ng/ml; factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF,
Peprotech) a 10 ng/ml; factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2, Peprotech) a 10 ng/ml; adenosin
monofosfato-3',5' ciclico (CAMP, Sigma) a 0.5 mM; Forskolina (Sigma) a 25 pM y el compuesto Y-27632
(Inhibitor ROCK, Tocris) a 5 pg/ml. Las concentraciones sefialadas se corresponden con las
concentraciones finales de cada factor. Cada 48-72 horas el medio de diferenciacién era renovado al
50 -70 %.

A lo largo del trabajo se introdujeron modificaciones al esquema basico de diferenciacion.

Por una parte, se incluy6 la proteina morfogénica 6sea 4 (BMP4, Peprotech) a una concentracion de 5

pg/ml, como factor extra al medio de mantenimiento y al medio basal.

La inhibicién del crecimiento y divisién celular en los cultivos de MED17.11 diferenciados se test6é con
los compuestos citostaticos arabindsido de citosina (AraC, Sigma) y 5'-desoxi-5-fluorouridina (dFUR,
Sigma) a una concentracién de 0.625 pg/mly 7.5 pg/ml respectivamente adicionandolos al dia 3 de la

diferenciacion.

Ademas, se test6 si la adicion de NGF a una concentracion de 10 ng/ml en el medio de mantenimiento

y medio basal aumentaba la diferenciacién a nociceptores.

Por ultimo, se disefid un nuevo protocolo de diferenciaciéon basado en algunos protocolos de
diferenciacion de células pluripotenciales inducibles (ips cells). A las 24 horas de la siembra de las
células, éstas eran expuestas durante otras 24 horas a Y-27632 (Inhibitor ROCK) a 5 pg/ml sin presencia
de IFN-y ni CEE en el medio basal (DMEM/F12 + Glutamax, 10 % de FBS y 1 % de P/S), incubadas a
37°Cy 5 % de CO.. Posteriormente, durante 48 horas eran mantenidas a 37°C y 5 % de CO2 con medio
basal y los compuestos LDN193189 y SB431542 a una concentracién de 0.1 pM y 10 pM
respectivamente. Durante las 72 horas siguientes, el medio de cultivo era reemplazado por medio basal
con los compuestos CHIR99021 a una concentracion de 3 uM, SU5402 a 10 pM y DAPT a 10 pM.
Transcurridos 5 dias, se afladieron los factores Forskolina a 25 pM, NGF, GNDF y factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF, Peprotech) a 20 ng/ml los tres ultimos. Cada 48-72 horas este nuevo

medio de diferenciacion era renovado al 50 -70 %.
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Plasmidos

A lo largo de este trabajo, para la obtencién de proteina como control positivo en los inmunoblots se

han empleado los plasmidos:

pPcDNA3-TRPV1. Plasmido de expresion en lineas celulares de mamifero de TRPV1 silvestre donado
amablemente por el Dr. David Julius (Physiology Department, University of California, San Francisco,
USA) al laboratorio.

pCI-neo-YFPTRPV1. Plasmido de expresién en lineas celulares de mamifero de la proteina de fusiéon
YFP-TRPV1 creada en el laboratorio a partir de la introduccién del ADNc de TRPV1 silvestre en el
plasmido pEYFP-C1 (Clontech) a través de los sitios de restriccién HindIII (5’) y Sal I (3’).

PEYFP-C1 (Clontech). Plasmido para la expresion en lineas celulares de mamifero de la proteina

fluorescente amarilla (YFP).
Para la utilizacién del sistema de modificacion genética CRISPR-Cas9 se emplearon los vectores:

pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459). Vector “all-in-one’ donado amablemente por Feng Zhang (Plasmido
de Addgene #62988, (Ran et al., 2013b)). Con doble promotor, este plasmido expresa tanto la proteina
Cas9 como la secuencia guia (ARNsg) siendo necesaria la introduccién de las respectivas secuencias

dianas de cada locus a modificar.

pcDNA3-mRuby2-M8. Plasmido de expresién de la proteina fluorescente mRuby2 donado
amablemente por Michael Lin (Plasmido de Addgene #40260, (Lam et al., 2012). Modificado en el
laboratorio para la introduccion de los brazos de recombinacion correspondientes al locus de TRPMS,

tal y como se describe mas adelante.

pECFP-C1 (Clontech). Plasmido para la expresion en lineas celulares de mamifero de la proteina

fluorescente azul (CFP).

pKO-YFPTRPV1. Plasmido construido en el laboratorio para llevar a cabo la modificacién de las células

ES129Sv en la construccién del modelo animal. Descripcion en los siguientes aparatados.

Creacién del modelo animal

La creacién del modelo animal sigui6 una estrategia de recombinacién homéloga. Para ello, se
establecid6 un contrato-convenio con la Unidad de Animales Transgénicos (UAT) del Centre de
Biotecnologia Animal y Terapia Génica (CBATEG) con la que en colaboracién se obtuvieron y generaron
ratones quimera a través de la inyeccion a blastocistos C57BL/6J.0la.Hsd (B6) de células madre

embrionarias (ES cells) de raton 129SvEv recombinantes knock-in YFP-TRPV1.

Vector de recombinacion pKO-YFPTRPV1

El disefio y obtencion del vector de recombinacion para la modificaciéon de las células madre corri6 a
cargo de nuestro grupo de laboratorio. Partiendo del vector pKO como base estructural, se introdujeron
los brazos de recombinacién correspondientes a 4 kilobases (Kb) cada uno de ellos de secuencia

gendmica del locus de TRPV1 de raton (Figura 33). El brazo de recombinacion 5’ corresponde a la
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secuencia aguas arriba del codén de inicio (ATG) abarcando parte del exén 2 y el exon 1 del gen TRPVI.
El brazo de recombinacién 3’ se corresponde con la secuencia aguas abajo del codén de inicio y abarca
desde parte del exdn 2 hasta el exén 7 del gen TRPV1. Entre los brazos de recombinaciéon se integré el
ADNCc de la proteina fluorescente amarilla (YFP) asi como el casete de resistencia a la Neomicina

flanqueado por secuencias FRT para su posterior eliminacion.

Hpal (1209)

TZB,

Vag
i’ 4

(11.214) EcoRI

pKO_YFPTRPV1
13.455 bp

(9837) BamHI

(7716) XhoI

Spel (6629)

Figura 33. Esquema del vector pKO-YFPTRPV1 para la recombinaciéon homéloga e insercion de la proteina YFP en
el locus de TRPV1 de ratén. Se sefialan en naranja el brazo de recombinacién 5’ correspondiente a la secuencia aguas
arriba del ATG del gen de TRPV1 y el brazo de recombinacién 3’ correspondiente a la secuencia aguas abajo del ATG
del gen de TRPV1, ambas en azul. En amarillo se sefiala la ubicacién de la YFP entre los brazos de recombinacién.
Entre las secuencias FRT se marcan el promotor mPGK para la expresién de la resistencia a la Neomicina, senalada
a continuacion de él. En gris se sefnalan las secuencias de regulacion para la replicacion (ColE1 Origin), expresion en
células mamiferas (DT-A) y seleccion (AmpR, resistencia a la ampicilina) correspondientes al propio plasmido. Las

flechas sefialan la orientacién 5’ - 3’ de las secuencias de nucleétidos.

Recombinacién homologa

La obtencién de clones modificados genéticamente se llevo a cabo por la UAT-CBATEG a través de la
transfeccién de las células madre de la cepa 129SvEv con el vector pKO-YFP-TRPV1 y la seleccion de
clones positivos a la recombinaciéon homéloga con la aplicacién de Neomicina. Los clones seleccionados
y aislados se crecieron y expandieron hasta una confluencia del 100 % en placas de 12 pocillos,
preservadas a — 20°C, y enviados a nuestro laboratorio para la identificacién de clones con la

integracién del vector en el locus de TRPV1 en sentido 5" - 3.
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Identificacion del clon recombinante

Extraccion de ADN gendmico (ADNg)
La extracciéon de ADNg se llevd a cabo a partir de los clones 129SvEv asilados. Para ello se siguié un

protocolo estandar de extraccion de acidos nucleicos con fenol: cloroformo.

De forma resumida, tras un lavado de los pocillos con tampon fosfato salino (PBS, de sus siglas en
inglés Phosphated Buffer Saline) frio, se procedio6 con la lisis de las células con tampén de lisis (100
mM Tris - HCl, 5 mM EDTA, 0.2 % SDS, 200 mM NacCl, 100 pg/ml de Proteinasa K y 40 pg/ml RNAsa)
incubando 16 horas a 55°C. Para la separacion en fases de los distintos componentes celulares se afiadié
un volumen equivalente al tampén de lisis de Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico (25:24:1, v/v,
Sigma) se centrifugé 5 minutos a 11000 rpm, y se transfiri6 sélo la fase superior acuosa a un nuevo
tubo. Para la precipitacion del ADN se afiadié un volumen equivalente de Isopropanol (Sigma). E1 ADN
genomico precipitado se lavéd 2 veces con Etanol frio al 70 % (v/v) y tras dejar secar a temperatura
ambiente (Ta) para la eliminacién por evaporacién de residuos de etanol, el pellet obtenido se

resuspendi6 en agua miliQ estéril.

La cuantificaciéon del ADNg obtenido para cada clon se determiné con el espectrofotémetro NanoDrop

(Thermo Scientific, Europa).

Southern blot

El Southern blot se emple6 para la localizacién de clones con la insercién en el locus de TRPV1. Para la
creacién del pul de acidos nucleicos de cada clon y empleando como control ADNg de células ES no
recombinantes, se digirieron entre 10 pug y 30 pg de ADNg con las enzimas EcoRV y Spel (Thermo
Scientific). La concentracion de enzima y tiempo de digestién fueron determinados empiricamente. Los
fragmentos generados se separaron por electroforesis en geles de agarosa del 0.8 % y se transfirieron
a una membrana de nylon (Roche) previo tratamiento de depurinazaciéon. E1 ADNg transferido se fijo
a las membranas mediante la aplicacion de luz ultravioleta durante 1 minuto. Las sondas (Tabla 5)
diseniadas y sintetizadas en nuestro laboratorio por amplificaciéon a partir de ADNg de células ES no
recombinantes, fueron enviadas junto a las membranas a los servicios técnicos del CBATEG para el

marcaje, hibridaciéon y resolucién.

Tabla 5. Sondas empleadas en los Southern blots. Secuencia de los cebadores sentido y antisentido empleados para

cada sonda junto con el tamario de las sondas obtenidas a partir de ADNg de células ES129Sv no modificadas.

Cebador sentido (5’ - 3’) Cebador antisentido (5’ - 3’) Tamarnio
sonda (pb)
Sonda O GTGCTAGGACTGTAAGC CAGAGATTTCAGCTCCC 569
Sonda 1 CAAGGTTAGGATCTTGTGGAC AACAACACAGTGACAGGGATTGG 910

Sonda 2 | GCAGATAACACAGCTGACAACACC ATCAAGATCCACAGAGCTGC 780



MATERIALES Y METODOS

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se llevaron a cabo PCRs para la localizacién clones con la insercién de YFP en el locus de TRPV1 a
través de la amplificacion de las secuencias del locus de TRPV1 con el inserto.

PCR Larga

Se disenaron parejas de cebadores localizadas entre la regién “aguas arriba” del brazo de recombinacién
5’y la region 5’ del brazo de recombinacion 3’, asi como entre la region 3’ del brazo de recombinacién
5’y la region “aguas abajo” del brazo de recombinacion 3’ (ANEXO I, Tabla I y Figura I). Los disefios se
llevaron a cabo inicialmente manualmente siguiendo criterios estandar (cebadores de
aproximadamente 20 nt, temperatura de me/ting (Tm) similar entre ellos con una desviaciéon menor de
3°C, que no dimerizaran y sin estructura secundaria. Posteriormente se llevaron a cabo disefios
empleando el software online Primer-BLAST (Ye et al.,, 2012) con las condiciones por defecto del
programa salvo el tamaro del amplificado, fijando éste en mas de 5 kb. Debido al gran tamario de los
brazos de recombinaciéon se emplearon polimerasas especializadas en amplificaciones largas que
permitieran amplificaciones superiores a las 5 kilobases (Kb). Asi se comenzd empleando la enzima
Kapa HiFi (Kapa Biosystems) siguiendo las recomendaciones de la casa comercial y ajustando las
concentraciones de ADNg molde, las temperaturas de hibridacion y los tiempos de elongacién segun
el amplicon y la pareja de cebadores (ANEXO I, Tabla II). La enzima JumpStart™ AccuTagq™ LA (Sigma)
se utilizé con la pareja de cebadores p334/p3.3 como sentido y p381 antisentido (Tabla 6). Siguiendo
las recomendaciones de la casa comercial se emplearon 200 ng de molde, cebadores a 0.4 pM y 25 pl
de reaccion final. A lo largo del proceso de optimizacion de las condiciones y del testado de pareja de
cebadores se us6 también la enzima Expand™ Long Template PCR System (Roche) con la pareja de
cebadores p451/p452 en sentido y antisentido respectivamente (Tabla 6). Para esta PCR larga se
empled, siguiendo las indicaciones de la casa comercial, 300 ng de molde y 0.3 pM de cebadores para
un volumen de 50 pl de reaccién final. Para resolver el tamano de los amplificados se realiz6 una

electroforesis en geles de agarosa al 0.8 %.
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Tabla 6. PCRs largas llevadas a cabo para la localizacién del clon recombinante con YFP en el locus de TRPV1 en
sentido 5’-3’. Secuencia de cebadores sentido y antisentido empleados, enzima empleada para las amplificaciones y
condiciones de las amplificaciones. Se especifican ademas los tamarios en pares de bases (pb) de los amplificados

esperados para el alelo TRPV1 no modificado (wt) y el alelo recombinante YFPTRPV]1 (inserto).

. Cebador
Cebador sentido A . A . Tamaiio (pb)
antisentido (5’ - Enzima Condiciones PCR )
(5°-37) 3) alelo wt/inserto
GCAGCTGCTGCC Inicial:
ATTGC (p334) 4872/7394
P 96°C 30"
30 ciclos:
JumpStart™ ° 0
CTAGAGGGGCTA P 94°C 10
AccuTag™ LA
CAGAGTGGTTGT | GGCAT (p381) (Sigma) 63°C 30"
GTCCCTGA (p3.3) ome A
p=- 68°C 830"
Final:
68°C 9
Inicial:
94°C 2
10 ciclos:
94°C 10"
63°C 30"
68EQN 6L
TGCACGTACTCC | TGACATTTAACG | Expand™ Long 5079/7593
CTGAAAGA GAGGTGTTAGC Template PCR 20 ciclos:
(p451) (p452) System (Roche) 9ac 157
63°C 30"
68°C 6
+ 20" por ciclo
Final:
68°C 7

PCR anidada
Se llevo a cabo una segunda PCR a partir del amplificado obtenido con las PCRs largas realizadas. Para
ello se extrajeron los amplificados de los geles de agarosa con los kits QIAquick ® Gel Extraction Kit
(Quiagen) y E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit (Omega-Biotek) siguiendo las instrucciones de las casas
comerciales. La PCR se realizd con la enzima GoTaq G2 (Promega) a partir de 100 ng de molde, 0.5 pM
de los cebadores p308 (5-GACGACGGCAACTACAA-3’) y p380 (5-TACCTGAGACAGGTAGGT-3") y 2

mM de MgCl; para una reaccion final de 50 pl. Siguiendo las condiciones recomendadas por el



MATERIALES Y METODOS

fabricante, se realiz6 la amplificacion con 30 ciclos, una temperatura de hibridacién de 57°C y una

elongacion de 1 minuto.

El tamario del amplificado (728pb) se resolvié con una electroforesis en gel de agarosa al 2 %. El
amplificado obtenido para cada una de las PCRs se extrajo del gel con el E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit
(Omega-Biotek), cuantificado en el espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific, Europa) y enviado

a secuenciar a Secugen S.L.

Generacion de los ratones quimera

Llevada a cabo por los Servicios de Animales Transgénicos del CBATEG de la UAB se resume en la
inyeccion de células madre embrionarias de raton (ES cel)) 129SvEv recombinantes, identificadas como
knock-in positivas para YFP-TRPV1, en blastocistos C57BL/6J.0la.Hsd SPF (Specific Pathogen Free).
Se realizo6 la transferencia de los blastocitos inyectados en hembras pseudogestantes (SPF) que se
mantuvieron hasta el parto y la finalizacién de lactancia (3 semanas) de los animales obtenidos. La

identificacion de los animales quimera se realizé por el color del pelaje.

PCR (Genotipado)

El genotipado de la generacién F1 y siguientes para la identificaciéon de los animales heterocigotos, los
animales sin el casete de resistencia a la Neomicina y los animales homocigotos se llevo6 a cabo a partir
de la extracciéon de ADNg desde tejido de cola de los animales. El protocolo seguido se corresponde con

la extraccién con Hidroxido de Sodio y Tris descrito en Truett et al. (2000).

Para la PCR se empleo la enzima GoTaq G2 (Promega) adaptando el protocolo dado por el fabricante
para una reaccion final de 25 pL. Cada reaccion se ajusté a una concentracion final de 2 mM de MgCly,
0.2 mM de cada dNTP, 0.5 uM de cada cebador (Tabla 7) y 2 uL. de ADNg obtenido en la extraccion.
Para los controles negativos y positivos de cada pareja de cebadores se emple6 ADNg de ratones
silvestres (B6) y heterocigotos (YFP-TRPV1*) extraido de higado por el método estandar de Fenol:

Cloroformo descrito anteriormente.
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Tabla 7. Cebadores empleados para el genotipado del modelo animal. Parejas de cebadores empleadas en las
generaciones F1, N1, N2 y F1’ para confirmar la transmisiéon de la YFP en los 4 casos, la eliminacién o permanencia
de la resistencia a la Neomicina en N1y N2, y la presencia o ausencia del alelo silvestre en la F1’ (véase Figura 9).
Se senala el tamano del amplificado esperado para cada PCR. En el caso del TRPV1 silvestre las condiciones de la
PCR amplificaban dicho alelo (749 pb) ademas del alelo con la insercion YFP sin la resistencia a la Neomicina (1554
pb).

Diana Cebador FW (5’ - 3’) Cebador RV (5’ - 3’) Tamaio de
amplificado
(pb)
YFP-TRPV1 GACGACGGCAACTACAA TACCTGAGACAGGTAGGT 728
casete NeoR AGTTCCTCCACAATGCGTCT CTATCGCCTTCTTGACGAGT 750
TRPV1 AGTTCCTCCACAATGCGTCT TGACATTTAACGGAGGTGTTA 749 /1554
silvestre GC
(wt)

El programa de termociclador empleado se resume en: 2’ a 95°C de desnaturalizacion previa, 30 ciclos
con 1" a 95°C de desnaturalizacién, 30" a 57°C (para la pareja YFP-TRPV1) a 60°C (para las otras dos
parejas de cebadores) de hibridaciéon y 1’ a 73°C de elongacion finalizando con 3’ a 73°C de elongacion

final. Las PCR se resolvieron a través de electroforesis en geles de agarosa al 2 %.

Extraccion del tejido neuronal: cerebro, médula espinal y DRGs

Para el andlisis y caracterizacién de la expresiéon de la proteina de fusién YFP-TRPV1 esperada en el
modelo animal knock-add-on se empled el tejido neuronal de animales de la generaciéon heterocigota
con y sin casete de resistencia a la Neomicina usando como control el tejido neuronal de animales wt.
Se eligio este tejido por la alta expresion de nuestra proteina de interés en el mismo (Diez-Roux et al.,
2011).

Se emplearon animales adultos de entre 7 y 15 semanas de edad de ambos sexos a partir de los cuales,
previa anestesia y decapitacién, se abri6 craneo y columna vertebral. Se extrajeron cerebro y médula
espinal y se diseccionaron bilateralmente todos los DRGs estableciendo un pul de las mismos. Los tres
organos se lavaron 2 veces con solucién salina (NaCl 0.9 %) para eliminar los posibles residuos de
sangre. Los tejidos se conservaron secos a -20°C cuando se destiné a la extraccion proteica y a -80°C

cuando se destind a la extraccion de ARN.

Cultivo de DRGs

Para la caracterizacion de la expresién de YFP-TRPV1 a través de inmunocitoquimica se llevo a cabo el
cultivo de DRGs. Al igual que en la extraccion de este tejido, se diseccionaron bilateralmente todos los
DRGs estableciendo un pul que se mantuvo en medio DMEM+Glutamax suplementado con 1 % de P/S.
Tras retirar las raices axonales se llevo a cabo la digestién enzimatica con Colagenasa IX (5 mg/ml,
Sigma) y Dispasa (10 mg/ml, GIBCO) en medio INC Mix (155 mM de NaCl, 1.5mM de K2HPO4, 5.6 mM
de HEPES, 4.8 mM de NaHEPES, 5 mM de glucosa), durante una hora a 37°C con CO2 al 5 %. La
digestién enzimatica se inactivé con 1 ml de medio de cultivo completo (DMEM-Glutamax + 10 % de
FBS + 1 % de P/S) procediendo con la digestién mecanica con pipeta Pasteur hasta la disgregacion

completa del tejido. Se concentraron las células para su recoleccién centrifugando a 2000 rpm durante
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10 minutos. Tras retirar el medio con los residuos, se resuspendié el pellet de células en medio de
cultivo completo suplementado con NGF (Promega) a 50 ng/ml de concentracion final. La siembra se
llevo a cabo en placas de 24 pocillos con cristal previamente tratadas con poli-L-lisina (Sigma) a una
concentracion final de 8.33 pg/ml durante 30 minutos a 37°C y al 5 % de CO; se lavaron 2 veces con
D-PBS (Dubbelco’s Phosphate Buffer Saline, Sigma) y se incubaron a 37°C con COz al 5 % toda la noche
(o/n) con laminina (Sigma) a una concentracion de 5 pg/ml. Las células se incubaron a 37°C con 5% de

CO;2 durante 48-72 horas hasta su uso en Inmunocitoquimica.

Inmunocitoquimica (ICQ)

Las inmunocitoquimicas se llevaron a cabo a partir de cultivos de DRGs y de MED17.11 fijados con
solucién de paraformaldehido (PFA) al 4 % durante 20 minutos a temperatura ambiente tras ser
lavados con D-PBS frio para eliminar todos los posibles residuos del medio de cultivo, asi como restos
celulares. La autofluorescencia generada por el tipo de fijacion fue neutralizada (quenching) con una
incubacién de 20 minutos a temperatura ambiente de 50 mM de cloruro de amonio para reducir en la
medida de lo posible interferencias con el marcaje. Tras el lavado con D-PBS frio se procedié con la
permeabilizacion y bloqueo de las células con 0.1 % de Tritén X-100, 3 % de Albumina de suero bovino
(BSA, Sigma) y 5 % de Suero normal de cabra (NGS, Sigma) durante 1 hora a Ta en el caso de las
MEDI17.11. Para los DRGs se realizd una permeabilizacion con 0.3 % de Tritén X-100 durante 3 minutos
seguido de un bloqueo con 5 % de NGS de una hora a temperatura ambiente. En ambos casos se llevé
a cabo la incubacion con el anticuerpo primario diluido en 5 % de NGS (Tabla 8). Tras la incubacién se
realizaron lavados con PBS-T (0.05 % de Tween-20 en tampén fosfato salino, PBS) para continuar con
la incubacion del anticuerpo secundario en 5% de NGS a temperatura ambiente durante una hora (Tabla
8). La tincién de los nucleos celulares se realizé con una incubaciéon de 2 minutos con 4',6-diamino-2-
fenilindol (DAPI, Molecular Probes) lavando el exceso con PBS-T. En el caso de los DRGs sembrados en
cristal de 12 mm de diametro se llevd a cabo el montaje del cristal sobre portaobjetos con Mowiol para
su posterior visualizacion en microscopio confocal invertido (Zeiss LSM 5 Pascal, Carl Zeiss). Las
imagenes tomadas de las células fueron analizadas con el programa Zen lite 2012 (Zeiss). En el caso de
las MEDI17.11 no se requiri6 montaje habiendo llevado a cabo la siembra y la fijacién de las células en
placas de 96 pocillos y realizando la visualizaciéon en el equipo InCell (GE HEalthcare). Se tomaron

imagenes de 8 campos por pocillo con el aumento 40x.

El analisis de las imagenes se llevé a cabo posteriormente con el programa ImageJ v1.51p (NIH). El
contaje del nimero total de células por campo se realizé de forma automatica a partir de las imagenes
de DAPI contando el numero de nucleos presentes. El contaje del nimero de células positivas para
cada uno de los marcajes se llevé a cabo de forma manual. El porcentaje de células positivas se calculod
a partir del nimero de células totales contadas por campo aplicando un factor de correccion de 0.8. El
factor de correccién fue calculado a través de la razon entre el numero de células totales obtenidas a

partir del conteo automatico respecto al conteo manual.
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Tabla 8. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en las ICC. En el caso de los anticuerpos primarios se
sefialan contra qué proteina se sintetizaron y la especie en la que se crearon. Para los anticuerpos secundarios se
sefialan contra la especie sobre la que se sintetizaron y el conjugado fluorescente. En ambos casos se especifica la
dilucion empleada, la temperatura y el tiempo de incubacién, siendo la temperatura ambiente (Ta) de

aproximadamente 24°C y toda la noche (o/n) unas 16 horas, y la casa comercial de la que se obtuvieron.

Anticuerpo . o ., A
3 A Especie Dilucion Incubacion Casa comercial
primario
TRPVI Conejo 1:500 4°C o/n Alomone
GFP Ratéon 1:200 4°C o/n Santa Cruz
GFP Conejo 1:200 4°C o/n Life Technologies
GAFP pAB Conejo 1:200 4°C o/n Abcam
IB4-568 / 1:200 Ta 1l hora Molecular Probes
TrkA Conejo 1:200 4°C o/n Millipore
Tujl Conejo 1:200 4°C o/n Abcam
Anticuerpo ) o » )
A Conjugado Dilucién Incubacién Casa comercial
secundario
Anti-Mouse Alexa-488 1:200 Ta 1l hora Molecular probes
Anti-Rabbit Alexa-568 1:200 Ta 1l hora Molecular Probes
Anti-Rabbit Alexa-FITC 1:200 Ta 1 hora Sigma

Extraccién de ARN y retro-transcripcion (RT)

Para el analisis de expresiéon de YFP-TRPVI1 frente a TRPV1 en el caso del modelo animal y de
marcadores neuronales en el modelo celular se llevé a cabo la extraccién y retrotranscripcion del ARN
total. En ambos casos se empled el kit E.ZZN.A™ HP Total RNA (Omega Bio-Tek) siguiendo las
indicaciones de la casa comercial salvo en la lisis de los tejidos en la que se llevd a cabo la disgregaciéon
de hasta 10 mg de tejido conservado a -80°C con tampoén de lisis a través de secuencia de jeringuillas
21G, 23G, 25G y 27G. Tras la elucién en agua estéril libre de DNAsas y RNAsas se cuantificé el ARN

con el espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific, Europa).

Se empled 1 ug de ARN para la retrotranscripcién con el kit Gene Amp® RNA PCR (Applied Biosystems)
en el caso de tejido y 1 pg - 500 ng de ARN para la retrotranscripcién con el kit First Strand cDNA
Synthesis (Thermo Scientific) previa digestiéon con DNAsa I (Invitrogen) para las muestras de MED17.11.
En ambos casos la retrotranscripcion se llevé a cabo empleando Hexameros Aleatorios proporcionados

en los respectivos Kkits, asi, el ADNc obtenido se corresponde con el ARN total de las muestras.
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PCR semicuantitativa v PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR)

El andlisis de expresién de TRPV1/ YFP-TRPV1 se realizé a partir de 20 ng de ADNc obtenido de los
distintos tejidos nerviosos con una PCR a tiempo final. Se empled la polimerasa GoTaq (Promega)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se utilizaron los cebadores (p348: 5'-
CCAGCAGAACACCCCC -3’/ p3.71: 5’-GATCATAGAGCCTTGGGGGC-3’) para la amplificacién especifica
de la YFP-TRPV1 y los cebadores (p3.70: 5-GAGGCCACTCTTACCACACAG-3'/p3.71: 5'-
GATCATAGAGCCTTGGGGGC-3’) para la amplificacion de TRPV1 (467 pb). Como control de la
retrotranscripcién y cuantificaciéon se llevé a cabo una PCR de forma paralela del gen endogeno f-
Actina con los cebadores (R21: 5-TCTGGAAAGGTTCGAAGTTCCT-3"/ R22: 5’-
CTGGAAAGGATGGAGAAATGG-3’). Todas las PCRs se realizaron con controles sin molde para

determinar la no contaminacién de los reactivos.

Los niveles de expresién de los distintos marcadores neuronales implicados en el desarrollo neuronal
y/o presentes en subpoblaciones neuronales maduras se analizaron en la linea celular MED17.11 a
través de PCRs a tiempo real (RT-qPCR). Los cebadores especificos para cada gen se extrajeron desde
bibliografia o empleando la base de datos PrimerBank (Spandidos et al., 2014; Wang et al., 2012) (Tabla
9). Para la amplificacién se emple6 el PowerUP™ SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) de
acuerdo a las indicaciones de fabricante a partir de 5 ng de ADNc de cada muestra. Las reacciones se
llevaron a cabo por triplicado en el termociclador ABI PRISM 7300 (Applied Biosystems) con un ciclo
de 2 minutos a 50°C y 2 minutos a 95°C seguidos de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C
durante 1 minuto. Ademas, se incluyé un paso adicional de disociaciéon para obtener la curva de
disociacién o curva de melting. Los datos se normalizaron con el valor Ct (ciclo basal) obtenido para el
gen endégeno GAPDH vy se relativizaron los niveles de expresion respecto a los valores obtenidos en
DRGs siguiendo el método de Livak (Livak and Schmittgen, 2001).
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Tabla 9. Marcadores neuronales analizados en las MED17.11. Se especifica el factor de transcripcion, el receptor o
el canal iénico analizado y en el caso de divergencia nominal, el gen entre paréntesis. Se indica el codigo de indexado
correspondiente a Genbank sobre el que se bas6 la busqueda y el disefio, asi como los cebadores sentido y

antisentido empleados. Se especifica el tamano del amplificado esperado en pares de bases y la referencia de la cual

se extrajeron las secuencias de cebadores.

Cebador sentido Cebador Tamafio
Diana (gen) Cédigo Genbank antisentido (5’ - amplicon Referencia
(5°-3) 37) (bp)
Primer bank
TAGGTCTTGTTCCT (Spandidos et
SOX10 NM_011437.1 ACACCTTGGGACA 165 1., 2014
. al., ;
- CGGTTTTC CGGCCAT
Wang et al.,
2012)
BRN3A CGCGCAGCGTGAG CGGGGTTGTACGG (You et al,,
NM_011143.4 123
(POU4F1) AAAATG CAAAAT 2015)
e NM_001080780. TCAAGGGATGCTT GGTAGACGCCATA 136 (Cheng et al.,
1 ACTGGGAG GAGATGCT 2016)
CAGGTAGCGAGAT  TTTGATGGCTCTAT (Hadjab et al,,
RUNX1 NM_001111021.2 123
TCAAC GGTAGGT 2013)
TRKA CTCTGTCCAAGTCA GTTGAACAACCAG (Franck et al.,
NM_001033124.1 127
(NTRK1) - GCGTCTC CGCAGAG 2011)
Primer bank
(Spandidos et
TGCCGATGCTCCTA CTGGGCACTCTTCA
P75 (NGRF) NM_033217.3 133 al.,, 2014;
TGGCTA CACACTG
Wang et al.,
2012)
T NM_001001445. TCACCACGGCTGC AACGGTGTTATTC e (Franck et al.,
2 TTACTATC AGCTTATAGGG 2011)
NM_177781.5
TRPAI GCAGGTGGAACTT CACTTTGCGTAAGT el (Elitt et al.,
NM_001348288. CATACCAACT ACCAGAGTGG 2006)
1
CTTTCTAAGCAATG GGTTTCTTCCTAAA (Franck et al.,
TRPMS8 NM_134252.3 116
- GTATGGAG TGATACGAG 2011)
TCTCAATCAGCCA ATTTCTTTCAGTTC (Franck et al.,
TRPC3 NM_019510.2 117
ACACGAT ACCTTCATTCA 2011)
NM_001033954.
CGRP 3 TTTCCTGGTTGTCA  GCGAACTTCTTCTT (Franck et al.,
(CALCA) GCATCTT CACTGAGAGT 2011)
NM_007587.2
NM_001311060.1
SUSTANCI (Iso 2) TTTTCTCGTTTCCA TCTGCAGAAGATG 131 (Franck et al.,
AP(TACI) | Nm 0093112 CTCAACTGT CTCAAAGG 2011)
(Iso 1)
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Tabla 9. Continuacién

Accession Cebador sentido Cebador Tamaﬁ'o
Diana (gen) antisentido (5’ - amplicon Referencia
number (5" -3")
3’) (bp)
Primer Bank
CGTGTCCCGCACTT (St EoGs
Porxs NM 1455262  AAAGCTGGACCAT COTAG 107 al., 2014;
TGGGATCA Wang et al,
2012)
NM_001290674.
NAVL7 1lisoa) CCTTGGCCCCATTA  TGCTCCTATGAGTG o6 (Hodgdon et
(SCNSA) | NM 001290675, AATCTCT CGTTGAC al, 2012)
1 (iso b)
NM_001205321.1
NAVLS (iso 1) TTGACACAACCTC ~ ATTTCACCCTGGGT a1 (Hodgdon et
(SCNI0A) | NM 0091343 GCTCTATTCC CTTCTCTCA al, 2012)
(iso 2)
NAV19 CTTCAGGATTGTCC AGAGAGAGGGGA (Hodgdon et
NM_011887.3 110
(SCN11A) GCTTGG GAGACATCATCA al., 2012)
GCAGATAAAGCTT ATCTTGAATAACA
(Franck et al.,
MRGAI NM_153095.2 ACCAGATTGTATG GAAACCAGTGGAT 105 2011)
TAAC G
Primer bank
(Spandidos et
CTCAAGTTTACCCT CCGCAGAAATAAC
MRGA3 NM_153067.2 233 al., 2014;
ACCCAAAGG CATCCAGAA
Wang et al.,
2012)
CTTCTGTGTCTATG  GAGGCCATGCAGA (Franck et al.,
MRGD NM_203490.3 63
TGCTCAACCT ATAAGAAGAG 2011)
NM_001289726.1
(Iso 1) CCAATGTGTCCGTC  GTTGAAGTCGCAG (Kosir et al.,
GAPDH 239
NM_008084.3 GTGGATCT GAGACAACC 2010)
(Iso 2)

Western Blot

Para la deteccion de las proteinas de interés tanto en el modelo animal como en el modelo celular se
llevé a cabo inmunoblots o western blots.

Para los tejidos neuronales (cerebro y médula espinal) conservados a -20°C, la extraccion de proteinas
totales se llevd a cabo homogeneizando previamente con el Polytron® (PT10-35, Kinematica) en una
solucién Tris-HCl 50 mM pH 7.4 con coctel de inhibidor de proteasas (1:100, Sigma) en una proporcién
de 1 ml por cada mg de tejido. Para los DRGs, el tejido fue disgregado a través de secuencia seriada de

jeringuillas reduciendo la luz de las agujas (21G, 23G, 25G y 27G) estando el tejido resuspendido en
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Tris-HCl 50 mM pH 7.4 con céctel de inhibidor de proteasas (1:100). La retirada de fibras y restos
tisulares no disgregados se realizé centrifugando a 5000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante en
ambos casos fue centrifugado a 13000 rpm a 4°C durante 20 minutos (los tejidos mas grandes) y

durante 12 minutos los DRGs para concentrar el extracto y poder proceder al lisado.

En el caso de los cultivos celulares, las células transfectadas y las MED17.11, se lavaron 2 veces con
PBS 1x frio para eliminar los residuos de medio y se levantaron de las placas de siembra con una

rasqueta, resuspendiéndolas en PBS 1X.

Las células se centrifugaron durante 5 min a 7000 rpm con el fin de concentrarlas. Una vez
concentradas las células procedentes bien de tejido, bien de cultivo, se extrajeron las proteinas
incubando entre 20 minutos y 1 hora (en base al volumen de pellet) a 4°C en agitacion con tampén
RIPA (50 mM Tris-HCl a pH 7.4; 150 mM NaCl; 1 % NP-40; 0.1 % SDS; 0.5 % sodiodeoxycholate; coctel
inhibidor de proteasas 1:100, todo procedente de Sigma). Los nucleos y los restos celulares fueron
retirados. Para ello, se centrifugd durante 20 minutos a 13000 rpm a 4°C. A continuacion, cuantifico
el extracto de proteinas totales del sobrenadante a través del ensayo de acido bicinconinico (BCA) con
el kit BCA Protein Assay Reagent (Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante. Entre 20-50 pg
de proteina fueron desnaturalizados con el tampdn de muestras reductor 4x calentando las muestras
a 95°C durante 5 minutos. El pul de proteinas se separé a través de una electroforesis en gel de
poliacrilamida Tris-HCI del 10 % con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) a los que se aplicaba un voltaje
de 90-100V durante 1 hora 30 minutos aproximadamente. Para la exposicién de proteinas a la
conjugacién con anticuerpos especificos, éstas fueron transferidas desde los geles de poliacrilamida a
membranas de nitrocelulosa (BIORAD) a través de una transferencia semiseca usando el Trans-Blot SD
Semi-Dry Transfer Cell System (BIORAD) con el tampén Bjerrum and Schafer-Nielsen. Tras ello, la
membrana era bloqueada con 5 % de leche desnatada en PBS-T durante una hora en agitacién a
temperatura ambiente para prevenir la union inespecifica de los anticuerpos primarios y/o secundarios.
Tras el bloqueo, las membranas eran incubadas de forma separada con los anticuerpos primarios anti-
TRPV1 (Alomone, 1:5000), anti-GFP (Santa Cruz, 1:2000) anti-GFP (Life Technologies, 1:2000) y anti-
actina (Sigma, 1:1000) a 4°C o/n en agitacion suave. Tras esta incubacion, las membranas fueron
lavadas 3 veces en agitacién a temperatura ambiente con PBS-T durante 10 minutos cada vez, para
proceder con la incubacién del anticuerpo secundario conjugado a HRP anti-conejo o anti-ratén (Sigma,
1:20000) a temperatura ambiente durante 1 hora. Todos los anticuerpos fueron preparados en leche
desnatada al 3 % en PBS-T. Tras los correspondientes 3 lavados con PBS-T de 10 minutos cada uno se
procedio con la visualizacién de las bandas inmunoreacctivas a través de revelado manual. Empleando
el sistema Amersham ECL ™, la senal quimioluminiscente era capturada en peliculas Amersham
Hyperfilm ECL (GE Healthcare) y posteriormente reveladas manualmente con liquidos de revelado y

fijado de peliculas de rayos X.

Imagen de Calcio

Para los estudios de funcionalidad de las MEDI17.11 se llevo a cabo imagen de Calcio. Para ello, las
células, sembradas en cristales de 12 mm de didmetro, eran incubadas con 6 pM de éster de
acetoximetilo del flour6foro sensible a Ca?* Fluo-4 (Fluo4-AM, Molecular Probes) con 0.02% de acido
plurénico (Molecular Probes) disuelto en solucion externa (140 mM NaCl, 4 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1.8
mM CaCl2, 5 mM D-Glucosa, 10 mM HEPES a pH 7.4) durante 1 hora a 37°C con CO; al 5 %. Colocadas

en la camara de imagen (RC-25, Harvard Apparatus) las células eran perfundidas de forma continua
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con solucién externa a temperatura ambiente a través de un sistema de perfusiéon gravitacional
controlado automaticamente (Pc-16 Controller, Bioscience Tools). La actividad de las células trato de
ser evocada aplicando Capsaicina (10pM), resuspendida en solucion externa desde un stock a 10 mM
en dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma), adenosin-5'-trifosfato (ATP, 10 pM), resuspendido en solucion
externa desde un stock a 10 mM en agua destilada, y finalmente la soluciéon externa rica en K+ (140
mM NaCl, 40 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1.8 mM CaCl2, 5 mM D-Glucosa, 10 mM HEPES a pH 7.4)

durante 45 segundos con periodos de lavado de 4 minutos entre estimulos.

La fluorescencia fue monitorizada a través de un objetivo 10x (Microscopio invertido Axiovert 200,
Carl Zeiss) con una camara ORCA-ER CCD (Hamamatsu Photonics). El Fluo-4 AM fue excitado a 500
nm y la fluorescencia emitida filtrada a 535 nm a través de una rueda de filtros controlada
automaticamente (Lambda 10-2, Sutter Instruments). Las imagenes adquiridas se procesaron con el

paquete AquaCosmos (Hamamatsu Photonics).

El porcentaje de células que respondieron a los estimulos se estipulé como la razén entre el aumento
de la intensidad de la fluorescencia tras la aplicacién de los compuestos respecto y al nivel basal previo
a la aplicacién. Este valor fue corregido por la desviacion estandar del nivel basal. Se aceptd como
respuesta todo cambio de fluorescencia superior al 0.2 dentro del rango de aplicacion de cada estimulo

y segundos posteriores.

CRISPR-Cas9

Como alternativa a la recombinacién homéloga empleada en la generacién del modelo animal se disefid
y se estudi6 la eficiencia del sistema CRISPR-Cas9 para la generacién de un modelo knock-in que
expresara las proteinas de fusién YFP-TRPV1, CFP-TRPAI y TRPM8-mRuby.

Seleccién de secuencias diana

El reconocimiento y la actuacién de la endonucleasa Cas9 de Streptococcus pyrogenes lleva aparejados
una serie de requisitos de la secuencia ARNsg. En este trabajo se emplearon dos herramientas web de
todas las disponibles (Jamal et al., 2016; Peng et al., 2016) para la busqueda y selecciéon de las
secuencias diana de cada uno de los genes a modificar. Una primera busqueda se llevé a cabo con la
herramienta online CHOPCHOP (Labun et al., 2016; Montague et al., 2014). A partir del nombre del
gen o la referencia de ARN del gen, TRPV1 (NM_001001445), TRPAl (NM_177781) y TRPMS8
(NM_134252), y dentro del genoma de Mus musculus (mm10/CGRm38) aportado por el programa se
buscaron potenciales secuencias sin la modificaciéon de ningun pardmetro base del programa. Las
secuencias arrojadas por ChopChop se acotaron a las localizadas en el ex6n de interés de la insercion,

exon 2, ex6on 1y exon 26 para TRPV1, TRPA]l y TRPMS respectivamente.

De forma paralela y para complementar la informaciéon obtenida en la primera busqueda se llevé a
cabo la busqueda de potenciales secuencias diana a través del programa online Optimized CRISPR
Design (http://crispr.mit.edu/), del laboratorio de Feng Zhang. Empleando una region genémica de 250
nt circundante al codén de inicio ATG de TRPV1 y TRPA1 y al codén de parada TAA de TRPMS8 sobre
el genoma de ratén (mm9) se realizdé la busqueda con los parametros estandar predefinidos en el

programa.
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El principal criterio para la selecciéon de la secuencia diana fue la cercania de la misma al punto de
insercion seleccionado, el codén de inicio en el caso de TRPV1 y TRPAL y el codén de parada de TRPMS.
El score o puntuacion (algoritmo dado por cada una de las herramientas que puntta la idoneidad de la
secuencia diana) fue el criterio secundario ya que éste se basa en el numero de off-targets (potenciales
regiones cortadas por Cas9 dada la similitud de la misma a la secuencia diana), y el niumero y posiciéon

de mismatches (nucledtidos no coincidentes con la secuencia diana en regiones genoémicas similares).

Test in vitro

El estudio de la eficiencia de corte de la Cas9 frente a la secuencia diana seleccionada para cada gen
se llevé a cabo a través del kit Guide-it™ sgRNA In Vitro Transcription and Screening Systems
(Clontech) siguiendo el protocolo dado por la casa comercial, empleando 20 ng y aproximadamente

500 ng de ARNsg sintetizado in vitro para cada test.

La eficacia se defini6 como el porcentaje de los ng de molde digeridos por parte de la Cas9. Para la
cuantificaciéon de los mismos se realizé un analisis de densitometria a partir de las bandas observadas

en una electroforesis empleando el programa de imagen ImageJ (Antiabong et al., 2016).

Generacion de vectores

La creacion del vector all-in-one, en el que se expresa tanto la endonucleasa Cas9 como el ARNsg
requiere unicamente de la introduccién de la secuencia diana seleccionada. Para ello, siguiendo el
protocolo dado por Ran et al. (2013b), 1 pg del vector PX459 fue linealizado con la enzima de digestion
Bpi I (NEB) tal y como marcaba la casa comercial. Para evitar la recircularizacion y facilitar la
integracion de los oligonucleotidos se llevo a cabo una desfosforilacion del vector linealizado con la

enzima FastAP (Thermo Scientifics) siguiendo las indicaciones de la casa comercial.

Cada una de las parejas de oligonucleétidos de las secuencias seleccionadas a integrar en el vector
(Tabla 10) fue hibridada entre si con una concentracion equimolar de cada oligo en presencia de tampén
de hibridacion (10 mM Tris; 50 mM NaCl ; 1 mM EDTA a un pH de 7.5-8) incubando 2 minutos a 95°C
seguidos de 45 minutos a 25°C.

Tabla 10. Secuencias de oligonucleotidos sentido y antisentido empleados para insercién de las secuencias diana de
TRPV1, TRPAl y TRPMS en el vector PX459.

Gen diana Secuencia (5" - 3’)

TRPV1 CACC G TCTGTCTGGAGGGTCCGGGC

AAAC GCCCGGACCCTCCAGACAGA C

TRPAI CACC G AGTCAATGAAGCGCGGCTTG

AAAC CAAGCCGCGCTTCATTGACT C

TRPMS& CACC G AGTAAGGCTGGCGATGCTTG

AAAC CAAGCATCGCCAGCCTTACT C




MATERIALES Y METODOS

La ligacién con la ligasa T4 (Invitrogen) del oligonucledtido con el vector se llevo a cabo siguiendo los
calculos arrojados por la NEBioCalculator™ v 1.6.0 y testando los ratios 1:1, 1:3 y 1:5 de vector frente a

ligando a fin de aumentar las probabilidades de integracién.

El producto de ligacién se transformo por choque térmico en cepas de Escherichia coli BL21, para la
amplificacién del vector, sembrando en LB Agar con Ampicilina (100 mg/ml) para la seleccién de
colonias positivas al plasmido. A través de pruebas RFLP (digiriendo con la enzima Bpi I) asi como
secuenciando el vector se confirm6 la integracion del oligonucleétido tras la amplificacion y la
purificacion del vector con el kit E.Z.N.A.® Plasmid DNA.

La obtencién del vector molde con YFP para TRPV1 se realizé modificando el vector PKO-YFPTRPV1
diseniado y construido para la realizacién del modelo animal por recombinacién homologa. Los brazos
de recombinacion del vector de unas 4 Kb cada uno resultaban demasiado extensos por lo que hubo de
acortarlos a 2 Kb. Se diseniaron los respectivos oligonucledtidos para introducir secuencias de
restriccion en cada uno de los brazos por mutagénesis dirigida. Para el brazo de recombinacién 3’ se
empled la pareja de oligos p3.28/p329 (5-TGGCAAGCTATCTGGATCCGACGTCAGGTGGCACT-3' / 5'-
AGTGCCACCTGACGTCGGATCCAGATAGCTTGCCA - 3’) y para el brazo de recombinacién 5 se
emplearon los oligos p3.30/p3.31 (5- TGCTTCCAAAGCTTGTTAACCTCACAGCTTCCCG-3'/5'-
CGGGAAGCTGTGAGGTTAACAAGCTTTGGAAGCA-3’). De forma secuencial se llevaron a cabo las
mutagénesis dirigidas a través de PCR, empleando la enzima Kapa Hifi (Kapa Biosystems) siguiendo las
recomendaciones de la casa comercial. Las digestiones de cada uno de los brazos también se realizaron
de forma secuencial, comenzando con el brazo de recombinacién 3’ para el que se empled la enzima de
digestion BamHI. Para el brazo de recombinacién la digestion se llevd a cabo con la enzima Hpal. En
ambos casos el vector digerido fue resuelto en un gel de agarosa para la extraccion de la secuencia sin
el fragmento de 2 kb y ligado con la ligasa T4 (Invitrogen). La correcta ligacion del vector fue

confirmada por secuenciacion.

La obtencion del vector molde con mRuby2 para TRPMS se llevd a cabo a través de una clonacién
secuencial usando como vector base el pcDNA3 de la proteina fluorescente mRuby?2 (Lam et al., 2012).
Los insertos se obtuvieron por amplificacién de la regién genémica de TRPMS correspondiente al codon
de parada (Chrl: 88,383,173... 88,384,710 para el brazo de recombinaciéon 5 y Chrl: 88,384,714...
88,383,786 para el brazo de recombinacion 3’). En primer lugar, se llevé a cabo la integracion del brazo
de recombinacién 3’ digiriendo inserto y vector con las enzimas EcoRI / Xmal (las secuencias de
restriccion en el caso del inserto fueron incluidas en los cebadores de la amplificacion) siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. Tras la confirmaciéon por RFLP y secuenciaciéon de la correcta
integracién se llevé a cabo la insercion del brazo de recombinacién 5 digiriendo inserto y vector con
las enzimas de restriccion Bglll / BamHI. En ambos casos, se procedié como con el vector PX459 para

la seleccion y amplificaciéon de los productos obtenidos tras la ligacién de vector e inserto.

La obtencién del vector molde con CFP para TRPALI se disend para realizar una clonacién secuencial
usando como vector base el de la proteina fluorescente CFP pECFP-C1 (Clontech). Los insertos se
obtuvieron por amplificacion de la region gendmica de TRPA1 correspondiente al codon de inicio (Chrl:
14,920,913...14,918,836 para el brazo de recombinacién 5’ y Chrl: 19,918,835... 14,916,643 para el brazo
de recombinacion 3’) incluyendo las secuencias de restriccion en los oligonucleétidos empleados. Las
digestiones diseniadas se realizarian de forma secuencial con las enzimas Ndel/Agel para el brazo de

recombinacién 5’ y Bglll/AflII para el brazo de recombinacién 3’.
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Comprobacion de efectividad del sistema CRISPR/Cas9 en linea celular.

Empleado la linea celular de ratén C2C12 se procedi6 a la transfecciéon con Lipofectamina 3000™
(Invitrogen) para la introduccion de los vectores psCas9-M8 (vector all-in-one con la secuencia diana
para TRPM8) y mRuby2-M8 (vector molde para la introduccion de la mRuby?2). Las células sembradas
en placas de 6 pocillos a una concentracién de 100.000 células por pocillo fueron transfectadas con
1,5 pg/pocillo y 3 pg/pocillo de spCas9-M8 y mRuby2-M8 respectivamente siguiendo las
recomendaciones del fabricante. A las 48 horas de la transfeccion se llevé a cabo la selecciéon de las
células que habian integrado la spCas9-M8 exponiendo el cultivo a 1,5 pg/ml de Puromicina en el
medio.

A los 5 dias las células fueron tripsinizadas y concentradas para proceder a la seleccién de clones a
través de la dilucién seriada del stock obtenido en placas de 96 pocillos. Los clones aislados se
expandieron hasta alcanzar una confluencia del 80% en placas de 12 pocillos. En esta fase se llev6 a
cabo la extraccion del ADNg a través del kit Blood DNA Mini Kit (Omega-BioTek).

La comprobacioén de la insercién de la mRuby?2 en cada uno de los clones se realiz6 a través PCR con la
pareja de cebadores sentido (FW) 5-CCATCTCTGTGTTCCTGAG-3’ y antisentido (RV) 5'-
TGTAGACCCATAGAACACCC-3’ y la enzima Kapa Hifi (Kapa Biosystems) siguiendo las
recomendaciones de la casa comercial, con 100 ng de molde y una reaccion final de 25 pl. En el
protocolo del termociclador la hibridacién se realizo a 63°C y la elongacion se realizé durante 1 minuto.
El producto de la amplificacion se visualizé en un gel de agarosa al 1% cargando so6lo 10 pl de reaccién

enviando el resto de amplificado a secuenciar.

Andlisis estadisticos

Los datos se visualizaron y analizaron empleando el paquete estadistico GraphPad Prism v6.01. Todos
los datos se expresan como la media + SD. Los analisis estadisticos aplicados se especifican en cada

resultado o figura.
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TRP Channels as Potential Targets
for Sex-Related Differences in
Migraine Pain

Maite Artero-Morales, Sara Gonzalez-Rodriguez and Antonio Ferrer-Montiel*

Instituto de Biologia Molecular y Celular, Universitas Miguel Hernandez, Elche, Spain

Chronic pain is one of the most debilitating human diseases and represents a social
and economic burden for our society. Great efforts are being made to understand the
molecular and cellular mechanisms underlying the pathophysiology of pain transduction.
It is particularly noteworthy that some types of chronic pain, such as migraine, display a
remarkable sex dimorphism, being up to three times more prevalent in women than in
men. This gender prevalence in migraine appears to be related to sex differences arising
from both gonadal and genetic factors. Indeed, the functionality of the somatosensory,
immune, and endothelial systems seems modulated by sex hormones, as well as
by X-linked genes differentially expressed during development. Here, we review the
current data on the modulation of the somatosensory system functionality by gonadal
hormones. Although this is still an area that requires intense investigation, there is
evidence suggesting a direct regulation of nociceptor activity by sex hormones at the
transcriptional, translational, and functional levels. Data are being accumulated on the
effect of sex hormones on TRP channels such as TRPV1 that make pivotal contributions
to nociceptor excitability and sensitization in migraine and other chronic pain syndromes.
These data suggest that modulation of TRP channels’ expression and/or activity by
gonadal hormones provide novel pathways for drug intervention that may be useful for
targeting the sex dimorphism observed in migraine.

Keywords: TRP channels, TRPV1, sex hormones, estrogens, migraine

INTRODUCTION

Chronic pain is a disease that affects more than 20% of the world’s population (Breivik et al.,
2006; Nahin, 2015), and is considered a social, medical, and economic burden (Patapoutian
et al., 2009). Chronic pain results from complex processing of molecular and cellular signals at
different levels of the peripheral (PNS) and central nervous systems (CNS), and also involves the
immune system. A plethora of molecules and signaling pathways are involved in the detection,
transduction, and propagation of environmental noxious stimuli by nociceptors, a specialized class
of sensory neurons. These include members of the superfamily of Transient Receptor Potential
(TRP) channels, which act as molecular sensors of harmful chemical and physical stimuli.

The TRP channels are non-selective cation channels expressed mainly in the plasma membrane
of different cell types, as well as in the membrane of some intracellular organelles (Venkatachalam
and Montell, 2007). They are implicated in a variety of sensorial functions, expanding from vision
and taste to nociception (Clapham, 2003; Venkatachalam and Montell, 2007; Julius, 2013; Jardin
et al., 2017). Structurally, the TRP channels are tetrameric integral membrane proteins whose
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monomeric subunits display a domain structure characterized
by six transmembrane segments (S1-S6), C- and N-cytosolic
domains, and an aqueous pore region structured by S5 and
S6 segments and their connecting loop. Both C- and N-
termini exhibit particular functional domains depending on the
subfamily (Ferrer-Montiel et al., 2004; Latorre et al., 2009; Cao
et al,, 2013; Liao et al, 2013). Currently, the TRP family is
divided into six subfamilies according to sequence homology,
namely canonical (TRPC), vanilloid (TRPV), ankyrin (TRPA),
melastatin (TRPM), polycystic (TRPP), and mucolipin (TRPML)
(Venkatachalam and Montell, 2007; Flockerzi and Nilius, 2014).
In mammals, a total of 28 members have been identified, of
which 4 members of TRPV (TRPV1-4), 2 members of TRPM
(TRPM8 and TRPM3), and the only member of the TRPA
subfamily (TRPA1) are known as thermoTRP channels, as they
are environmental temperature sensors. Notably, thermoTRPs
have been related to the pathophysiology of pain (Mickle et al.,
2015, 2016).

Activation of thermoTRP channels in nociceptors provokes
a Nat and Ca?t influx resulting in membrane depolarization,
neuronal exocytosis, and action potential firing, as well as
activation of intracellular second messenger cascades that
may lead to neuronal adaptation, i.e., desensitization and/or
potentiation (Ramsey et al., 2006; Ciardo and Ferrer-Montiel,
2017). All thermoTRPs are polymodal channels, being gated by a
variety of chemical and physical stimuli, such as temperature, pH,
osmolarity, endogenous compounds, inflammatory molecules,
and natural products (Nilius and Szallasi, 2014; Dai, 2016;
Moran and Szallasi, 2017). Natural compounds, such as capsaicin,
menthol, and cinnamaldehyde, have been widely used to explore
and understand the role of these channels in nociception and pain
(Julius and Basbaum, 2001; Julius, 2013).

The ThermoTRP channels are functionally modulated by
lipids (Ciardo and Ferrer-Montiel, 2017). Cholesterol has been
described to be a modulator of TRPV and TRPM channels,
involved in potentiating or reducing their activity (Taberner
et al, 2015; Morales-Lazaro and Rosenbaum, 2017). One
family of molecules derived from cholesterol metabolism is
steroid hormones (Hu et al, 2010). Progestogens, estrogens,
and androgens are powerful molecules that regulate a wide
variety of cellular functions, and the link between them and
pain vulnerability continues to grow. Several reports point to
a transcriptional regulation of thermoTRPs expression by sex
hormones (Jung et al., 2009; Kumar and Singru, 2017). Notably,
recent studies in mice suggested a direct activation and/or
modulation of thermoTRP channels by steroids (Asuthkar et al.,
2015a,b; Ortiz-Renteria et al., 2018). Thus far, the link between
sex hormones and pain has been mainly centered around how
these hormones affect the structures in the CNS related to
stress, anxiety, and pain (Aloisi and Bonifazi, 2006). It is well-
established that estrogens regulate and modulate the opioid
system contributing to analgesia differences in males and females
at both experimental and clinical levels (Craft, 2003; Fillingim
and Gear, 2004; Loyd and Murphy, 2014). Furthermore, the
sex hormones appear to disturb the interrelation between the
immune system and opioid receptors (Doyle and Murphy, 2017).
Cumulative evidence implies a modulation of the somatosensory

system function by sex hormones that may underlie the human
gender prevalence in some types of chronic pain (Mapplebeck
etal., 2017; Sorge and Totsch, 2017).

As suggested by Kumar et al. (2015), the cross-talk between
steroid hormones and thermoTRPs may have important
implications for clinical context of human diseases. A relevant
case in point is migraine, which is the seventh most prevalent
medical disease and the second most disabling neurological
condition in the world (GBD 2015 Disease Injury Incidence
Prevalence Collaborators, 2016; GBD 2015 Neurological
Disorders Collaborator Group, 2017). This episodic primary
headache is often characterized by intense, unilateral, throbbing,
and pulsatile headache attacks, lasting for 4-72h, and is
frequently accompanied by nausea, vomiting, photophobia,
and/or phonophobia. It is commonly divided into two main
groups—with and without aura, that correspond to transient
focal neurological symptoms that usually precede or sometimes
accompany a headache (Headache Classification Committee of
the International Headache Society, 2013). Migraine exhibits a
clear sex difference in prevalence, indicating a predominant role
of sex hormones as triggers per se or modulators of headache
attacks through regulation of thermoTRP channels. Although
both have separately been proposed as therapeutic targets for
migraine intervention, the interrelation of sex hormones and
thermoTRPs in the etiology of the disease has not been addressed
in depth.

Here, we review the role of sex hormones in the activation,
modulation, and regulation of the main thermoTRP channels
involved in the pathophysiology of migraine. Nonetheless, we
should mention that sex differences in migraine, and other
chronic pain syndromes, will also be influenced by gonadal-
independent X-linked gene expression that contributes to
inborn sex differences in organs, tissues, and cells (immune,
endothelial, and neurons), as well as by other factors (ie.,
psychological and social) (review in Mogil, 2012; Bartley and
Fillingim, 2013). The available information on the influence
of these gonadal-independent factors on the pathophysiology
of migraine, especially on the expression and activity of TRP
channels, is very scarce, thus preventing us from properly
addressing it in this review. Accordingly, we focus on the
information regarding the direct interaction and modulation of
thermoTRP channels by sex hormones, which may, at least in
part, underlie the greater prevalence of the disease in women.
We suggest that thermoTRPs may represent potential therapeutic
targets for migraine intervention and other pain syndromes that
exhibit sex dimorphism.

INFLUENCE OF SEX HORMONES IN
MIGRAINE

Cumulative evidence indicates that migraine is a chronic pain
disease linked to sex hormones. Firstly, ~15% of the population
suffer from this, including children; however, the prevalence in
women is up to three times higher than in men. Although a
peak of incidence appears in individuals in the age range of
25-55 years in both genders, this remains higher in women
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(Stewart et al., 1992; Lipton et al., 2001, 2007; Mathers et al.,
2008; Vetvik and MacGregor, 2017). Secondly, the migraine
prevalence changes across the age range. In 2003, a National
Health Interview Survey, in which more than 40,000 US-citizens
(70% adults and 30% children) were interviewed, showed that
boys and girls shared a similar 1-year prevalence until puberty,
thereafter it increased in both genders, being two or three times
greater in women (Victor et al., 2010). This study also found
that the largest difference in migraine prevalence occurred at
the age of 30.2 years, declining from the age of 42 years (Victor
et al., 2010). In women, the prevalence sharply decreased at
menopause (Vetvik and MacGregor, 2017). The sex difference
in the disease incidence between 15 and 50 years is probably
related to the higher level of sex hormones during this age
range. Most studies showed a protective role of testosterone
and progesterone against migraine crisis, while the data for
estrogens were more controversial. There are studies reporting
that low levels of estrogens may be related to an increase
in the number of migraine attacks, whereas others suggest
that the application of estrogens promotes migraine episodes
(see below).

In addition to the higher prevalence of migraine in females,
it has also been reported that women experience more frequent,
longer-lasting, and more intense attacks than men (Celentano
et al, 1990; Boardman et al, 2003). The constant finding
was that women, in comparison to men, have longer-lasting
migraine attacks (Kallela et al., 1999; Steiner et al., 2003;
Wober-Bingol et al., 2004; Kelman, 2006; Murtaza et al., 2009;
Franconi et al, 2014; Bolay et al, 2015), as well as longer
photophobia, phonophobia, nausea, vomiting, and cutaneous
allodynia (Steiner et al, 2003; Murtaza et al, 2009; Bolay
et al.,, 2015). One study, which analyzed 2,082 migraine adult
patients (1,804 women and 278 men), reported that the headache
intensity in women changed in an age-dependent manner and
the duration and intensity of each attack achieved a peak above
the age of 30 years. None of these variations were detected
in men (Bolay et al, 2015). Therefore, these changes in the
frequency and/or intensity seemed related to changes in women’s
reproductive status (puberty, pregnancy, or menopause) (Gupta
et al., 2007), which were associated with fluctuating levels of
estrogen and progesterone in the menstrual cycle. In support
of this tenet, it has been shown that there is a significantly
increased risk in women to suffer a migraine episode between
2 days before and 3 days after menstruation, which could be
related to the lowest concentration of estrogen and progesterone
(reviewed in Gupta et al., 2007; Macgregor, 2014; Vetvik and
MacGregor, 2017). Furthermore, the headache classification set
out by the Committee of the International Headache Society
(2013) indicated that migraine without aura was often related
to the menstrual cycle, thus categorizing it as pure menstrual
migraine if the attack occurred only during the cycle, and
menstrual-related migraine if there were additional episodes with
or without aura during the menstrual cycle. Although the first
phenomenon is not common (Gupta et al., 2007), menstrual-
related migraine has been reported in more than 50% of women
with migraine (Martin, 2004). Akin to menstruation, treatments
involving the intake of hormonal contraceptives have been

related to a higher frequency of migraine episodes (MacGregor,
2013).

Perimenstrual estrogen withdrawal seems to be a trigger for
migraine without aura. Based on this finding, perimenstrual
estrogen supplements (estradiol patches) to 22 migraineur
women significantly reduced the number of menstrual-related
migraine attacks and also the intensity of the attacks during the
months of treatment, as compared with placebo (Dennerstein
et al, 1988). Similarly, in another pilot clinical trial with
20 migraineur women, estradiol gel reduced the duration
and intensity of the migraine attacks when compared to a
placebo gel (de Lignieres et al., 1986). Interestingly, an inverse
association between migraine and estrogen levels in urine was
found (MacGregor et al., 2006a). However, this study did
not establish a threshold for estrogen withdrawal to trigger
a migraine attack. Another study with 21 migraineur women
reported that transdermal estradiol patches induced a slightly
preventive effect for migraine crisis in women with induced
menopause, thereby concluding that a low amount of estradiol
in serum is sufficient to evoke migraine (Martin et al., 2003).
During pregnancy, when estrogen and progesterone are 10
times higher than in non-pregnant states, an improvement in
the disease was reported, especially in women suffering from
menstrual-related migraine, although in some cases migraine
with aura worsened in the first month of pregnancy (Macgregor,
2014).

The prevalence of migraine during perimenopause (period of
2-8 years prior to menopause and 1 year after the end of menses)
appears to be higher among women who had suffered from
menstrual-related migraine (Mattsson, 2003; Wang et al., 2003).
In a clinic-epidemiologic report, which analyzed 556 migraineur
women, two-thirds of women suffering from migraine reported
an improvement in the disease after spontaneous menopause.
However, it worsened in women after surgical menopause (Neri
et al, 1993). During this period, the treatment of choice for
migraine was transdermal estrogen patches or an estrogen gel,
since there was evidence that oral pharmacological treatment
could worsen migraine because of a greater systemic hormonal
fluctuation (MacGregor et al, 2006b). Overall, there is an
increased risk of migraine during the reproductive years, which
decreases in the post-menopause phase (Ripa et al, 2015).
Nonetheless, to confirm the effect of menstrual hormones on
migraine, longitudinal studies are required.

A study by Li et al. (2018) analyzing 119 migraineurs,
42 patients with tension-type headache, and 30 healthy
controls tried to relate sex hormones with migraine clinical
outcomes in men and menopausal, perimenopausal, and
reproductive-aged women. In this study, testosterone appeared
to be lower in all migraineur women categories when
compared to healthy controls, while progesterone appeared
to be lower in both men and postmenopausal women. High
estrogen levels in men and reproductive women appear
to correlate with the least incapacitating migraine attacks.
However, high estrogen levels were positively related to
the duration of the migraine episode in post-reproductive
women during the luteal phase (Li et al., 2018). With several
limitations, similar to previous prospective studies, this study
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suggested a complex role of sex hormones in the etiology of
migraine.

PATHOPHYSIOLOGY OF MIGRAINE

Several events that occur in the CNS and PNS during a migraine
attack, particularly in the trigeminal ganglia (TG), have been
described. To mention a few: (i) a neuronal hyperexcitability
in cortical regions (Welch, 2005; Aurora and Wilkinson, 2016);
(ii) a cortical spreading depression (CSD) likely connected with
the aura phase (Iadecola, 2002; Eikermann-Haerter et al., 2009,
2011; Zhang et al., 2010); (iii) the activation and sensitization of
trigeminal nociceptors at the peripheral and central levels (Buzzi
and Moskowitz, 1992; Goadsby and Edvinsson, 1993; Bolay et al.,
2002); (iv) a cranial vasodilatation and meningeal inflammation
(Moskowitz and Macfarlane, 1993; Williamson and Hargreaves,
2001; Levy, 2009).

Some of these events have been reported as a consequence
of others, without clarifying which is the main cause or the
trigger of a migraine episode. Meningeal blood vessels are
located in the dura mater of the meninges in the CNS. The
role of these vessels and their vasodilation in migraine has
been widely studied (Humphrey and Goadsby, 1994; Goadsby
et al., 2002; Parsons and Strijbos, 2003). Various studies in
animals indicate that meningeal inflammation is the driving
event of nociceptor sensitization (Williamson and Hargreaves,
2001; Levy, 2009, 2012). Accordingly, it was thought that
vasodilation of these meningeal blood vessels was responsible
for migraine triggers and therefore, some vasoconstrictors were
developed to treat acute migraine (Villalon et al., 2003). However,
other researches suggested that vasodilation of meningeal blood
vessels was the consequence of trigeminal system activation
rather than the major trigger. Thus, it was reported that the
trigeminal sensitization caused cranial vasodilation in both
humans and cats as a result of the production of nitric oxide
(NO) that promoted the release of neuropeptides, such as
substance P (SP) and a-calcitonin gene-related peptide (a-
CGRP) (Goadsby and Edvinsson, 1993; Goadsby et al., 2009).
The secretion of these vasoactive neuropeptides underlies the
vasodilation characteristic of a migraine attack (Waeber and
Moskowitz, 2005). In 2008, Schoonman and colleagues published
a paper in which they induced migraine in migraineurs and
healthy individuals by injecting the vasodilator nitroglycerin, a
NO donor. Contrary to the widespread belief, they observed
that only the control subjects experienced vasodilation of
the meningeal vessels (Schoonman et al, 2008). Thus, the
vasodilation of meningeal vessels seemed not to be the main cause
of migraine pathophysiology, although it pivotally contributes to
the symptomatology of the disorder. On the other hand, many
studies have shown that CSD promotes trigeminal sensitization
(Bolay et al, 2002; Zhang et al, 2010). Hence, the precise
molecular and cellular mechanisms underlying migraine attacks
remain largely elusive (Goadsby et al., 2009).

The triggering event in migraine is still under intense debate
(Burstein and Jakubowski, 2005; Levy et al., 2009; Messlinger,
2009; Olesen et al., 2009; Charles, 2010; Levy, 2010, 2012; Bolay,

2012). Several groups postulated that the CNS is the starting point
of the migraine attack, but other groups suggested that migraine
is initiated by the activation of the trigeminal system. One data
point that supports a peripheral triggering event is that during
a migraine attack, elevated levels of inflammatory mediators,
such as nerve growth factor (NGF), bradykinin, prostaglandins,
and eicosanoids, are observed (Goadsby and Edvinsson, 1993;
Sarchielli et al., 2006). This “inflammatory soup” has been largely
postulated to be a key factor that sensitizes the TRPV1 and
TRPA1 channels. Sensitization of these thermoTRP channels
promotes the release of «CGRP in trigeminal terminals that in
turn induces cranial vasodilatation (Meents et al., 2010; Benemei
et al,, 2013, 2014). Similarly, the application of capsaicin in
the trigeminal system has been used as an experimental model
of migraine (Gazerani et al., 2005). However, in a different
study, capsaicin was shown as a relief for migraine attacks
by depleting vasoactive neuropeptides (Benemei and Geppetti,
2013). Besides capsaicin, other TRP channel agonists have been
described as migraine triggers (Kunkler et al., 2011), thereby
placing TRPV1, TRPA1, and TRPMS in the therapeutic spotlight
for the development of migraine treatments (Nassini et al., 2010;
Oxford and Hurley, 2013; Dussor et al., 2014). Interestingly,
some chemical agents such as cigarette smoke, ammonia,
formaldehyde, and chlorine can induce migraine attacks—all
these compounds are TRPAI agonists (Benemei et al., 2012).
The headache produced by these environmental agents has been
shown to be mediated by the secretion of «CGRP that increases
cerebral blood flow (Kunkler et al., 2011). Additionally, low levels
of magnesium in early embryonic development, which is able to
permeate TRPM6 and TRPM7 channels, have also been reported
as triggering migraine episodes (Komiya and Runnels, 2015).

In several meta-analysis and genome-wide association studies
(GWAS) the TRPMS locus has been related to susceptibility to
migraine (Chasman et al., 2011; Esserlind et al., 2016; Gormley
et al., 2016; Key et al., 2018). Also, genetic variations in single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in TRPV1 and TRPV3 loci
in a Spanish cohort were linked to a genetic predisposition to
migraine (Carrefo et al., 2012) (review in Zorina-Lichtenwalter
etal., 2016). Thus, these studies implicate thermoTRPs as pivotal
contributors to migraine, and suggest that they may be interesting
targets for the treatment of migraine (Dussor et al., 2014; Tso and
Goadsby, 2014).

TRPV1 AND ESTROGENS

TRPV1 channels, along with other thermoTRPs, are localized
predominatly in peripheral and central nerve terminals of dorsal
root ganglia (DRGs) and TGs (Caterina et al., 1997; Ichikawa
and Sugimoto, 2001; Peier et al.,, 2002; Story et al., 2003; Bae
et al., 2004; Okazawa et al., 2004; Roberts et al., 2004; Bautista
et al,, 2005; Kobayashi et al., 2005; Shimizu et al., 2007; Huang
etal., 2012). Notably, TRPV1 is highly co-expressed with « CGRP
(Ichikawa and Sugimoto, 2001; Bae et al, 2004), as well as
with Substance P (SP) and P2X3 purinergic receptors. TRPV1
colocalizes with TRPAL1 as well (Story et al., 2003; Bautista et al.,
2005), whereas TRPMS is expressed in a different subpopulation
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of nociceptors (Peier et al., 2002; Story et al., 2003; Okazawa et al.,
2004; Ren et al., 2018).

TRPV1 is also present in the brain, particularly in the
hypothalamus, thalamus, amygdala, periaqueductal gray, insula,
and a number of other regions in the brain of humans and
rodents (Mezey et al,, 2000; Roberts et al., 2004; Steenland
et al,, 2006; Cavanaugh et al., 2011). Interestingly, brain regions
expressing TRPV1 are targets of sex hormones. Imaging studies
in 44 adult migraineurs (22 women and 22 men) showed
that migraineur women exhibited a thicker posterior insula
and precuneus cortices compared to male migraineurs and the
healthy controls of both sexes (Maleki et al., 2012). The authors
suggested that these morphological alterations might underlie the
different responses of both genders to migraine attacks, as well
as the effect of sexual hormones and the differential impact of
anti-migraine drugs such as triptans (Maleki et al., 2012).

In addition to the presence of TRPV1 channels in the brain
regions that are influenced by sex hormones, some studies have
demonstrated the expression of estrogen receptors (ERa, ERB y
GPR30) in sensory neurons (Papka et al., 1997; Papka and Storey-
Workley, 2002; Takanami et al., 2010) where they colocalize with
TRPV1 channels (Bennett et al., 2003). This co-expression in
nociceptors has led to the hypothesis of a modulation of pain
transduction by sexual hormones (Bennett et al., 2003; Chaban,
2013). In support of this hypothesis, there is experimental and
clinical evidence relating the function of estrogens with TRPV1
activity. For instance, it has been reported that women experience
more pain-related sensations on exposure to TRPV1 agonists
than men (Jensen and Petersen, 2006; Gazerani et al., 2007).

Some studies analyzed the effects of steroid hormones on
capsaicin-evoked currents in rodent nociceptors. Although a
differentiation between sexes was not established, these studies
detected that 17B-estradiol, the dominant estrogen during a
woman’s reproductive phase, is an important enhancer of
capsaicin responses evoked in vitro in primary cultures of
rodent nociceptors (Chen et al., 2004). This observation was
also seen in vivo, where the threshold of the nociceptive
responses to capsaicin injection was significantly reduced in
rodent females (Lu et al., 2009). Although both sexes showed
sensitivity to capsaicin, males required a four-fold higher dose
of capsaicin than females for a similar response (Lu et al., 2009).
It should be noted that the differences in capsaicin sensitivity
observed between sexes may be caused by differential estrogen
levels and influenced by the distinct percentage of estrogen
receptors in male and female nociceptors (Takanami et al,
2010).

When estrogen levels were monitored, either as a function
of the estral cycle or its replacement after ovariectomy in
rodents, it was observed that under low levels of 178-estradiol,
capsaicin produced a mild nocifensive response (Lu et al,
2009; Yamagata et al., 2016). In marked contrast, high levels
of 17B-estradiol (proestrus) resulted in a lower mechano- and
thermo-nociceptive threshold, thereby promoting mechanical
and thermal sensitization (Payrits et al., 2017). This nociceptive
sensitization was not observed in TRPV1 knock-out mice,
implying a link between estrogen nociceptor sensitization and
TRPV1 in vivo (Payrits et al., 2017).

At the cellular level, it has been proposed that nociceptor
sensitization induced by estrogens could be provoked by
an alteration of nociceptor excitability. Flake et al. (2005)
demonstrated that estrogens reduced the threshold of action
potential firing and increased their spontaneous activity. They
speculated that these changes in nociceptor excitability may
be associated with membrane depolarization provoked by
estrogen-induced activation of thermoTRP channels, particularly
TRPVI1. In this study, however, the authors did not find
a significant difference in the proportion of nociceptors
that responded to capsaicin between ovariectomized females
treated with vehicle and those treated with estrogens after
ovariectomy (Flake et al, 2005). In contrast, Yazgan and
Naziroglu (2017) showed that ovariectomy led to higher
capsaicin-induced current densities. Replacement therapy with
17B-estradiol reduced capsaicin responses to a level similar
to that of mock-operated animals (Yazgan and Naziroglu,
2017).

Curiously, some studies show that TRPV1 sensitization by
17B-estradiol was stereospecific. However, the 17-estradiol
induced TRPV1 potentiation, the stereoisomer, 17a-estradiol,
did not affect the activity of the channel in sensory neurons
(Chenetal., 2004; Lu et al., 2009). Similarly, 17a-estradiol did not
affect the vasorelaxation induced by anandamide, an endogenous
TRPV1 agonist (Ho, 2013). It should be noted, however, that this
observation is still under debate as this stereospecificity was not
observed in another study (Xu et al., 2008).

The molecular mechanisms involved in 178-estradiol-induced
sensitization of TRPV1 appeared to include both a genomic
regulation of channel expression and a functional modulation.
Regarding the long-term effect of estrogens in females,
several studies showed a transcriptional-induced expression
of TRPV1 by 17B-estradiol in nociceptors (Yamagata et al,
2016; Kumar et al., 2017; Payrits et al., 2017). Even sensory
neurons derived from female mouse stem cells showed that
the application of 17B-estradiol increased the expression of
TRPV1 mRNA (Greaves et al, 2014). Similarly, Cho and
Chaban (2012) published another study that showed the
relationship between estrogens and TRPV1 expression. Notably,
they reported a reduction of TRPV1 expression in ERa and
ERP null lines. Estradiol-induced TRPV1 expression has been
observed not only in neuronal samples (Wu et al, 2010;
Kumar and Singru, 2017) but also in non-neuronal tissues
such as peritoneum (Greaves et al, 2014), endometrium
(Pohoczky et al., 2016), and synoviocytes (Wu et al, 2015).
Although still limited, some genomic studies imply the presence
of a putative functional estrogen response element in the
TRPV1 promoter (Greaves et al, 2014; Kumar and Singru,
2017).

In addition to the genomic regulation, there are several
studies that have provided evidence for the modulation and/or
a direct effect of 17-estradiol on TRPV1 based on the rapid
responses that can be induced by estrogens. An in vivo study
in rodents reported a fast onset of 17f-estradiol on capsaicin
sensitization when instilled locally in the ipsilateral paw, without
an effect on the contralateral paw (Lu et al., 2009). Furthermore,
pre-incubation with PKC or PKA inhibitors did not enhance
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capsaicin responses, thereby suggesting a direct effect of 17f-
estradiol on TRPV1 activity (Lu et al, 2009). In support of
this, other studies have suggested that the effect of estrogens
on TRPV1 activity was mediated by PKCe phosphorylation of
Ser-800, which enhances channel activity (Hucho et al., 2006;
Kuhn et al., 2008; Goswami et al., 2011). Through a TRPV1-
dependent mechanism, but independent of its ion channel
activity, PKCe may promote cytoskeletal destabilization that in
turn may produce mechanical nociceptor sensitization (Goswami
et al,, 2011). In contrast, Payrits et al. (2017) suggested that 17f-
estradiol-induced TRPV1 sensitization in nociceptors may be
indirectly produced through the TrkA pathway as the application
of inhibitors of this pathway abolished TRPV1 sensitization by
estrogen (Figure 1).

However, to add more confusion to the field, not all studies
have shown that 17B-estradiol enhances the expression and
sensitization of TRPV1 channel in nociceptors. Indeed, there
are studies that imply a preventive or analgesic effect of
estrogens. For instance, Yazgan and Naziroglu (2017) observed
that deprivation of 17B-estradiol was related to an excessive
production of mitochondrial oxygen free radicals and a high
Ca?t influx through TRPV1, TRPA1, and TRPM2 channels,
which appears to be one of the main causes of neurodegenerative
disease in postmenopausal women. This study also showed that
TRPV1 levels decrease as a result of 17f-estradiol administration,
and ovariectomy produced capsaicin sensitization in line with
a previous study (Sanoja and Cervero, 2005). Another study
reported that a long-term incubation with 17p-estradiol reduced
the activation of TRPV1 (Xu et al., 2008). Similarly, Thompson
et al. (2008) pointed out that the anti-nociceptive action of
17p-estradiol depended on the concentration used, as high

doses of 17B-estradiol benzoate produced a low nociceptive
response in females. Clearly, additional studies are needed to
further unveil estrogen-mediated modulation of thermoTRPs
in sensory neurons and other cell types involved in migraine.
Furthermore, attention has to be paid to the experimental
conditions used in in vitro studies as these may have a
notable influence on the final modulatory effect of gonadal
hormones. For instance, nociceptor subpopulations should be
considered, as they may exhibit differential sensitivity to these
hormones.

TRPV1 AND PROGESTERONE

Progesterone is the other steroid hormone that, together with
estradiol, regulates the estral cycle in rodents and the menstrual
cycle in humans. There are a plethora of studies linking
progesterone to anti-nociception in neuropathic pain models
(Coronel et al., 2011, 2016; Verdi et al., 2013; Jarahi et al,
2014; Liu et al,, 2014). In this context, the few studies that
investigated the putative effects of progesterone in the expression
and functional modulation of thermoTRPs showed mainly an
inhibitory role of this hormone. For example, it was observed that
progesterone, acting through its receptor, reduced the expression
of TRPV4 in sensory neurons (Jung et al., 2009). Recently, Ortiz-
Renteria et al. (2018) reported a new molecular mechanism
through which progesterone and the Sig-1R chaperon promoted
TRPV1 down-regulation in nociceptors. The interaction of
progesterone with the Sig-1R chaperon inhibited its binding to
the TRPV1 promoter, resulting in a transcriptional inhibition
of TRPV1 expression and consequently a lower nociceptive
response to capsaicin. This in vivo observation is in disagreement
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FIGURE 1 | Schematic diagram of the potential mechanisms of action of estrogen modulating TRPV1. The scheme reflects a possible direct activation by estradiol. In
addition, the interaction of estradiol with estrogen receptors (ER and GPR30) may induce the expression of TRPV1 and likely activate intracellular signaling pathways
that phosphorylate TRPV1 inducing its membrane expression and its activation/sensitization. The increase of intracellular calcium enhances «CGRP release which
induces cranial vasodilatation, trigeminal sensitization, and pain. ER, estrogen receptor; PKCe, Protein Kinase C epsilon; PI3K, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
3-kinase.
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with Chen et al. (2004) who observed that progesterone
did not modify capsaicin-induced currents in DRGs cultures.
Similarly, Lu et al. (2009) found that the therapeutic replacement
of progesterone in ovariectomized rats did not change the
nocifensive response to capsaicin application.

Akin to estrogens, it is plausible that progesterone nociceptive
effects are concentration-dependent, being stronger at high
concentrations. This may account for the lack of a clear anti-
nociceptive effect of the hormone during the estral cycle, where it
is present at low concentration. On the other hand, progesterone
seemed to mediate anti-nociceptive responses during pregnancy
(Ortiz-Renteria et al., 2018). Furthermore, progesterone is a
direct agonist of TRPM3 channels (Majeed et al., 2012; Miehe
etal., 2012; Kumar et al., 2015) and it appears to regulate TRPC3
channels (Majeed et al., 2011). As with estrogens, more studies
are needed to fully understand the potential role of progesterone
modulation of nociceptor excitability in contributing to migraine
episodes.

TRPV1 AND OTHER SEX-RELATED
HORMONES

Prolactin is a peptide hormone secreted by the anterior
pituitary gland that plays a role in osmoregulation, metabolism,
the immune system, and the stimulation of lactogenesis and
galactopoiesis. Prolactin is also involved in inflammatory
responses (Costanza et al., 2015; Pereira Suarez et al., 2015).
In TG neurons, a prolactin receptor is highly expressed
in TRPV1 nociceptors, where it potentiates capsaicin-evoked
currents, calcium influx, and aCGRP release (Patil et al,
2014). Diogenes et al. (2006) reported that 17B-Estradiol
produced a notable increase of prolactin in TG overlapping
with TRPV1-expressing sensory neurons. Notably, prolactin
enhanced the capsaicin-evoked responses in TG nociceptors,
both in vitro and in vivo, in a 17B-Estradiol-dependent manner.
Furthermore, prolactin significantly augmented the capsaicin-
induced nociceptive responses in female rats at proestrus and
in ovariectomized females after estradiol treatment (Diogenes
etal, 2006). In a subsequent study, the same group demonstrated
that the short prolactin receptor signaling pathway mediated the
activation of TRPV1 via PKC and PI3K, thereby affecting the
action potential threshold and excitability of nociceptors (Belugin
et al., 2013; Patil et al., 2013a,b, 2014).

In addition to prolactin, there is increasing interest in oxytocin
because it may become an analgesic target for various chronic
pain pathologies due to its role in pain modulation (Gonzalez-
Hernandez et al., 2014; Rash et al., 2014; Tracy et al.,, 2015;
Valstad et al.,, 2016). The nociceptive modulation exerted by
this neuropeptide is mediated through two main pathways.
Firstly, the endogenous opioid system plays an important indirect
role in the modulation of pain by oxytocin. Specifically, the
activation of opioid receptors appears to drive oxytocin central
analgesic effects (Rash et al., 2014). Secondly, the activation of
GABAergic inhibitory interneurons directly inhibits nociceptive
C and A3 fibers at the spinal cord (Gonzalez-Hernandez et al.,
2014; Rash et al.,, 2014). The relative importance of this system

remains elusive because it is still unknown whether there are
oxytocin receptors in nociceptors. In addition, the peripheral
contribution of vasopressin la receptors might also explain the
oxytocin nociception regulation. Clearly, information about the
receptors involved in the antinociceptive effects of oxytocin,
at the peripheral nociceptors endings and supraspinal levels,
remains a key research area in pain science (Gonzalez-Hernandez
et al., 2014), which requires urgent investigation.

There are several attempts to apply intranasal oxytocin
as an analgesic therapy, and even as a migraine treatment
(Wang et al., 2013; Tracy et al., 2015). However, the intranasal
application of oxytocin is often not effective. For instance,
some women reported an increase in the perceived intensity
of noxious heat stimuli after oxytocin inhalation (Tracy et al,
2017). In this context, a recent report describing, in both
sexes, the direct agonist action of oxytocin on TRPV1 is a
significant step toward disentangling the mechanism of action of
oxytocin on nociceptors (Nersesyan et al., 2017). These results
provide an explanation for the hot pain intensity reported by
women patients under oxytocin therapy. Furthermore, oxytocin
anti-nociceptive activity may be due to TRPV1 desensitization
in nociceptors, similar to that induced by capsaicin and
resiniferatoxin. Interestingly, the different physicochemical
characteristics of oxytocin and capsaicin suggest a distinct
receptor binding site for the hormone. However, it appears that
oxytocin may bind to an outer transmembrane site located in
the interfacial region between two adjacent subunits (Nersesyan
et al,, 2017), distant from the capsaicin binding site (Cao et al,,
2013; Darre and Domene, 2015; Yang and Zheng, 2017). The
discovery of this novel binding site in the TRPV1 channel opens
new avenues for the design of novel receptor antagonists for the
treatment of migraine.

TRPV1, TRPM8, AND TESTOSTERONE

The lower prevalence of chronic migraine in men is also
characterized by a lower intensity and/or shorter duration
of pain symptoms as compared to women (Bartley et al.,
2015), thereby suggesting a role of testosterone. There are
clinical studies showing that testosterone replacement therapy
reduces pain outcomes and improves the quality of life of
patients with hypogonadism (Aloisi et al, 2011), thereby
supporting the hypothesis that testosterone may have an anti-
nociceptive role. However, some studies suggest that testosterone
is necessary for a small nociceptive response (Thompson
et al, 2008; Glaser et al., 2012; Schertzinger et al., 2017).
According to these studies, low levels of testosterone are
related to high discomfort, anxiety, and pain in response to
noxious hot stimuli (Choi et al, 2017). In another study,
Fanton et al. (2017) concluded that the protective effect of
testosterone is due to the activation of androgen receptors by
the hormone instead of an androgenic action of a testosterone
derivative (i.e., dihydrotestosterone) during CNS development.
These observations are in agreement with the testosterone
effect observed in nociceptors. For example, the application
of androgenic hormones to nociceptors showed an inhibitory
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effect on capsaicin-induced currents (Chen et al., 2004). In
addition, a recent study observed the significant differences
between male and female mice in the expression of TRPV1
channels in TG, after an inflammatory insult, and provided data
suggesting that testosterone may be an important contributor
to the sensitization of TRPV1 in chronic inflammatory pain
(Bai et al., 2018). This study observed a decrease of TRPV1
expression with testosterone replacement after gonadectomy.
Although more studies are needed, this report further supports
that sex hormones play a central role in modulation of the activity
of TRPV1 channels.

Apart from TRPV], it is worth mentioning that testosterone
is also a regulator of TRPMS, a thermoTRP channel involved
in cold nociception. Zhang and Barritt (2004) found that the
promoter of TRPMS8 contains a putative androgen-response
element motif. Notably, this channel is highly expressed in the
prostate and appears overexpressed in prostate cancer by a
testosterone-mediated mechanism. The dependence of TRPM8
expression on androgens was demonstrated, which showed that
the replacement of testosterone after gonadectomy induced the
recovery of TRPMS expression (Yang et al., 2012). Testosterone
and TRPMS8 are not just linked by genomic regulation, as
testosterone is a potent TRPMS8 agonist (Asuthkar et al,
2015a,b,c). These studies report the first evidence describing an
endogenous modulator of this thermoTRP channel, although
additional studies are needed to unveil the contribution of
testosterone to cold allodynia and other nociceptive conditions
promoted by TRPMS activity. It is worth noting that TRPM8
has been recently proposed as an interesting therapeutic target
for migraine due to the analgesic ability of some of its agonists
(Dussor and Cao, 2016).

CONCLUSIONS

There is no doubt about the existence of a sex difference
prevalence in chronic pain conditions such as migraine,
where the prevalence in women is two or three times
greater than in men. Although the specific molecular and
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