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ABREVIATURAS

AITC: isotiocianato de alilo

AP18:4-(4-Clorofenil)-3-metil-3-buten-2-ona oxima

ARNm: acido ribonucleico mensajero

ATP: adenosin trifosfato

BCTC: N-(4-tertiaributilfenil)-4-(3-cloropiridin-2-il) tetrahidropirazina-1(2H)-
Carboxamida

BiP: proteina de unién a inmunoglobulinas

[Ca%*)i: concentracidn de calcio intracelular

Cch: carbacol o carbamilcolina

CGRP: péptido relacionado con el gen de la calcitonina

DAG: diacilglicerol

DHEA: sulfato de deshidroepiandrosterona

DMEM: “Dulbecco's Modified Eagle Medium”

DMSO: dimetil sulféxido

DRG: ganglio raquideo, del inglés “Dorsal Root Ganglia”

EGTA: Acido etilenglicol-bis (2 aminoetiléter)—. N, N, N’, N’- tetra-acético

EYFP: proteina fluorescente amarilla mejorada

F340: Fluorescencia emitida por el Fura-2 excitado con luz de longitud de onda de
340 nm

F380: Fluorescencia emitida por el Fura-2 excitado con luz de longitud de onda de
380 nm

Fura 2-AM: Fura-2 acetoximetil ester

GFP: proteina fluorescente verde

GPCR: receptor acoplado a proteinas G

GT: ganglio trigémino

HBSS: “Hank’s balanced salt solution”

HC-030031:2-(1,3-dimetil-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahidro-7H-purin-7 -il)-N-

(4-isopropilfenil) acetamida

HEK293: linea celular “Human Embryonic Kidney 293"

HEK293-hTRPA1: células HEK con expresion estable del canal TRPA1 humano

HEK293-01KO: linea HEK con o1 silenciada

HEPES: acido N-(2-hidroxietil) piperazina-N’-(4-butasulféonico)

IB4: isolectina B4

ICso: valor medio de la concentracidn inhibitoria maxima

IP: inmunoprecipitacién

IP3: inositol 1,4,5 trifosfato

KClI: cloruro potasico



MAM: membranas asociadas a mitocondrias
mCherry: proteina fluorescente roja de la familia de las mFruits
MEM: “Minimal Essential Medium”

MFA: microscopia de fuerza atdomica

NPIO: neuropatia periférica inducida por oxaliplatino
NSP: neurona sensorial primaria

PBS: tampdn fosfato salino

PIP2: inositol 4,5 bifosfato

PKA: proteina quinasa A

PKC: proteina quinasa C

PLC: fosfolipasa C

PSA: persulfato de amonio

SDS: dodecilsulfato sddico

SNC: sistema nervioso central

SNP: sistema nervioso periférico

SP: substancia P

TBS: solucién salina tamponada con tris

TBS-T: TBS con tween

TEMED: tetrametiletilendiamina

TG: ganglio trigémino

tGFP: turbo GFP

TM: dominio transmembrana

TRIS: 2-Amino-2-(hydroxymethyl)aminomethane
TRP: potencial receptor transitorio

TRPAL: potencial receptor transitorio anquirina 1
TWEEN: detergente (polisorbato)

UCP: placa fria unilateral, del inglés “unilateral cold plate”
ol: chaperona ol



Resumen

El canal idnico TRP Anquirina 1 (TRPA1) es un canal catidnico polimodal que juega
un papel critico en la quimionocicepcién, como sensor molecular de irritantes reactivos,
estrésy dafio tisular. En mamiferos, TRPA1 también ha sido considerado como un sensor
de frio nocivo y de estimulos mecdnicos, aunque esto aln es debatido. En el contexto
del dolor neuropdtico, se ha demostrado, en modelos animales murinos, que el canal
TRPAL1 tiene un papel prominente en la hipersensibilidad al frio y la alodinia mecanica
observada durante la neuropatia inducida por quimioterapia. Por otro lado, sigma 1 (01)
es una chaperona ubicada principalmente en las membranas del reticulo endoplasmico
asociadas a mitocondrias (MAM) y que se encuentra ampliamente distribuida en
diversos tejidos del organismo, incluyendo su expresiéon en las neuronas sensoriales
primarias. Sigma 1 actua como un modulador de la excitabilidad, regulando la funciény
el trafico de diferentes canales i6nicos de la membrana plasmadtica, asi como en la
homeostasis de la concentracién del calcio intracelular. El tratamiento con S1RA, un
antagonista selectivo de o1, tiene efectos antinociceptivos en modelos animales de
dolor neuropatico. Sin embargo, el mecanismo molecular de estos efectos se desconoce.

El objetivo de esta tesis ha sido estudiar la posible modulacién del canal TRPA1 por
ol en un modelo de neuropatia inducida por administracién sistémica de oxaliplatino
en ratones. Para explorar esta hipétesis, hemos utilizado una combinacién de diferentes
enfoques: evaluacidon de moduladores de o1 en pruebas de comportamiento, técnicas
de imagen de calcio y registros electrofisioldgicos en sistemas de expresidén heterdloga
y en neuronas sensoriales primarias disociadas de ganglios raquideos (DRG), asi como
técnicas de biologia molecular y bioquimicas. En las pruebas de comportamiento,
encontramos que los ratones silvestres tratados con oxaliplatino desarrollaron alodinia
mecanica e hipersensibilidad al frio. Cuando los ganglios raquideos de estos ratones
fueron disociados y estudiados con imagen de calcio in vitro, las neuronas sensoriales
mostraron mayores respuestas a AITC (agonista selectivo de TRPA1l). También se
observé un incremento en el nimero de neuronas que respondian a estimulos de frio,
aungue este incremento no parece estar asociado a las neuronas que expresan TRPA1.

Ademas, se observd, en contra de lo esperado, una disminucién en el umbral promedio



de deteccién de la temperatura. En contraste, los ratones TRPA17" tratados con
oxaliplatino no mostraron hipersensibilidad al frio y desarrollaron menos alodinia
mecanica en comparaciéon con los ratones silvestres. En condiciones in vitro, las
neuronas sensoriales obtenidas de ratones TRPA17/- mostraron un incremento en el
numero de neuronas que respondian a frio, menor que en los ratones silvestres. En su
conjunto, estos resultados sugieren que el tratamiento con oxaliplatino modifica la
actividad del canal TRPA1 y también la de otros canales idnicos sensores de frio.

Ademas, encontramos que el comportamiento nocifensivo de los ratones en
respuesta a AITC se vio disminuido por el antagonismo de ol con S1RA. En concreto, los
ratones tratados con una inyeccién intraperitoneal de SIRA mostraron una disminucién
en las respuestas nocifencivas a la inyeccidn intraplantar de AITC, sugiriendo una posible
modulacion in vivo del canal TRPA1 por o1l.

Debido a que la quimioterapia es un proceso planificado, implementamos un
tratamiento simultdneo con S1RA y oxaliplatino para evaluar el posible efecto
preventivo del S1IRA en el desarrollo de la neuropatia. Los ratones silvestres tratados
simultaneamente con S1RA y oxaliplatino desarrollaron menor alodinia mecanica e
hipersensibilidad al frio que los tratados Unicamente con oxaliplatino. Las neuronas
sensoriales obtenidas de estos ratones mostraron una menor amplitud en las respuestas
de calcio intracelular al estimulo de AITC, lo que sugiere una inhibicién de la actividad
de TRPA1 por el tratamiento con S1IRA. Ademas, los cambios en las respuestas a frio en
condiciones in vitro, en neuronas previamente tratadas con oxaliplatino, fueron
restablecidos a condiciones basales con la administracién de S1RA.

La medicion de los cambios intracelulares de calcio en células HEK293-hTRPA1
incubadas con S1RA a diferentes concentraciones mostraron una disminucién dosis
dependiente en la respuesta provocada por diferentes tipos de agonistas de TRPA1
(AITCy carvacrol). Las corrientes de membrana en respuesta a AITC, en células HEK293-
hTRPA1, también se redujeron después de la incubacién con S1RA. S1IRA no indujo
cambios en la actividad de TRPA1 en una linea celular donde o1 se encuentra silenciado
(HEK293-01K0), lo que sugiere una modulacion directa de TRPA1 por ol. Los resultados
bioquimicos de inmunoprecipitacién sugirieron la formacién de un complejo entre

TRPA1l y ol cuando éstos fueron expresados en células HEK293. Debido a los déficits



funcionales observados tras la incubacion con S1RA, ésta podria producir una alteracién
en el tréfico, asi como en el plegamiento y la estructura final del canal TRPA1.

En resumen, estos resultados muestran que la chaperona o1 modula la actividad
del canal TRPA1 (humano y de ratén) y que el uso del antagonista de o1, S1RA, atenua
los sintomas neuropdticos consecuencia del tratamiento por oxaliplatino, pudiendo
utilizarse como una estrategia analgésica preventiva. Ademas, los resultados obtenidos
sugieren que tanto la neuropatia inducida por oxaliplatino como los efectos de S1RA no

solo afectan a la poblacién de canales TRPAL.



Abstract

The ion channel TRP Ankyrin 1 (TRPA1) is a polymodal cation channel that plays a
critical role in chemonociception as a molecular sensor of reactive irritants, stress and
tissue damage. In mammals TRPA1 has also been shown to be involved as a sensor of
noxious cold and mechanical stimuli but this role is still a matter of debate. In the context
of neuropathic pain, the role of TRPA1 channels in the development of cold and
mechanical allodynia, observed during chemotherapy-induced neuropathy, is very
prominent. It has been shown, in mice, that TRPA1 is involved in the exacerbated pain
in this particular neuropathy. On the other hand, sigma 1 (o01), is a chaperone mainly
located at the mitochondrion-associated membrane (MAM) of the endoplasmic
reticulum and is widely distributed in body tissues, including its expression in primary
sensory neurons. Sigma 1 acts as an inter-organelle signaling modulator that regulates
the excitability and trafficking of different ion channels and it has also been involved in
the homeostasis of the intracellular calcium concentration. The treatment with S1IRA, a
selective antagonist of o1, has antinociceptive effects in neuropathic pain animal
models. However, the molecular mechanism of this action is still unknown.

The goal in this thesis was to study the possible modulation of TRPA1 channels by
ol in a model of chemotherapy-induced neuropathy in mice by systemic injection of
oxaliplatin.

To explore this hypothesis, we used different approaches: evaluation of ol
modulators in behavioral tests, in vitro measurement of intracellular calcium changes
and patch-clamp recordings in heterologous expression systems and in primary sensory
neurons dissociated from dorsal root ganglia (DRG) and molecular biology and
biochemical techniques. Through behavioral tests, we found that wild type animals
treated with oxaliplatin show mechanical allodynia and cold hypersensitivity. When the
DRG from mice previously treated with oxaliplatin were dissociated, sensory neurons
showed an increase in response to AITC (selective TRPA1 agonist) using in vitro calcium
imaging experiments. Also, we observed an increase in the cold response under in vitro
conditions, which was no dependent of TRPAl. Contrary to our expectations, we

observed a decrease in the cold detection threshold to lower temperatures. In contrast,



mice TRPA17- treated with oxaliplatin do not develop cold hypersensitivity and they
develop less mechanical allodynia compared with wild type mice. The response to cold
of sensory neurons in vitro condition was also increased after oxaliplatin treatment but
this increment was reduced compared to wild type mice. Taken together, these results
suggest that treatment with oxaliplatin modifies TRPA1 channel activity and that of
other cold-sensing ion channels.

Additionally, we found that pain-related behavior in response to AITC is diminished
by the antagonism of ol. Thus, mice treated with a single intraperitoneal injection of
S1RA showed a decrease in the nocifensive behavior when AITC was injected
intraplantarly, suggesting a possible in vivo modulation of TRPA1 by o1.

Since chemotherapy is a planned process, we implemented a simultaneous
treatment of S1RA and oxaliplatin to evaluate the possible preventive effect of SIRA in
the neuropathy development. Wild type mice treated with S1RA and oxaliplatin develop
less mechanical allodynia and cold hypersensitivity than those treated with oxaliplatin
alone. Sensory neurons cultured show a decrease in the intracellular calcium level when
they are activated with AITC, suggesting an inhibition of TRPA1 by S1RA treatment.
Furthermore, altered responses to cold in sensory neurons cultured from mice treated
with oxaliplatin were restored to baseline levels after administration of S1RA.

Measurement of intracellular calcium changes in HEK293-hTRPA1 incubated with
S1RA at different concentrations show a decrease in the response evoked by TRPA1
agonists (AITC and carvacrol). Whole-cell membrane currents in HEK293-hTRPA1 cells in
response to AITC were also reduced after incubation with S1IRA. S1RA did not induce
changes in the TRPA1 activity in a cell line where ol is silenced (HEK293-01KO),
suggesting a direct modulation of TRPA1 by ol. Also, the biochemical assays of
immunoprecipitation suggested a physical interaction between TRPA1 and o1 in HEK293
cells. Considering the TRPA1 functional deficits observed after incubation with S1IRA, we
can hypothesize alterations in the trafficking, folding and final structure of TRPA1
channel.

In summary, these results show that the ol chaperone modulates TRPA1 activity
(human and mouse). The use of SIRA, a ol antagonist, attenuates neuropathic

symptoms induced by oxaliplatin treatment and it could be used as a preventive



analgesic strategy. However, the results suggest that both oxaliplatin-induced

neuropathy and the effects of SIRA do not only affect the TRPA1 population of channels.



1. INTRODUCCION



1.1 Sistema somatosensorial

Los organismos pluricelulares monitorizan constantemente los cambios que se

producen, tanto en el medio interno como en su entorno, lo cual es fundamental para
adaptarse a los cambios que se producen y por ende para su supervivencia. La capacidad
de recolectar esta informacidn depende del sistema somatosensorial y sus receptores
periféricos en la piel, los musculos, las articulaciones y los &rganos internos,
responsables de la deteccion de los estimulos sensoriales para transmitirlos al sistema
nervioso central (SNC). El SNC integra la informaciéon y elabora una respuesta de
adaptacion al cambio detectado.
Haciendo un breve acercamiento a los comienzos, comentaré que el fisiélogo britanico
Charles Sherrington definié tres funciones principales del sistema somatosensorial: una
funcién exteroceptiva, cuyo rol es recibir informacidon desde el exterior, incluyendo el
tacto, la temperatura y el dolor, una funcién interoceptiva que monitoriza estimulos
provenientes de érganos internos y una tercera llamada propioceptiva que nos permite
tener conciencia de la postura y movimiento de nuestro cuerpo (Sherrington 1906). El
sistema somatosensorial estd formado por neuronas sensoriales especializadas,
llamadas neuronas sensoriales primarias (NSP), que permiten detectar diferentes tipos
de estimulos, inocuos y nocivos, externos e internos a través de sus terminales
periféricas.

Los somas de las NSP se encuentran anatdmicamente distribuidos dependiendo
la zona que inervan en la superficie corporal. Asi, los somas de las neuronas que inervan
la piel, musculos, articulaciones del tronco, las extremidades del cuerpo y algunos
drganos internos se encuentran en los ganglios raquideos (DRG), ubicados a ambos lados
a la médula espinal. Los somas de las NSP que inervan la cabeza y la cara se localizan de
manera bilateral en el ganglio trigémino (TG), también conocido como ganglio de

Gasser, ubicado en la parte petrosa del hueso temporal (Fig. 1.1Ay B) (Purves 2018).
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Figura 1.1. Sistema somatosensorial. A) Los cuerpos neuronales de las fibras aferentes somatosensoriales
que transmiten informacion de la piel, musculos, articulaciones del tronco, las extremidades del cuerpo y
algunos 6rganos internos se encuentran en los ganglios raquideos ubicados a lo largo de la médula espinal.
Los que transmiten informacidn de la cabeza y la cara se encuentran en el ganglio trigémino. B) Las fibras
aferentes de las neuronas pseudounipolares de los ganglios raquideos (DRG) se ramifican dentro de la
piel, musculos y articulaciones mientras que las fibras eferentes hacen sinapsis con neuronas ubicadas en
la médula espinal. Los procesos periféricos de las aferentes mecanosensitivas estan encapsulados por
células receptoras especializadas mientras que, las que llevan informacién de temperatura y dolor acaban
en la periferia como terminaciones libres. C) Las neuronas sensoriales primarias son pseudounipolares.
Estas neuronas presentan un solo axdn que se bifurca en dos ramas. La rama periférica inerva la piel, los
musculos y otros tejidos. La rama central se dirige hacia la médula espinal. Modificado de Purves 6ta
Edicién 2018 y Kandel 5ta Edicidn 2013.

Las neuronas sensoriales primarias son del tipo pseudounipolar ya que presentan
un axon que se bifurca en dos ramas; una de ellas recoge la informacién desde la
periferia (piel, articulaciones, musculo, oido interno y érganos internos) y la otra envia
informacién a diferentes estructuras del SNC (médula espinal o tronco encefalico) para
luego ser integrada en la corteza somatosensorial o en el cerebelo (Fig. 1.1C).

Las terminales axdnicas de las neuronas sensoriales primarias (NSP) expresan
una gran variedad de proteinas de membrana consideradas sensores bioldgicos para la
deteccion de diferentes estimulos. Estas proteinas tienen la capacidad de captar

alteraciones del entorno y la consecuente transduccion de diversos estimulos
11



sensoriales (fisicos o quimicos) en sefiales eléctricas (potenciales generadores) que
serdn transmitidas en forma de trenes de potenciales de accion al SNC, donde tendrd
lugar la integracion de la informacidn para generar una percepcion especifica.
Dependiendo de la naturaleza del estimulo que pueden detectar, los receptores de
membrana se clasifican como termorreceptores (temperatura), quimiorreceptores
(sustancias quimicas), mecanorreceptores (fuerzas mecanicas) y nociceptores capaces

de transducir sefales nocivas de diferente naturaleza.

1.2 Dolor y nocicepcion

El dolor es una de las principales respuestas desarrolladas por nuestro sistema
nervioso para protegernos de un dafio. Se puede describir como una experiencia
consciente que resulta de la actividad cerebral en respuesta a un estimulo nocivo,
involucrando procesos sensoriales, emocionales y cognitivos.

La Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, International
Association for the Study of Pain) lo define como “una experiencia sensorial y emocional
desagradable asociada con daio tisular real o potencial, o descrita en términos de dicho
dafio”(Merskey H 1979, Loeser and Treede 2008, Cohen, Quintner et al. 2018).

Es importante mencionar que el dolor cuenta con dos componentes
fundamentales, uno discriminativo que hace referencia a la ubicacion, intensidad vy
calidad del estimulo doloroso y un componente afectivo-emocional responsable de la
sensacion desagradable que provoca. Cada uno de estos componentes depende de
diferentes circuitos neurales que serdan mencionados en el apartado 1.2.2 de esta
introducciodn.

La nocicepcidn, en cambio, es el proceso por el cual la informacién de un estimulo
nocivo se transmite al cerebro. Dicho de otra manera, es la sumatoria de la actividad
neuronal que ocurre antes de los procesos cognitivos. Asi pues, la nocicepcion es

necesaria pero no suficiente para la experiencia del dolor.
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1.2.1 Nociceptores

Los nociceptores son definidos segun la IASP como: “un receptor sensorial de
alto umbral del sistema nervioso somatosensorial periférico que es capaz de transducir
y codificar estimulos nocivos”. Sin embargo, no solo los nociceptores pueden responder
a estimulos nocivos. Los receptores mecanicos o térmicos pueden responder a estimulos
nocivos cuando ésos superan sus umbrales de deteccidn, pero solo los nociceptores son
capaces de codificar la informacion relevante de los estimulos nocivos, por ejemplo la
intensidad del estimulo en el rango doloroso (Loeser and Treede 2008).

Estos nociceptores inervan diferentes estructuras y drganos como la piel. Como
indica su definicién, en condiciones normales los nociceptores se excitan solo cuando la
intensidad del estimulo alcanza el rango nocivo, lo que les permite detectar estimulos
de manea altamente selectiva y responder solo a los potencialmente dafiinos (Basbaum,
Bautista et al. 2009). Sin embargo, en determinados escenarios de sensibilizacién, los
nociceptores tienen mayor capacidad de repuesta con lo que no solo estimulos nocivos

son capaces de activarlos (Loeser and Treede 2008).

1.2.1.1 Clasificacion de los nociceptores

Los nociceptores pueden clasificarse segun diferentes caracteristicas o criterios,
tanto morfoldgicos como funcionales. Una clasificacion los separa de acuerdo a la
velocidad de conduccion, el didmetro de los axones y su grado de mielinizacién. Asi, las
denominadas fibras A presentan axones mielinizados (no densamente) y de didmetro
medio (1-6 um). Debido a su velocidad de conduccidn (4-36 m/s) son las responsables
del dolor rapido, agudo y localizado (Purves 2018). Las fibras AB, con un didametro mayor
(6-12 um) y altamente mielinizadas, presentan una alta velocidad de conduccién (36-72
m/s) aunque en su mayoria detectan estimulos inocuos (Tabla 1.1). Por el contrario, las
fibras nociceptoras C presentan un didmetro pequefio (0.2-1.5 pum), no estan
mielinizadas, y tienen una velocidad de conduccidn de entre 0.2—1.5 m/s. Transmiten el
dolor lento y poco localizado (Meyer, Ringkamp et al. 2006). Si bien casi todos los
nociceptores pertenecen a este grupo de fibras, también hay evidencias en las que
algunas fibras C responden a frio y a estimulos mecdanicos inocuos (Olausson, Wessberg

et al. 2010).
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Los nociceptores también pueden clasificarse segun el tipo de estimulo al que
responden (Tabla 1.1). Las fibras Ad de tipo | responden a estimulos quimicos vy
mecanicos nocivos. Estas fibras pueden sensibilizarse en respuesta a una lesién tisular,

respondiendo a estimulos inocuos.

Tabla 1.1. Tipos de axones aferentes primarios (modificado de Kandel 2013, Moehring, Halder et al. 2018)
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Se cree que las fibras A6 median el primer dolor provocado por estimulos
mecanicos intensos como el de pinchar. Un segundo tipo de nociceptor A se conoce
como tipo Il; responden a calor y estimulos mecanicos, pero el umbral para la respuesta
mecdanica es mayor que en el tipo . Estos nociceptores representan la primera respuesta
al calor nocivo. Por otro lado, la mayoria de las fibras C son sensibles a mas de un
estimulo nocivo por lo que se denominan polimodales, son capaces de responder a
estimulos quimicos, térmicos y mecanicos dafiinos. A su vez, una subpoblacién de las
fibras C tiene la capacidad de liberar neuropéptidos como la sustancia P y el péptido
relacionados con el gen de la calcitonina (CGRP) y por esta razén son llamados

nociceptores peptidérgicos (Basbaum, Bautista et al. 2009).

1.2.2 Procesamiento del dolor: vias ascendentes
En el proceso de la transmision del dolor, los nociceptores son neuronas

sensoriales de primer orden y hacen sinapsis en la médula espinal con neuronas
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sensoriales de segundo orden, para iniciar la via ascendente hacia el encéfalo. Estas
aferencias primarias transmiten la informacién periférica hacia diferentes secciones
anatédmicas de la médula espinal cuya distribucidn sigue el Ilamado esquema laminar de
Rexed. En esta estratificacion de la sustancia gris, la médula espinal estd dividida en diez
[dminas (numeradas con nimeros romanos) de las cuales las seis primeras se localizan
en el asta dorsal de la médula espinal donde convergen las fibras nociceptoras. Asi, las
fibras AS mielinicas proyectan sus axones centrales hacia las [dminas | y V, mientras que
las fibras C lo hacen hacia las ldminas mas superficiales | y Il (Fig. 1.2). Las aferencias no

nociceptivas AR terminan en las laminas lll, IV y V (Kandel 2013).
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Figura 1.2. Las fibras nociceptivas arriban a diferentes laminas de la médula espinal. A) Tipos de
nociceptores periféricos. Fibras A& mielinizadas y fibras C no mielinizadas. B) Estratificacion de la médula
espinal. La materia gris de la médula espinal esta dividida en seis ldminas cada una de las cuales presenta
diferentes funciones y poblaciones neuronales. Las neuronas de la lamina | reciben informacion de las
fibras nociceptivas A y C. Las fibras C envian informacion directa hacia la lamina | y también indirecta a
través de interneuronas en la ldmina Il. La lamina V recibe informacion tactil de las fibras mielinizadas AB,
asi como de los aferentes nociceptivos A§ y C. Las neuronas de la lamina V envian dendritas hacia la ldmina
IV donde se encuentran las terminales primarias de las fibras AB. Las dendritas en la lamina 1l
provenientes de neuronas en la ldamina V estan conectadas con los axones de las interneuronas de la
[amina Il (modificado de Kandel 5ta Edicién 2013).

Una vez en el asta dorsal, las prolongaciones de las fibras nociceptivas se
conectan con el soma de las neuronas de segundo orden cuyos axones cruzan la linea

media y ascienden al tronco encefdlico y al tdlamo a través de las vias
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espinoreticulotalamicas y espinotalamicas respectivamente. Los axones de las neuronas
de segundo orden en las laminas | y V cruzan la linea media y ascienden al tronco
encefalico y al tdlamo en el cuadrante anterolateral de la mitad contralateral de la
médula espinal, razén por la cual esta via ascendente suele llamarse anterolateral.

Las fibras nerviosas de segundo orden que conforman el sistema anterolateral
son las responsables del aspecto discriminativo y sensorial del dolor (aquel que se
refiere a la naturaleza del estimulo nocivo, ubicacidn e intensidad del mismo). Se cree
que este aspecto depende de la informacidn que se transmite a través del nucleo ventral
posterior lateral del talamo hacia las neuronas de la corteza somatosensorial primariay
secundaria. Por otro lado, el componente afectivo-emocional del dolor en el que se
incluye la sensacidon desagradable, la ansiedad y miedo que se produce, asi como la
activacion del sistema autdnomo, estd mediada por diversas estructuras cerebrales
como la formacién reticular, el hipotalamo, la amigdala que transmiten sefales a la

corteza cingulada anterior y la insula (Purves 2018).

1.2.3 Dolor neuropatico

En ocasiones, el dolor puede aparecer por una lesién o enfermedad del sistema
nervioso somatosensorial dando como consecuencia una actividad anormal de las vias
nociceptivas. En estas circunstancias las aferencias nerviosas pueden ser activadas por
estimulos inadecuados y el dolor deja de presentar una funcion protectora. Este
escenario se ha denominado clinicamente como dolor neuropatico (Bouhassira 2019).
El dolor neuropatico es un dolor crénico, continuo y en ocasiones punzante y abarca una
amplia variedad de trastornos periféricos o centrales. Se estima que alrededor de un 20
% de los pacientes que sufren algun tipo de cancer manifiestan dolor neuropatico (Lema,
Foley et al. 2010).

En los casos clinicos de dolor neuropatico, los pacientes suelen presentar cuadros
de sensibilizacion de diferentes tipos. Una de ellas es la denominada alodinia que por
definicion, es el dolor inducido por un estimulo que normalmente no provoca dolor
(extraido de la pagina web de la IASP, International Association for the Study of Pain).
En estas condiciones los pacientes muestran un incremento en la percepcion del dolor
con el frio o el calor leve, un estimulo tactil suave o una ligera presion es aplicada sobre

la piel (Fig. 1.3). La hiperalgesia es otro tipo de sensibilizacion en la cual hay un
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incremento en la sensacion de dolor a un estimulo lesivo (Fig. 1.3). Cuando la
hiperalgesia se manifiesta en la regidn de la lesidn, se la denomina hiperalgesia primaria.
Cuando el dolor aumenta en zonas adyacentes no lesionadas se la denomina
hiperalgesia secundaria (Viana 2018). El dolor neuropatico genera situaciones
incapacitantes en los pacientes que lo padecen. En la actualidad no existen tratamientos
altamente eficaces, y los tratamientos disponibles producen efectos colaterales. Por
ello, el desarrollo de nuevos farmacos y terapias representa un aspecto fundamental

para un mejor tratamiento del dolor.
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Figura 1.3 Tipos de sensibilizacion tras lesion tisular. En condiciones normales, estimulos inocuos o
débiles no provocan sensacion de dolor. Sin embargo, tras una lesion, las respuestas a los estimulos son
sensibilizadas. Esta sensibilizacidon provoca un desplazamiento de la curva de respuesta hacia la izquierda
con lo cual un estimulo que provoca un dolor moderado es percibido como intenso (modificado de Viana
2018).

1.3 Canales idnicos TRP

Como ya se ha mencionado, la capacidad de las terminales nerviosas para
detectar diferentes modalidades de estimulos se debe a la expresién de proteinas de
membrana especializadas, conocidas como canales idnicos. La activaciéon de estos
canales produce una despolarizaciéon de las terminales nerviosas y una consecuente
generacién de trenes de potenciales de accidn, proceso que se conoce como
transduccion sensorial. En las dos ultimas décadas, el conocimiento acerca de los

mecanismos de transduccion para los estimulos sensoriales ha avanzado
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exponencialmente, incluyendo en dicho avance la caracterizacion de la familia de
canales idnicos conocidos como TRP (Trasient Receptor Potential channels) (Clapham
2003).

Los canales TRP constituyen una gran familia de canales idnicos. Su nombre es
debido al fenotipo que presenta un mutante de la mosca Drosophila melanogaster. El
registro del potencial global en fotorreceptores del ojo de la mosca mutante presenta,
a diferencia de la mosca silvestre, un potencial receptor transitorio que rapidamente
vuelve a la linea basal cuando es estimulado luminicamente de manera prolongada
(Cosens and Manning 1969). Debido a la caracteristica transitoria de la respuesta, estas
proteinas fueron bautizadas como proteinas de potencial receptor transitorio (TRP)
(Minke, Wu et al. 1975) y, 20 afios mas tarde, fueron identificadas como canales idnicos
(Montell and Rubin 1989).

En mamiferos, la familia TRP estd conformada por siete subfamilias (Fig. 1.4),
cuyos miembros han sido agrupados de acuerdo a la homologia en su secuencia de
aminodcidos: TRPA por anquirina (solo un miembro, TRPA1), TRPC por candnico (siete
miembros TRPC1-7), TRPM por melastatina (TRPM1-8), TRPV por vaniloide (TRPV1-6),
TRPML por mucolipina (TRPML1-3), TRPP por policistina (TRPP2, TRPP3, y TRPP5) (Nilius
and Szallasi 2014).

Los TRP son, mayormente, canales catidnicos no selectivos, presentando una
permeabilidad relativa a diferentes cationes dependiendo de la subfamilia. La mayoria
de ellos son altamente permeables a Ca?*, con excepcidn a los canales TRPM4 y TRPM5
(Gees, Owsianik et al. 2012, Boonen, Alpizar et al. 2018), convirtiéndose en mediadores
del transporte de iones a través de su membrana plasmatica. Tras la activacién de los
canales, los cationes Ca?* y Na* presentes en el medio extracelular ingresan al interior
de la célula a favor de un gradiente electroquimico, generando un incremento de las
concentraciones intracelulares de ambos cationes. La entrada de Ca?* y Na* resulta en
un cambio del potencial de la membrana plasmatica hacia valores mas positivos o
despolarizantes. Dependiendo del tipo celular, este cambio en el potencial de
membrana puede generar potenciales de accién y su consecuente propagacién, como

ocurre en células excitables como las neuronas.
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Figura 1.4. Arbol filogenético de la familia de los canales TRPs en humanos. Cada uno de los grupos
representados en diferentes colores muestran las subfamilias clasificadas en funcién de su homologia
(modificado de Doerner y Clapham 2018).

Estructuralmente, los canales TRP estan constituidos por cuatro subunidades
proteicas ensambladas en tetrameros, dando como resultado un canal funcional. Los
tetrdmeros pueden estar conformados por homdmeros asi como por heterémeros.
Cada subunidad presenta seis segmentos transmembrana (S1-S6) y una regidn de poro
permeable a los cationes entre los segmentos S5 y S6 (Moran 2018) (Fig. 1.5). Los
extremos intracelulares amino (N) y carboxilo (C), varian en longitud de acuerdo a la
subfamilia. La mayoria de los canales presentan una secuencia altamente conservada en
el extremo C terminal llamado dominio TRP, sin embargo, el dominio anquirina,
presente en extremo N terminal, difiere significativamente entre los miembros de las
subfamilias TRP (Owsianik, D'Hoedt et al. 2006, Rosasco and Gordon 2017). Gracias a las
técnicas de microscopia electrénica criogénica (cryo-EM) se conoce la estructura
atémica de muchos canales TRP (Liao, Cao et al. 2013, Paulsen, Armache et al. 2015,

Zubcevic, Herzik et al. 2016).
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subunidad presenta seis dominios transmembrana y un poro hidrofébico entre el quinto y sexto
segmento. Los extremos amino (N) y carboxilo (C) terminal son citoplasmaticos. Todos los canales TRP
contienen dominios de repeticién de anquirina en el extremo N terminal (excepto el canal TRPMS),
aunque la cantidad varia considerablemente entre las subfamilias de canales (modificado de Takahashi,
Kozai et al. 2012).

Funcionalmente, los canales TRP tienen la capacidad de detectar una gran
variedad de estimulos extra e intracelulares. Son canales polimodales, ya que pueden
ser activados por diferentes tipos de estimulos siendo integradores distintas
modalidades sensoriales como el tacto, la temperatura y el dolor (Clapham 2003).

Algunas de las subfamilias de los canales TRP, como TRPV, TRPM y TRPA han sido
bien documentados como termosensibles a calor y frio, en el rango de temperaturas
inocuas y nocivas (Caterina, Schumacher et al. 1997, Caterina, Rosen et al. 1999, Peier,
Moqrich et al. 2002, Story, Peier et al. 2003, Yarmolinsky, Peng et al. 2016). Asi, esta
ampliamente demostrado que TRPMS8 es un sensor de frio, teniendo mayor rol en el
sensado de temperaturas inocuas (McKemy, Neuhausser et al. 2002, Bautista, Siemens
et al. 2007, Colburn, Lubin et al. 2007, Dhaka, Murray et al. 2007). Por otro lado, TRPA1
es activado por frio nocivo en ratones (Story, Peier et al. 2003), aunque Yarmolinsky en
2016 utilizando registros de imagen de calcio in vivo demostré la participacidon de TRPA1
en la deteccidn de calor y no de frio en experimentos realizados en neuronas sensoriales
del ganglio trigémino (Yarmolinsky, Peng et al. 2016). Aun asi, el papel especifico de
TRPA1 en la termosensacion estad todavia en tela de juicio, mostrando importantes
variaciones interespecies (Panzano, Kang et al. 2010, Kang, Panzano et al. 2011,
Kurganov, Zhou et al. 2014, Moparthi, Kichko et al. 2016, Kurganov and Tominaga 2017,
Oda, Saito et al. 2017), debatiéndose todavia si en humanos también esta involucrado

en esta modalidad.
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Respecto a los canales TRP sensibles al calor, varios miembros de la familia
vaniloide han sido reportados como sensores de calor, a diferentes rangos de
temperatura. Asi, esta bien establecido el rol de TRPV1 como sensor de calor nocivo,
aunque también se ha descrito para TRPV2 (Leffler, Linte et al. 2007), TRPV3 (Peier,
Reeve et al. 2002), TRPV4 (Watanabe, Vriens et al. 2002), asi como algunos miembros
de otras subfamilias como el TRPM3 (Vriens, Owsianik et al. 2011) y TRPM2 (Tan and
McNaughton 2016) (Fig. 1.6).

Debido a la heterogeneidad de los estimulos capaces de activar a los canales TRP,
y al creciente nimero de patologias en las que se les involucra (Moran 2018), su
modulaciéon representa una via fundamental para el entendimiento de los mecanismos
gue subyacen en diferentes enfermedades, asi como para el desarrollo de moduladores

terapéuticos de estos canales.
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Figura 1.6. Los canales de potencial transitorio (TRP) termosensibles. Los canales TRP termosensibles
responden a diferentes rangos de temperatura, presentando diferentes umbrales de activacion, desde el
frio nocivo (TRPA1) hasta el calor nocivo (TRPV2). Ademas, los canales TRPs se activan mediante
compuestos naturales y sintéticos capaces de inducir sensaciones térmicas en humanos. Adicionalmente,
estos canales pueden ser activados por diferentes sustancias quimicas (modificado de Ferrandiz-Huertas,
Mathivanan et al. 2014).
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1.4 El canal idnico TRPA1

En este trabajo nos centraremos especificamente en el canal TRPA1, el Unico
miembro hasta ahora descrito de la subfamilia TRPA.

Originalmente, la proteina fue detectada por primera vez en cultivos de
fibroblastos humanos y llamada P120 debido a su peso molecular (127 KDa) (Jaguemar,
Schenker et al. 1999). Ailos mas tarde Story y colaboradores clonaron este canal a partir
de una genoteca obtenida de neuronas del ganglio raquideo de ratdn (Story, Peier et al.
2003), denominandola ANKTM1 debido al gran nimero de repeticiones de ankirinas
presentes en el extremo N-terminal de la proteina. Por otro lado, la presencia de seis
dominios transmembrana hizo pensar en la posibilidad que esta proteina fuese un canal
idnico. Tomando estas consideraciones estructurales Jagquemar y colaboradores
sugieren en su trabajo del 1999 que P120 podria ser un nuevo miembro de la familia TRP
(Jaquemar, Schenker et al. 1999). Con el paso de los afios fue llamada TRPAl y se
comprobd su expresidon en neuronas sensoriales teniendo un papel relevante en el
sensado de compuestos irritantes.

TRPA1 es un canal catidnico con una alta permeabilidad a calcio. Este canal ha
sido involucrado en la deteccién de una gran variedad de sefiales enddgenas y exdgenas
muchas de las cuales resultan potencialmente dafiinas. En mamiferos, por ejemplo,
TRPA1 es activado por compuestos irritantes, frio intenso y estrés oxidativo,
convirtiéndolo en una diana terapéutica atractiva (revisado por Talavera, Startek et al.

2019).

1.4.1 Estructura de TRPA1

Estructuralmente, el canal TRPA1 comparte similitudes con otros miembros de
la familia TRP. Es un canal constituido por cuatro subunidades, cada una de ellas con seis
segmentos transmembrana y donde el poro permeable a cationes se encuentra ubicado
entre el quinto y sexto segmento (Fig. 1.7). Cuando la proteina se ensambla en un
tetramero, se consigue la configuracién funcional del canal (Paulsen, Armache et al.
2015). Cada subunidad de TRPA1 esta formado por 1119 aminoacidos en humanos, y
1115 en ratones, y con un peso molecular de aproximadamente 120-130 KDa, similar a
otros miembros de la familia TRP. La regién N terminal, es de mayor longitud que la

presente en otros canales de la misma familia, debido a un gran numero de repeticiones
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de anquirina que, dependiendo de la especie, podran variar de 14 a 17 (Brewster and
Gaudet 2015), el canal TRPA1 humano presenta 16 repeticiones de anquirina.
Inicialmente se demostrd que la eliminacién de éstas da como resultado una proteina
no funcional y con el tréfico alterado hacia la membrana plasmatica (Nilius, Prenen et
al. 2011). Algunos trabajos han sugerido que las repeticiones de anquirinas podrian
estabilizar el extremo N terminal a la membrana plasmatica, contribuyendo asi al
correcto ensamblaje del mismo (Paulsen, Armache et al. 2015). Sin embargo, en el afio
2014, Moparthi y colaboradores demostraron que TRPA1 puede ser funcional y estar
plegado correctamente tras eliminar genéticamente los residuos de anquirina, por lo
que la funcién de estas estructuras aun no esta perfectamente definida (Moparthi,
Survery et al. 2014). Adicionalmente, varios trabajos han propuesto que las repeticiones
de anquirina podrian modular la unién de ligandos y también mantener el canal unido
al citoesqueleto celular (Howard and Bechstedt 2004, Mosavi, Cammett et al. 2004,
Lishko, Procko et al. 2007). En la region N terminal se encuentran también los residuos
de cisteina y lisinas que resultan de gran importancia para la activacion del canal por
muchos compuestos electrofilicos (Macpherson, Dubin et al. 2007). Asi, se ha
demostrado que en TRPA1 humano, los residuos €621, C633 y C665 participan en la
activacion del canal por los compuestos de naturaleza electréfila, y que el sensor de
cambios de calcio intracelular, que permite la activacién de TRPA1, también esta

presente en el extremo N terminal (Zurborg, Yurgionas et al. 2007) (Fig. 1.7).
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Figura 1.7 Estructura del canal TRPA1. A) Reconstruccion 3D del canal TRPA1 humano tratado con AITC
a partir de imagenes de microscopia electrénica criogénica (cryo-EM). Cada mondmero estd
representado con un color diferente. Se muestran tres vistas, lateral con sus dimensiones, superior e
inferior. Modificado de Paulsen 2015. B) Esquema topoldgico del canal TRPA1 humano basado en
imagenes de microscopia electrénica criogénica (cryo-EM). Los colores del esquema se describen en el
sentido N a C-terminal: repeticiones de anquirina (turquesa), enlazador (amarillo), S1-S4 (lila), S5 — S6
(azul), dominio TRP (rojo), C-terminal (verde). Las regiones ausentes en la estructura se muestran en gris.
El antagonista A967079 se representa como un circulo verde y el bolsillo S4 — S5 esta marcado con un
asterisco verde. Las posiciones de las cisteinas esenciales para la respuesta a los electréfilos reactivos
estan marcadas como circulos negros en la regién N terminal. Las repeticiones de anquirina 1-11 del
extremo N-terminal que faltan en la estructura del canal TRPA1, estan en gris. Las lineas grises curvas
denotan la supuesta flexibilidad de la vinculacidn entre 1-11y las repeticiones restantes de anquirina. Las
mutaciones intracelulares que perturban la potenciacion dependiente de calcio o la inactivacion de TRPA1
estan marcadas con diamantes rojos que se agrupan en el extremo C-terminal (modificado de Brewster
2015).

1.4.2 Expresion de TRPA1
Como se menciond en la seccion anterior, originalmente TRPA1 fue descubierto
en cultivos celulares de fibroblastos. Sin embargo, el gran salto en el conocimiento sobre

el funcionamiento y propiedades del canal ocurrid tras la demostracion de la expresién
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de TRPA1 en neuronas nociceptivas, y su respuesta a frio intenso, por el grupo de Ardem
Patapoutian en 2003 (Story, Peier et al. 2003).

En el sistema nervioso periférico, TRPA1 se expresa en las neuronas de los
ganglios raquideos, trigéminos y nodosos. TRPA1 se expresa en la subpoblacién de fibras
nerviosas nociceptivas C (no mielinizadas) y en las en las poco mielinizadas AS,
colocalizando frecuentemente con la expresion de TRPV1 (Fernandes, Fernandes et al.
2012). A nivel de sistema nervioso central, se ha demostrado la expresion de TRPA1 en
la corteza somatosensorial, asi como en el tronco encefadlico de roedores
(Kheradpezhouh, Choy et al. 2017).

La expresion de TRPA1l se extiende mas alld del sistema nervioso. Se ha
demostrado su expresién en muchos tejidos considerados con funcién protectora de
barrera como: los vasos sanguineos, la piel, los pulmones, el intestino, la vejiga, el
pancreas, el rindn y células del sistema inmune (Fig. 1.8) (Bautista, Movahed et al. 2005,
Fernandes, Fernandes et al. 2012, Nassini, Materazzi et al. 2014, Zygmunt and Hogestatt
2014, Viana 2016).

A nivel celular, TRPA1l presenta una distribucion en membrana y también
citoplasmatica, aunque la localizacién especifica todavia no se ha dilucidado
completamente. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que TRPA1 reside en
las balsas lipidicas de la membrana plasmatica. Ademas, su localizacion en estas
regiones ricas en colesterol repercute en la funcionalidad del canal, ya que se ha visto
gue la actividad de TRPA1 disminuye cuando los niveles de colesterol en la membrana

celular se reducen (Startek, Boonen et al. 2019; Startek, Talavera 2020)
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Figura 1.8 Expresion de TRPA1 en diferentes tejidos de barrera. TRPA1 se ha estudiado principalmente
en el sistema nervioso periférico, pero también se expresa en diferentes tejidos considerados de barrera.
Entre ellos se incluye el endotelio vasculary la piel, el pulmdn, el intestino y las articulaciones. La presencia
de TRPA1 en estos diferentes tejidos le otorga un papel bioldgico relevante como sensor de sefales
biolégicamente dafiinas (modificado de Viana 2016).

1.4.3 TRPA1 como sensor de temperatura

En el afio 2003, Story y colaboradores demostraron por primera vez que el canal
TRPA1 de ratdn era capaz de activarse a bajas temperaturas en el rango nocivo (<17 °C).
Sin embargo, este hallazgo ha sido cuestionado en estudios posteriores. La controversia
continua: aunque muchos trabajos demuestran que TRPA1 en las isoformas de humano,
ratdn y rata se activa por frio nocivo (Sawada, Hosokawa et al. 2007, Fajardo, Meseguer
et al. 2008, Karashima, Talavera et al. 2009, Talavera, Gees et al. 2009, del Camino,
Murphy et al. 2010, Moparthi, Survery et al. 2014), otros grupos no han podido mostrar
esta activacién (Jordt, Bautista et al. 2004, Nagata, Duggan et al. 2005, Zurborg,
Yurgionas et al. 2007).
Adicionalmente, en el afio 2016, Moparthiy colaboradores exploraron si TRPA1 humano
podria considerarse como un sensor térmico bimodal. Asi, haciendo registros
electrofisiolégicos de canal Unico en un sistema de bicapa lipidica, encontraron que
TRPA1 humano fue capaz de responder en un rango de temperaturas de 15 °C a 40 °C,

obteniendo la maxima probabilidad de apertura del canal para temperaturas cercanas a
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10 °C y 35 °C (Moparthi, Kichko et al. 2016). En el mismo afio, Yarmolinsky y
colaboradores utilizando registros de imagen de calcio in vivo en neuronas sensoriales
del ganglio trigémino, demostraron la participacion de TRPA1 en la deteccidn de calor
(hasta 47 °C) pero no de frio (Yarmolinsky, Peng et al. 2016).

Pese a estas controversias, muchos trabajos proponen a TRPA1 como sensor de
frio directo y/o indirecto en estudios celulares y conductuales en ratasy ratones donde
el papel como sensor de frio se ha visto pronunciado en situaciones patolégicas (Kwan,
Allchorne et al. 2006, del Camino, Murphy et al. 2010, Nassini, Gees et al. 2011, Barriere,
Rieusset et al. 2012, Zhao, Isami et al. 2012, Miyake, Nakamura et al. 2016, Chukyo,
Chiba et al. 2018).

Adicionalmente, se ha demostrado una clara diferencia inter-especies. Asi, las
isoformas de TRPA1 presentes en mosca, mosquito, rana, lagartijas, pollo, serpientes y
los peces medaka y takifugu (pez globo) se activan por calor (revisado por Talavera,

Startek et al. 2019).

1.4.4 TRPA1 como sensor mecanico

Originalmente se consider6 a TRPA1l como un sensor implicado en la
mecanotransduccién en células receptoras auditivas en vertebrados y en fibras
sensoriales cutaneas (Corey, Garcia-Afioveros et al. 2004). Sin embargo, estudios
posteriores en el raton mutante para TRPA1 mostraron que los animales no presentan
problemas auditivos, por lo que el canal no es indispensable para la audiciéon (Bautista,
Jordt et al. 2006, Kwan, Allchorne et al. 2006).

La sensibilidad mecanica se ha atribuido a las propiedades de las repeticiones de
anquirina presentes en el extremo N terminal. Varios estudios han propuesto que estas
repeticiones de anquirina actlan como amortiguadores bioldgicos, uniéndose al
citoesqueleto y que esta union le confiere elasticidad para compensar cambios de
tension en la membrana producidos por estimulos mecdnicos generando la activacion
del canal (Corey, Garcia-Afioveros et al. 2004, Howard and Bechstedt 2004).

Adicionalmente, se ha demostrado en diferentes estudios la capacidad de TRPA1
para detectar estimulos mecdnicos en otros tipos celulares, como las células de Merkel

y en neuronas sensoriales. Por ejemplo, Kerstein y colaboradores en el afio 2009
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demostraron que a través del bloqueo farmacoldgico de TRPA1 en la preparacion ex vivo
de “skin-nerve” las respuestas a estimulos mecanicos en las fibras C se vieron
marcadamente reducidas (Kerstein, del Camino et al. 2009). Simultdneamente, Kwan
demostrd, que en ratones deficientes para TRPA1, la tasa de disparo de potenciales de
accién de las fibras C es 50 % menor respecto a los ratones silvestres. Ademads, este
comportamiento también afecté a las fibras A6 (mecanonociceptoras) en ratones
deficientes para TRPA1 (Kwan, Glazer et al. 2009). Todo ello sugiere que TRPA1 modula
la mecanotransduccién en las fibras sensoriales que inervan la piel.

En condiciones in vitro se ha demostrado, que en odontoblastos de rata, TRPA1
fue capaz de responder a estimulos hipoténicos y cuya respuesta fue inhibida por la
aplicacion del antagonista HC-030031 (Tsumura, Sobhan et al. 2013). Sin embargo,
trabajos previos han demostrado que la isoforma de TRPA1 de rata en cultivos de DRG
o expresada en células HEK293 respondié a estimulos hipertdnicos pero no a los
hipoténicos (Zhang, Chen et al. 2008). En controversia con estos hallazgos,
recientemente, Fujita y colaboradores demostraron que la variedad TRPA1 de humano
expresado en células HEK293 también respondid a la estimulacién con una solucién

hipotdnica (Fujita, Uchida et al. 2018).

1.4.5 TRPA1 como sensor quimico

En multitud de estudios, se ha demostrado que TRPA1l responde como
guimiosensor de gran cantidad de sustancias quimicas con estructuras moleculares muy
diferentes. En concreto, sustancias quimicas irritantes enddgenas y exdgenas activan a
TRPA1 (Andrade, Meotti et al. 2012, Bautista, Pellegrino et al. 2013).

Kang y colaboradores demostraron en 2010 que el papel de TRPA1 como
detector de sustancias electrdfilas aversivas se ve conservado en Drosophila y en
mosquito. Ademas, en su estudio filogenético observaron que incluso esta caracteristica
se conserva en esponjas de mar, concluyendo que esta funcién de TRPA1 tiene un origen
realmente ancestral (Kang K et al., 2010).

Existen numerosas sustancias que actian como agonistas directos de TRPA1 y
como moduladores de su actividad. Asi, TRPA1 es activado por los isotiocianatos

(compuestos bioldgicos activos en cruciferas como la planta de mostaza) y tiosulfinatos
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(compuestos azufrados) como la alicina y el dialil disulfido responsables del olor alidceo
presente el ajo (Fig. 1.9) (Bautista, Movahed et al. 2005, Julius 2013). TRPA1 también
puede activarse con cinamaldehido (presente en aceite de canela), carvacrol (presente
en el orégano), jengibre y aldehidos insaturados como acroleina, entre otros (Viana
2011). En los afos 2006 y 2007, los grupos de David Julius y Ardem Patapoutian
demostraron que el aceite de mostaza, cinamaldehido, dialil disulfido, y acroleina son
capaces de activar TRPA1 debido a una modificacién covalente en los residuos de
cisteina presentes en el extremo N terminal del canal (Hinman, Chuang et al. 2006,
Macpherson, Dubin et al. 2007).

Probablemente, el activador de TRPA1 mas utilizado en distintos trabajos
experimentales, es el isotiocianato de alilo (AITC), compuesto picante del aceite de
mostaza. Desde hace muchos afios, este compuesto se ha utilizado experimentalmente
para inducir inflamacién neurogénica y la consecuente liberacidn de neuropéptidos
inflamatorios (Louis, Jamieson et al. 1989) pero no fue hasta el afio 2004 cuando Jordty
colaboradores descubrieron el mecanismo de accidén de esta sustancia, convirtiéndola
en uno de los activadores de TRPA1 mas robustos (Jordt, Bautista et al. 2004). El AITC es
considerado el agonista de TRPA1 por excelencia por la selectividad que ha demostrado
a concentraciones del orden micro molar. Sin embargo, a concentraciones mas elevadas
el AITC también activan otros canales TRP (Gees, Alpizar et al. 2013), por lo que la

interpretacion de algunos resultados in vivo debe de hacerse con cierta cautela.
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Figura 1.9. Algunos activadores enddgenos y exégenos del canal TRPA1l (extraido de Logashina,
Korolkova et al. 2019).

TRPA1 ademas de ser un canal permeable a calcio, puede ser activado
directamente por los iones de calcio intracelular (Zurborg, Yurgionas et al. 2007). Asi, el
flujo de calcio a través de los canales TRPA1 abiertos produce una retroalimentacién
positiva que potencia la activacion del canal. La activacién es seguida por la
desensibilizacidon dependiente de Ca%* que ayuda a generar un estado de homeostasis.
Ademds, TRPA1 también es activado por otros cationes divalentes como el Cd*?, Ba?*,
Mn?2*, Zn?* (Viana and Ferrer-Montiel 2009).

Productos enddgenos del estrés oxidativo como son las especies reactivas de
oxigeno (ROS), hiperoxia e hipoxia también son activadores de este canal (Trevisani,
Siemens et al. 2007, Andersson, Gentry et al. 2008, Miyake, Nakamura et al. 2016). El
peroxido de hidrégeno, H,0; y la deoxy-d (12,14)-prostaglandina J2, son productos del
estrés oxidativo y se ha mostrado que actian a través de TRPA1 en diversas patologias

produciendo dolor (Fig. 1.8) (Viana and Ferrer-Montiel 2009). El H,0, se produce
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intracelularmente a bajas cantidades en condiciones fisioldgicas pero se ve
incrementada en escenarios patoldgicos como las neuropatias periféricas (neuropatia
inducida por oxaliplatino por ejemplo) y se ha demostrado que es un agonista de TRPA1
(Bessac, Sivula et al. 2008, Chen, Lian et al. 2019).

Los fosfolipidos y las lipoproteinas presentes en las membranas celulares se
convierten en fosfolipidos oxidados (OxPL) por el estrés oxidativo. Oehler y
colaboradores demostraron que el OxPAPC, presente en muestras de tejido inflamado
es capaz de activar a TRPA1L. Esta activacion a través de la modificaciéon de cisteinas
induce dolor agudo, hiperalgesia y liberacion inducida de péptidos pro-nociceptivos (Liu,
Tai et al. 2016, Oehler, Kistner et al. 2017)

TRPA1 también tiene un importante rol como sensor de sustancias daifiinas. El
sulfuro de hidrégeno (H,S), es un gas sintetizado en el sistema nervioso central y
periférico. Se le ha descrito como modulador de distintas funciones bioldgicas como la
nocicepcién. Se ha demostrado que H3S causa inflamacion neurogénica y provoca
hiperalgesia. Ogawa y colaboradores demostraron que H.S es capaz de activar a TRPAL,
provocando dolor agudo (Ogawa, Takahashi et al. 2012).

Asi mismo, se ha demostrado que la bradiquinina, sustancia P, el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), prostanglandinas A2 y J2 también son
activadores de TRPA1 (Bandell, Story et al. 2004, Taylor-Clark, McAlexander et al. 2008,
Nilius, Appendino et al. 2012, Nassini, Materazzi et al. 2014).

La acidificacidn intracelular y extracelular también son activadores de este canal.
En situaciones de inflamacién se producen cambios en el pH extracelular y se ha
demostrado que en situaciones de dafio tisular valores de pH igual o por debajo de 7
activan a TRPA1 humano (Takahashi, Mizuno et al. 2008, de la Roche, Eberhardt et al.
2013).

Por otro lado, la alcalosis intracelular activa a TRPA1 humano y de ratén. Asi,
Fujita y colaboradores en 2008 mostraron la activacion de TRPA1 por la alcalinizacion
intracelular en registros de electrofisiolégicos de “patch- clamp inside-out”.
Adicionalmente, la alcalosis extracelular también es capaz de activar a TRPA1, ya que

experimentos en los que se realizé la inyeccion intraplantar de cloruro de amonio indujo
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comportamientos nocifensivos en ratones silvestres que no se observaron en los

ratones deficientes para TRPA1 (Fujita, Uchida et al. 2008).

1.4.6 Mecanismo de activacion de TRPA1 por sustancias quimicas

Si bien la naturaleza de los activadores de TRPA1 es muy diferente, muchos de
ellos son compuestos electréfilos (aquellos capaces de aceptar electrones en una
reaccidon quimica). Estos compuestos tienen la capacidad de modificar covalentemente
los residuos de cisteina y lisinas presentes en el canal, produciendo su activaciéon
(Hinman, Chuang et al. 2006, Macpherson, Dubin et al. 2007, Bang and Hwang 2009,
Sadofsky, Boa et al. 2011).

TRPA1 humano presenta 28 residuos de cisteinas (Viana 2016) pero se ha
demostrado que los compuestos electrdéfilos son capaces de modificar solo unas pocas
de ellas. De hecho, se han identificado tres cisteinas (en humano Cys621, Cys641, Cys
665 y en ratén Cys415, Cys422, Cys622) como sitios sensibles a isotiocianatos como el
isotiocianato de alillo (AITC) (Hinman, Chuang et al. 2006, Macpherson, Dubin et al.
2007). Sin embargo, en 2014 Moparthi y colaboradores demostraron la activacion de
TRPA1 humano por compuestos electrofilicos en ausencia de los primeros 668
aminodcidos (porcion N terminal que incluye también los residuos de anquirinas) lo que
demuestra que la existencia de otros mecanismos de activacion para estos compuestos
(Moparthi, Survery et al. 2014).

Por otro lado, activadores no electrofilicos como el carvacrol (presente en el
orégano) y nicotina o el mentol también activan a TRPA1, pero sin modificar los residuos
de cisteinas y sin establecer enlaces covalentes. El mentol tiene una accidon dual, a bajas
concentraciones actua como activador, pero a altas concentraciones actua como
bloqueante. Se cree que este tipo de compuestos se unen de manera directa al canal
para producir su activacion temporal en un sitio localizado dentro del quinto dominio
transmembrana, siendo este el mismo sitio de accién que el del mentol (Xu, Blair et al.
2005, Lee, Buber et al. 2008, Viana and Ferrer-Montiel 2009, Zygmunt and Hogestatt
2014). Meents y colaboradores en el afio 2016 demostraron que el mutando los

aminodacidos S873 y T874 presentes en el quinto dominio transmembrana de TRPA1
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humano, eran capaces de abolir completamente la sensibilidad a carvacrol (Meents,

Fischer et al. 2016).

1.4.7 Bloqueantes de TRPA1

En comparacion con el gran niumero de agonistas identificados para TRPAL, el
numero de antagonistas especificos descritos es relativamente menor, aunque
rapidamente creciente (Logashina, Korolkova et al. 2019, Talavera, Startek et al. 2019).
Una de las principales restricciones en encontrar antagonistas efectivos es la diferencia
inter-especies existente. Asi, compuestos que han mostrado buenos resultados en
modelos animales no presentan la misma eficacia en ensayos clinicos (Klionsky, Tamir
et al. 2007).

Entre los primeros productos quimicos identificados como bloqueantes de
TRPA1 se encuentran el rojo de rutenio y la gentamicina aunque esta inhibicidn no es
especifica, actuando también sobre otros canales (Nagata, Duggan et al. 2005). Existen
otros compuestos que han demostrado la inhibicidn de la actividad de TRPA1 pero que
dependiendo de las concentraciones también son capaces de activarlo. Uno de ellos es
el alcanfor, que utilizado a altas concentraciones (10 mM) es capaz de inhibir la
activacion de TRPA1 por aceite de mostaza. Sin embargo, este compuesto es conocido
por su capacidad de activar no solo TRPA1, si no también TRPV1 y TRPV3 (Xu, Blair et al.
2005).

Mecamilamina es un inhibidor de los receptores nicotinicos de acetilcolina y ha
mostrado ser un bloqueante de TRPA1 a concentraciones mas altas que las necesarias
para inhibir los receptores nicotinicos (Talavera, Gees et al. 2009).

HC-030031 (ICsp < 1.8 — 20 uM) (Fig. 1.10) fue el primer bloqueante selectivo de
TRPA1 desarrollado en 2007 por la compaiia farmacéutica Hydra Biosciences. Este
compuesto pertenece al grupo de los antagonistas creados a base de xantinas que se
une al canal para inhibir su actividad de manera reversible (McNamara, Mandel-Brehm
et al. 2007, Baraldi, Preti et al. 2010). A nivel de experimentacion in vitro, HC-030031 ha
demostrado una alta eficiencia en la inhibicion de las corrientes de TRPA1 inducidas por
AITC, asi como una rapida reversion del efecto. La potencia de este inhibidor también
ha sido ampliamente demostrada en experimentos de imagen de calcio in vitro. HC-

030031 ha sido utilizado in vivo a altas concentraciones (100-300 mg/Kg) con buenos
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resultados en ratas revirtiendo la alodinia mecanica provocada por la inyeccion
intraplantar de CFA (“Complete Freund’s Adjuvant”) (Eid, Crown et al. 2008). También
se han encontrado resultados favorables en ratas en estudio de la alodinia mecanica
provocada por la compresion de crénica del ganglio raquideo (CCD), cuando se realizé
una inyeccién intratecal de 50 ug de HC-030031 (Zhang, Liu et al. 2014). En ratones se
observo que la inyeccidn sistémica de HC-030031 (100 mg/Kg) fue capaz de revertir la
alodinia mecanica vy al frio provocada por la constriccién crénica del nervio ciatico (CCl)
(Pinheiro Fde, Villarinho et al. 2015).

En 2007 el laboratorio de Patapoutian testé un nuevo compuesto, AP18, que
mostré buena especificidad en la inhibicion de TRPA1 en cultivos celulares mediante
imagen de calcio in vitro, registros de electrofisiologia y experimentos conductuales.
AP18 mostré mejorias en diversas pruebas de comportamiento en la hiperalgesia
mecdnica presente en la neuropatia por Coadyuvante de Freud (CFA) en ratones (Petrus,
Peier et al. 2007). Sin embargo, posteriormente se demostré que las oximas
relacionadas con AP18 tienen tanto actividad agonista como antagonista sobre TRPA1
(Defalco, Steiger et al. 2010), ademds de demostrarse que no es capaz de inhibir a TRPA1
en algunas especies como en la rana occidental (Nakatsuka, Gupta et al. 2013).

Posteriormente, Orion Pharma publico la sintesis de otro compuesto, también a
base de xantinas, el TCS 5861528, también llamado Chembridge-5861528, mostrando
un efecto mas potente que el HC-030031. Wei y colaboradores demostraron en 2009
gue Chembridge-5861528 atenua la hipersensibilidad mecanica en un modelo animal de
diabetes (Wei, Hamalainen et al. 2009).

La farmacéutica Abbott desarrollé un nuevo compuesto, A-967079 (ICso = 67 -
209 nM) (Fig. 1.10), se trata de otra oxima y se lo considera como el mas potente
antagonista de TRPA1 en mamiferos. A concentraciones muy bajas (nanomolares), A-
967079 ha mostrado atenuar la alodinia al frio producida por una lesidn nerviosa en
ratas, sin alterar la sensacion a frio nocivo en animales sin lesion (Chen, Joshi et al. 2011).

Poco tiempo después, Nakatsuka y colaboradores identificaron el sitio de accién
de A-967079 dentro del quinto domino transmembrana (Nakatsuka, Gupta et al. 2013).

Recientemente, se ha demostrado que la inyeccidn intragastrica de A967079 (100
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mg/Kg) y HC-030031 (300 mg/Kg) revierte la alodinia mecanicay al frio en un modelo de
dolor de cancer de piel (melanoma) (Antoniazzi, Nassini et al. 2019).

Respecto a ensayos en humanos, Hydra Biosciences obtuvo pruebas clinicas
exitosas en fase | con un compuesto denominado CB-625 aunque el estudio fue
interrumpido por problemas de baja solubilidad (Preti, Saponaro et al. 2015). La
farmacéutica india, Glenmark Pharmaceuticals, SA, ha testado un nuevo antagonista
GRC-17536 en pacientes con neuropatia periférica por diabetes y en pacientes con
trastornos respiratorios cuyas pruebas clinicas se encuentran en fase Il (Mukhopadhyay,

Kulkarni et al. 2014).
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Figura 1.10. Antagonistas del canal TRPA1 mas utilizados en modelos animales y experimentacion in
vitro (modificado de Preti, Saponaro et al. 2015)

1.5 TRPAl y dolor

Con el paso del tiempo, la vinculacién del canal TRPA1 y diferentes patologias
dolorosas se ha visto incrementada. Asi, solo en el Ultimo afio, se han publicado mas de
cien articulos cientificos donde se relaciona a TRPA1 con inflamacién neurogénica, dolor
neuropatico y dolor visceral, entre otros, denotando una fuerte vinculacién de este canal
en patologias de diferente etiologia (revisado por Koivisto, Jalava et al. 2018, Logashina,
Korolkova et al. 2019).

Debido a que el canal TRPA1 se expresa en una gran cantidad de tejidos, y por su
promiscua activaciéon por moléculas endogenas, se lo ha relacionado con una gran
cantidad de condiciones dolorosas en las cuales su modulacién podria significar una
ventana hacia terapias Utiles para el tratamiento del dolor.

Se ha demostrado que la mutacién en el gen TRPA1 altera la percepcion del
dolor. Especificamente, se ha descrito una mutacién (N855S) en el segmento
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transmembrana S4 de TRPA1 humano que provoca un sindrome de dolor episédico
familiar. Esta enfermedad se caracteriza por episodios de dolor intenso provocado por
el frio, el ayuno y la fatiga (Kremeyer, Lopera et al. 2010). Las pruebas sensoriales
realizadas en pacientes con el sindrome mostraron hiperalgesia cuando se realizé una
aplicacion tépica de aceite de mostaza en las extremidades superiores. Sin embargo, los
umbrales sensoriales basales no se vieron modificados. Ademas, Kremeyer vy
colaboradores demostraron que esta mutacién altera las propiedades biofisicas del
canal hTRPA1l (cuando fue transfectado en células HEK293), donde la corriente de
entrada dependiente de TRPA1 fue cinco veces mayor que en condiciones normales y
que ésta fue inhibida con la aplicacién del antagonista de TRPA1, HC-03001.

Los modelos animales, especialmente en roedores, han demostrado que tanto la
inhibicién farmacoldgica de TRPA1 como la eliminacién genética de éste reduce el
comportamiento nocifensivo en modelos de dolor neuropatico, inflamatorio y visceral,
donde la nocicepcidn provocada por estimulos de frio y mecanicos se ve mas disminuida
(revisado por Moran 2018).

Entre los mecanismos por los cuales, la activacion del canal TRPA1 se asocia a la
sensacion de dolor se encuentra ha descrito, ademds de la activacién directa por
compuestos altamente daninos (algunos de los cuales han sido mencionados en el
apartado 1.4.5), la potenciacion de la actividad del canal TRPA1 por los receptores
acoplados a proteinas G.

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) son proteinas de membrana que
junto con los canales TRP se consideran los principales detectores de estimulos nocivos,
irritantes e inflamatorios (Chen and Hackos 2015). En las neuronas sensoriales primarias,
la activacion de los receptores acoplados a proteinas (GPCR) por mediadores de la
inflamacién (bradiquinina, histamina, prostaglandinas) pueden activar mediante rutas
intracelulares a los canales TRP, provocando a su vez la activacién de los canales de sodio
dependientes de voltaje, la consecuente despolarizacion y la transmision de las sefiales
sensoriales (Fig. 1.11) (Geppetti, Veldhuis et al. 2015, Talavera, Startek et al. 2019).

La activacion de los GPCR por algunos mediadores inflamatorios, estimula la
enzima fosfolipasa C (PLC) y ésta la formacion de inositol triposfato (IP3) y diacilglierol

(DAG) por hidrdlisis de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2). El IP3 se une a sus
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receptores produciendo la liberacion de calcio al interior celular desde los
almacenamientos presentes en el reticulo endoplasmatico (RE).

Una de las posibles vias de sensibilizacidn del canal TRPA1 en diversos contextos
de dolor, se cree que esta mediada por la activaciéon de TRPA1 a través de la liberacién
de calcio intracelular, activador de TRPA1, y la consecuente eliminacién del efecto
inhibidor del PIP2 (Fig. 1.11). Adicionalmente, el incremento de calcio intracelular
promueve la liberacién de neuropéptidos como la sustancia P (SP) y el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) los cuales son mediadores
proinflamatorios capaces de activar al canal TRPA1l. Adicionalmente, el DAG vy la
activacion de la proteina kinasa C (PKC) mediada por calcio intracelular producen la
sensibilizacién de TRPA1 y la activacidn de la fosfolipasa A2 (PLA2) por los GPCR produce
la formacion de metabolitos de acido araquiddnico, los cuales se han descrito como
activadores enddgenos de TRPA1 (Talavera, Startek et al. 2019). Estos compuestos
enddgenos, junto con los liberados por el estrés oxidativo, contribuyen a generar
cuadros de dolor persistente y créonico en muchas patologias como la migrafia, el dolor
visceral, la osteoartritis, la gota, la neuropatia periférica inducida por diabetes vy la
neuropatia producida por sustancias quimioterapéuticas, entre otras (Koivisto,

Chapman et al. 2014, Nassini, Materazzi et al. 2014, Chen and Hackos 2015, Viana 2016).
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Figura 1.11. Activacion y sensibilizacion del canal TRPA1. TRPA1 es modulado de diferentes maneras y
se lo considera como un integrador de sefiales nociceptivas. La activacién directa de TRPA1 por agonistas
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o diferentes sustancias como ROS, RNS, LPS desencadena la generacién de potenciales de accién en
neuronas sensoriales que se transmiten como sefiales dolorosas. La actividad de TRPA1 puede potenciarse
por sustancias liberadas en el interior celular. La activacién de los GPCR por sustancias inflamatorias como
la histamina o bradiquinina provocan la activacién de la PLC la cual, por hidrdlisis de PIP2 y la consecuente
eliminacién de su efecto inhibitorio sobre TRPA1, produce IP3 y DAG. El IP3 se une a sus receptores en el
RE induciendo la liberacion de calcio desde los sitios de almacenamiento. El aumento de la concentracidn
de calcio intracelular liberado activa a TRPA1 y potencia el efecto de sus agonistas. El calcio intracelular
produce la exocitosis de péptidos proinflamatorios como SP y CGRP los cuales al atravesar la membrana
celular son capaces de activar a TRPA1 provocando una retroalimentacion positiva, proceso llamado
inflamacion neurogénica (modificado de Talavera, Startek et al. 2019).

1.5.1 Neuropatia periférica inducida por oxaliplatino (NPIO)

El oxaliplatino (Fig. 1.12) es un agente quimioterapéutico que forma parte de los
antineoplasicos a base de platino y representa la tercera generacion de este tipo de
farmacos. La administracion de oxaliplatino es altamente efectiva en el tratamiento de
diversos tipos de cdncer como el de mama, pulmén y especialmente en el tratamiento
del cancer colorrectal. Si bien, con el tratamiento de oxaliplatino la tasa de pacientes
que sobreviven se ha visto incrementada en la ultima década, un alto porcentaje de
éstos desarrolla efectos secundarios, cominmente denominados como neuropatia

periférica inducida por oxaliplatino (NPIO).

NHEH O O
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Figura 1.12. Estructura molecular del compuesto oxaliplatino. Extraido del catdalogo comercial de Sigma-
Aldrich.

Los efectos neurotdxicos del oxaliplatino incluyen el desarrollo de una
neuropatia que se puede clasificar en una fase aguda y otra crdénica. La fase aguda y
transitoria ocurre a las pocas horas de la infusion del fdrmaco y puede disminuir entre
los ciclos del tratamiento. Se caracteriza por disestesias y parestesias en las manos y los
pies. Es comun que la exposicidn y contacto a temperaturas frias induzca o enfatice estos
sintomas definiendo cuadros de alodinia al frio y mecanica (Argyriou, Cavaletti et al.

2013, Pachman, Qin et al. 2015). Ademas de los mencionados, suelen manifestarse
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sintomas motores como espasmos o contracciones musculares prolongadas (Saif and
Reardon 2005, Argyriou, Cavaletti et al. 2013). Si el paciente estd bajo una
administracion repetida del fdrmaco, la neuropatia aguda puede mudar a un estado
grave cronico (Extra, Marty et al. 1998). La fase crdnica es inducida por la dosis
acumulada del farmaco y suele manifestarse cuando los valores superan los 540 mg/m?
(Cersosimo 2005, Argyriou, Cavaletti et al. 2013). Los sintomas en esta fase también
incluyen la presencia de alodinia e hiperalgesia al frio y alodinia mecanica focalizados
también en las extremidades corporales. Adicionalmente, si los valores de oxaliplatino
acumulado supera los 780 mg/m? los pacientes pueden presentar cambios en la
propiocepcion, afectando actividades de coordinacién motora fina (Cersosimo 2005,
Saif and Reardon 2005).

Resulta importante destacar que lograr la efectividad en los tratamientos
quimioterapéuticos implica el uso de altas dosis de oxaliplatino y que, debido a la
neuropatia periférica que se desarrolla, en muchos casos la Unica opcién es suspender
el tratamiento o limitar la dosis terapéutica (Pachman, Qin et al. 2015).

Si bien la fase aguda de la NPIO en muchos casos es reversible, desapareciendo
antes del siguiente ciclo de administracién, la sintomatologia de la fase crénica solo es
parcialmente reversible en aproximadamente un 80 % de los casos. Unicamente se
resuelven completamente en un 40 % de los pacientes y esto requiere un periodo de
cuatro a seis meses. Si la neuropatia no desaparece luego de nueve meses de finalizado
el tratamiento, es considerado un cuadro clinico irreversible (Sisignano, Baron et al.
2014). Con esta evidencia explicita, el mensaje de urgencia por desarrollar terapias

nuevas y eficientes contra el dolor parece casi trivial.

1.5.1.1 Fisiopatologia de la NPIO

Los farmacos quimioterapéuticos a base de platino cruzan la barrera
hematoencefdlica de manera poco eficiente, pero pueden acceder a los ganglios
raquideos (DRG) (Malik and Stillman 2008). Esta caracteristica le confiere mayor
vulnerabilidad al sistema nervioso periférico por estos agentes y su posterior afectacion
sensitiva. (Windebank and Grisold 2008). El oxaliplatino, al igual que otros compuestos

a base de platino, interfiere con la proliferacién de células tumorales y esto lo logra a
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través de los enlaces o “aductos” que el platino genera con el ADN lo que conlleva a la
inhibicién de la sintesis del mismo (Jung and Lippard 2007). La presencia de estos
aductos provoca modificaciones en la maquinaria celular, interfiriendo en el proceso de
transcripcién y reparacion celular dando como consecuencia la activacion de las vias
apoptoéticas.

Los mecanismos celulares y moleculares que contribuyen al desarrollo de la
neuropatia aln no estan bien establecidos. Uno de ellos sugiere que el oxaliplatino, una
vez dentro de las células, se degrada en oxalato y en dicloro platino, Pt(DACH)ClI,. El
oxalato produce la quelacién del calcio intracelular causando alteraciones en el
potencial de la membrana neuronal y la actividad de los canales idnicos activados por
voltaje (Sisignano, Baron et al. 2014). Sin embargo, existe controversia en como afecta
el oxalato en el desarrollo de la neuropatia. Sakurai y colaboradores en el afio 2009
mostraron que la inyeccidn intraperitoneal repetida (1.3 mg/Kg dos veces por semana)
de oxalato produjo el desarrollo de alodinia e hiperalgesia al frio en una fase temprana,
desde horas posteriores a la administracién de oxalato, la cual se mantuvo hasta tres
semanas. Sin embargo, la administracién de oxalato no produjo cambios en la
sensibilidad mecdnica. Por otro lado, observaron que la inyeccién de platino solo indujo
alodinia mecénica en una fase tardia (a partir de la segunda semana). En funcién de estos
resultados, los autores vinculan al oxalato con el desarrollo de la hipersensibilidad
(alodinia e hiperalgesia) al frio (Sakurai, Egashira et al. 2009). Sin embargo, Deuis y
colaboradores en el afio 2013 mostraron que una inyeccién intraplantar de oxalato no
produce hipersensibilidad, ni mecanica ni al frio, aunque subiendo la dosis aplicada los
ratones desarrollaban alodinia mecdnica (Deuis, Zimmermann et al. 2013).
Recientemente, Pereira y colaboradores demostraron que la inyeccién intraperitoneal
de oxalato (1.7 mg/ kg una dosis cada siete dias) induce alodinia mecanica a partir de la
segunda semana pero no encontraron cambios en la sensibilidad al frio (Pereira, de
Oliveira et al. 2018).

Park y colaboradores sugieren con sus trabajos que la fase aguda que se
desarrolla en la neuropatia por oxaliplatino es debida en gran medida a la alteracién
transitoria de los canales de sodio de las membranas axonales, mientras que la fase

crénica podria deberse a cambios en la excitabilidad sensorial debido a la dosis
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acumulada (Park, Lin et al. 2009). Dentro de los canales de sodio dependientes de
voltaje, la isoforma Nay 1.6 ha sido relacionada con el desarrollo de la hipersensibilidad
al frio por oxaliplatino en la fase aguda de la neuropatia. Sittl y colaboradores mostraron,
en el afio 2012, que en condiciones in vitro, la aplicacién de oxaliplatino y frio es capaz
de enlentecer la cinética de inactivacién en Na, 1.6 y aumentar la probabilidad de
apertura del canal. (Sittl, Lampert et al. 2012). Por otro lado, Deuis y colaboradores en
el ano 2013, utilizando una inyeccién intraplantar de oxaliplatino en ratones, mostraron
que la inhibicidn farmacoldgica del canal Na, 1.6 abolié la alodinia la frio previamente
desarrollada (Deuis, Zimmermann et al. 2013). Adicionalmente, se ha demostrado que
el tratamiento con oxaliplatino indujo un incremento en la expresién de ARNm de Na,
1.8 (Descoeur, Pereira et al. 2011) aunque otras publicaciones la administracién de
blogueantes selectivos para el canal Na, 1.8 o ratones deficientes de este desarrollaron
alodinia al frio por administracién de oxaliplatino (Deuis, Zimmermann et al. 2013). Por
lo que la contribucidn de estos canales aun no ha sido clarificada.

Respecto a los canales de potasio, diferentes publicaciones han mostrado una
regulacién negativa de éstos en la neuropatia periférica por oxaliplatino. Asi, Descoeur
y colaboradores encontraron una disminucién en los niveles de expresion de ARNm de
TREK-1 y TRAAK asi como K, 1.1 en neuronas de DRG (Descoeur, Pereira et al. 2011).
Recientemente se ha publicado que el uso de riluzol, un activador de los canales TREK-
1y TRAAK es capaz de prevenir los déficits sensoriales (alodinia al frio y mecdnica) asi
como los déficits motores inducidos por oxaliplatino a través de la modulacion del canal
TREK-1 en un modelo animal en ratén (Poupon, Lamoine et al. 2018).

Los efectos del oxaliplatino no se explican completamente por su interaccién con
canales de sodio y de potasio, por lo que deben existir otros mecanismos que
contribuyen al desarrollo de la NIPO. Se conoce que el oxaliplatino provoca un
incremento en el estrés oxidativo celular activando vias de muerte celular (Carozzi,
Canta et al. 2015).

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio bioquimico propiciado por la
produccidn excesiva de especies reactivas y radicales libres, que provocan dafio
oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas

antioxidantes de defensa. Las mitocondrias desempenan un papel fundamental en
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diferentes procesos celulares. Su funcién principal es la generacién de adenosin
trifosfato (ATP), a través de la fosforilacion oxidativa. Este proceso es producido por la
cadena transportadora de electrones que, por naturaleza, a través de reacciones de
oxido-reduccion, genera especies reactivas de oxigeno (ROS) como el radical superdxido
(Davies 2000). En condiciones normales las mitocondrias producen una pequeia
cantidad ROS. Sin embargo, el oxaliplatino, como otros agentes quimioterapéuticos,
causan dafio a las mitocondrias, generando un incremento en la produccién de ROS lo
que se traduce en un mayor estrés oxidativo (Sangeetha, Das et al. 1990, Look and
Musch 1994, Weijl, Cleton et al. 1997, McDonald and Windebank 2002). También, se ha
descrito que el aumento patoldgico en la produccién de ROS puede inducir procesos de
sensibilizacion de la transduccidn de informacién (Jiang, Hu et al. 2011).

Ademas de los cambios que se han demostrado en los canales de sodio y potasio,
se ha vinculado esta neuropatia con los canales TRP. No es extrafio pensar que estos
canales sensoriales encargados de sensar estimulos de diversas modalidades se vean
alterados en esta neuropatia. Debido al cuadro clinico bien definido en la NPIO distintos
candidatos se han propuesto como contribuyentes de los sintomas. Entre ellos
encabezan la lista el canal TRPA1, TRPM8 y TRPV1, aunque la contribucion especifica de
cada uno de ellos esta aln en tela de juicio debido a la falta de resultados debidamente
replicados y a la falta de informacién acerca de los posibles mecanismos de actuacién

(Fig. 1.13) (Descoeur, Pereira et al. 2011, Chukyo, Chiba et al. 2018).
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Figura 1.13: Esquema del mecanismo del dolor neuropatico periférico inducido por quimioterapia.
Alteraciones fisiopatologicas desencadenadas por oxaliplatino (rosa) en los ganglios raquideos
(modificado de Sisignano, Baron et al. 2014).

TRPA1 se expresa en gran medida en las fibras C nociceptivas que inervan
estructuras como la piel. Este canal se considera muy promiscuo en su mecanismo de
activacion, ya que responde a una gran cantidad de sustancias consideradas como
dafiinas, productos quimicos irritantes, estrés oxidativo y frio nocivo. Se ha demostrado
qgue el pretratamiento con oxaliplatino en cultivos celulares de neuronas de DRG
produce un aumento en el nimero de neuronas sensibles a AITC, agonista especifico de
TRPA1, pero no genera ningun cambio en las respuestas a agonistas de TRPMS8 ni TRPV1
(Zhao, Isami et al. 2012). Trabajos previos en nuestro laboratorio han mostrado que la
ausencia del canal TRPMS8 produce un déficit en la deteccidon de estimulos de frio pero
gue éste no es suficiente para evitar el desarrollo de la neuropatia por oxaliplatino. Sin
embargo, el antagonismo del canal TRPA1 pudo revertir la hipersensibilidad mecanicay

al frio y ratones deficientes de TRPA1 no la desarrollaron (Fernandez-Pefia 2015).

43



1.5.1.2 TRPAL1 en la neuropatia inducida por quimioterapéuticos

Existen estudios, la mayoria desarrollados en modelos animales, en los cuales se
ha vinculado a TRPA1 con en el desarrollo de esta neuropatia (Fernandez-Pefia 2015,
Yamamoto, Chiba et al. 2015).

Como se menciond en el apartado 1.4.5, las especies reactivas de oxigeno (ROS)
son capaces de activar a TRPA1. Ademas se ha demostrado que en la fase crénica de
NPIQ, especialmente por oxaliplatino, existe una disfuncién mitocondrial y Ia
consecuente produccion de ROS lo que podria indicar que al menos parte de la NPIQ
puede deberse a la activacién de TRPA1 por estas sustancias (Nassini, Gees et al. 2011,
Miyake, Nakamura et al. 2016).

Ademas, algunos estudios han demostrado que el oxaliplatino es capaz de
aumentar los niveles de expresién de ARNm de TRPA1 y TRPMS8 (Descoeur, Pereira et al.
2011) pero no de TRPV1 en DRG de ratdn, sugiriendo que podria haber una mayor
sintesis de estas proteinas las cuales podrian ser responsables de la hipersensibilidad y
alodinia al frio que se desarrolla en la neuropatia.

Si bien la neuropatia inducida por oxaliplatino presenta algunos sintomas
similares con la neuropatia inducida por otros compuestos de la misma familia como el
paclitaxel o cisplatino, existen estudios que demuestran que solo el oxaliplatino parece
modular al canal TRPAL. Para llegar a esta conclusién Zhao y colaboradores inyectaron
ratones con estas sustancias quimioterapéuticas y al cabo de un par de horas realizaron
inyecciones intraplantares de AITC. Se pudo observar un incremento en el
comportamiento nocifensivo solo en aquellos que previamente habian recibido el
tratamiento con oxaliplatino (Zhao, Isami et al. 2012). Ademas, solo el tratamiento con
oxaliplatino indujo hiperalgesia a frio que fue eliminada con la administracién del
antagonista de TRPA1, HC-030031, vy la cual no fue desarrollada cuando se utilizaron
ratones deficientes en TRPA1. En este estudio Zhao y su equipo también analizaron el
efecto del oxaliplatino aplicado in vitro incubado a diferentes concentraciones en
neuronas de DRG de ratén. En estos experimentos se observé un incremento dosis
dependiente en el nimero de células sensibles a la estimulacion con AITC, pero no a

mentol o capsaicina, agonistas selectivos de los canales TRPM8 y TRPV1
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respectivamente, sugiriendo un efecto claro en la modulacion del canal TRPA1 por el
oxaliplatino.

En otro trabajo, publicado por Nassini y colaboradores, se vincula a TRPA1 no
solo a los sintomas asociados al frio sino también al desarrollo de la alodinia mecanica.
Los autores demuestran que, en ratas, una inyeccion de oxaliplatino es capaz de
producir hiperalgesia mecanica y al frio cuyo efecto se ve disminuido por la
administracién de HC-030031 (Nassini, Gees et al. 2011). Este resultado se reprodujo en
ratones silvestres mientras que aquellos ratones deficientes en TRPA1 no desarrollaron
ninguno de los dos sintomas. Ademas, proponen que esta activacién de TRPA1 es a
través de la generacidon excesiva de ROS por la administracion de oxaliplatino ya que
células CHO que expresaban TRPA1 de ratén mostraron un incremento del calcio
intracelular tras la estimulacion con oxalipaltino que es abolida en presencia de glutatién
(un antioxidante celular endégeno). Apoyando estos resultados otro estudio reciente ha
demostrado que oxaliplatino induce un incremento en la expresidon de TRPA1 la cual
desciende si se administra un tratamiento simultaneo de oxaliplatino con el antioxidante
glutation (GSH) (Lee, Cho et al. 2017).

Nativi y colaboradores desarrollaron un compuesto que demostré revertir los
sintomas de la neuropatia por oxaliplatino presente en ratas. Este compuesto llamado
ADM_09 presenta efectos antioxidantes, pero ademas ha mostrado ser un antagonista
del canal TRPA1. Una vez mas se demuestra una clara vinculacién del desarrollo de esta
neuropatia con la presencia de este canal (Nativi, Gualdani et al. 2013).

Aunque todas estas evidencias apuntan a una clara vinculacién del canal TRPA1
en la neuropatia por oxaliplatino, existen estudios en los que se involucran otros canales
de la familia TRP. Principalmente los canales TRPM8 y TRPV1 son los candidatos que en
conjunto con TRPA1 han sido mayormente estudiados para entender el mecanismo de
accion del oxaliplatino y otros compuestos de la misma familia (Chen, Yang et al. 2011,
Descoeur, Pereira et al. 2011, Fernandez-Pefna 2015, Chukyo, Chiba et al. 2018).

Cabe destacar que aqui solo se han mencionado algunos de los trabajos que se
han realizado poniendo la atencidon en la familia de los canales TRP. En 2017 Naziroglu y
Braidy realizaron un buen trabajo de recopilacién cerca de la participacién de esta

familia de canales en la neuropatia inducida por la familia de los platinos (oxaliplatino,
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cisplatino y paclitaxel principalmente). Esta revisidon sugiere la diversidad y complejidad
de los mecanismos por los cuales la neuropatia periférica por quimioterapeuticos es

generada (Naziroglu and Braidy 2017).

1.6 La chaperona sigma 1

La chaperona sigma-1 (0l1) es una proteina que se encuentra localizada en el
reticulo endoplasmico y ampliamente distribuida en el organismo: cerebro y neuronas
sensoriales, pulmoén, rifién, higado, pancreas, bazo y médula adrenal. Se ha demostrado
que ol estd implicada en la regulacién de un gran numero de sistemas de
neurotransmision, asi como de diversos tipos de canales idnicos y receptores como el
receptor de inositol trifosfato (IP3) participando en la homeostasis de los niveles de
calcio intracelular (Davis 2015, Su, Su et al. 2016).

En 1976 Martin y colaboradores propusieron por primera vez, en base a sus
observaciones conductuales realizadas en perros y el uso agonistas opidceos como la N-
aliinormetazocina (SKF-10047), la existencia de las chaperonas o como un subtipo de
receptor opioide, al que definieron como “receptor 6” (Martin, Eades et al. 1976). Sin
embargo, posteriormente, Su y Vaupel, a través de experimentos de unién de
radioligandos revelaron que la naturaleza del receptor sigma no era opiacea ya que el
sitio de unidn era diferente al de los receptores opioides. Su demostrd que el sitio de
interaccion del agonista SKF-10047 no tenia las propiedades correspondientes a las de
un receptor de tipo opiode, y Vaupel demostré que el uso de la naloxona, considerado
un antagonista universal de los receptores opidceos, no era capaz de inducir ningun
efecto sobre los receptores o, confirmando asi que no pertenecia a la clase opioide (Su
1982, Vaupel 1983).

Unos afios mas tarde, se demostrd la existencia de dos subtipos de receptores o,
en base a la selectividad de diferentes farmacos y a su patrén de pesos moleculares. En
1989 y 1990, Hellewell y Bowen demostraron, con experimentos de unidn a ligandos,
gue podian existir al menos dos subtipos ya que encontraron diferentes sitios de unién
e interaccion de los benzomorfanos y no-benzomorfanos (Hellewell and Bowen 1990).

Estos subtipos fueron denominados sigma-1 (ol1) y sigma-2 (c2). En 1996 Hanner vy
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colaboradores purificaron y clonaron por primera vez a la chaperona o1 de muestras del
higado de cobaya, encontrando que el o1 reside en reticulo endoplasmatico de la célula
(Hanner, Moebius et al. 1996) . Esta primera aproximacién bioquimica y farmacoldgica
abrié caminos para comenzar su caracterizacion y profundizar en la investigacién sobre
ol en diferentes areas de estudio donde se lo considera como un blanco potencial de
patologias neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson, esclerosis lateral
amiotréfica, enfermedades cardioldgicas, drogodependencia y dolor (Maurice, Martin-
Fardon et al. 2002, Benarroch 2018, Jia, Cheng et al. 2018, Penke, Fulop et al. 2018,
Lewis, Li et al. 2020). Recientemente 62 ha sido clonado (Alon, Schmidt et al. 2017) lo
que impulsara a ampliar el conocimiento sobre sus propiedades moleculares y funciones
bioldgicas. Sin embargo, hasta el momento, se lo ha postulado como diana terapéutica
para el tratamiento de cancer (Georgiadis, Karoutzou et al. 2017).

Si bien, ha sido documentada la funcion chaperona de ol y 62, en la bibliografia
a lo largo del tiempo, se ha seguido utilizando la palabra receptor para referirse a éstas,
lo cual podria generar confusiones. Por ello, a lo largo de este trabajo haremos uso del
término chaperona para referirnos a ella.

En este trabajo haremos énfasis en la chaperona o1, de ahora en adelante o1y

especificamente su vinculacion con el dolor neuropatico.

1.6.1 Estructura de ol

Estructuralmente se sabe que ol es un péptido formado por 223 aminodcidos y
su peso molecular es de 25 KDa y presenta una estructura trimérica. Después de su
clonaje en cobaya, ol fue clonada en células de coriocarcinoma placentario humano
(Kekuda, Prasad et al. 1996), cerebro humano (Prasad, Li et al. 1998), cerebro de rata
(Seth, Fei et al. 1998, Mei and Pasternak 2001), y cerebro de ratéon (Pan, Mei et al. 1998).
Los resultados de estos trabajos demostraron definitivamente que ol no es
estructuralmente similar a los receptores opioides.

Entender la estructura de ol ha sido trabajo de muchos afios y aun todavia
resulta en controversia. Desde el primer clonaje de o1 por Kekuda 1996 y Seth en 1998
se publicaron propuestas estructurales en las que, a grandes rasgos, ol presentaba solo

un dominio transmembrana. Sin embargo, publicaciones posteriores en 1998 por Pan, y
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en 2002 por Aydar, hipotetizaron la presencia de dos dominios transmembrana
conocidos como TMIy TMII (Aydar, Palmer et al. 2002). En 2013, Brune publicé el primer
modelo tridimensional de o1, utilizando como herramientas la resonancia magnética
nuclear (NRM) y modelados in sillico, estando en concordancia con la presencia de al
menos dos dominios de membrana (Brune, Pricl et al. 2013). Sin embargo, en el afio
2016 Schmidt y colaboradores publicaron la estructura global de 61 humano utilizando
la técnica de cristalografia, sugiriendo que ol presenta una estructura trimérica y solo
un dominio transmembrana contrario a las publicaciones anteriores (Schmidt, Zheng et
al. 2016). Si bien esto ha llevado a discusiones, el modelo propuesto por Schmidt es
actualmente el mds aceptado (Fig. 1.14). En su trabajo, uno de los aspectos que se
abordan para tratar de entender las diferencias encontradas, es que la estructura
cristalina, aunque presenta una alta resolucién es informacion de tipo estatica mientras
que el modelado 3D por homologia es dinamico. Esto ha llevado a pensar que la proteina
podria adoptar diferentes estructuras bajo estados solidos (revelados por la estructura

cristalina) y en solucién (revelados por los modelos in sillico y NMR).
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Figura 1.14 Estructura de la chaperona o1 humana. A) Reconstruccién 3D de 61 mostrando la presencia
de solo un domino transmembrana. B) Vista de o1 perpendicular a al plano de la membrana del RE. Cada
mondmero esta representado en un color diferente. Tres vistas de ol se muestran, lateral, superior e
inferior. Extraido de Schmidt 2016 y 2019.

1.6.2 Expresion y localizacion subcelular de o1
A nivel celular o1, reside en los contactos entre el reticulo endoplasmatico (RE)

y las mitocondrias, denominandose esta interfaz como membranas asociadas a
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mitocondrias MAM (Hayashi and Su 2007) (Fig. 1.15). Hayashi y colaboradores
identificaron por primera vez a ¢l como una chaperona regulada por ligando vy
describieron su papel en la modulacidn de la sefializacion del calcio intracelular (Hayashi
and Su 2007, Su, Su et al. 2016).

o1 ha sido identificado en las llamadas balsas lipidicas (microdominios de lipidos
altamente agrupados) presentes en las membranas reticulares y plasmatica. Ademas, la
presencia de ol en estos microdominios tiene un papel activo ya que se ha demostrado
que regula la degradacion de proteinas presentes en las balsas lipidicas y el transporte
de lipidos (Hayashi and Su 2003, Hayashi and Su 2007, Ryskamp, Korban et al. 2019).

Los estudios de localizaciéon han demostrado que o1 estd ampliamente distibuida
en el organismo, encontrandose en diferentes tipos de tejidos: ol estd presente en
rifones, higado, pulmones, corazén, bazo. También se ha encontrado en la retina, en el
sistema reproductor como en ovarios y testiculos, en sistema digestivo especificamente

en el tracto gastrointestinal y también en el sistema nervioso (Zhang, Zhao et al. 2017).

Figura 1.15 Localizacidn intracelular de o1 y modulacién de proteinas. o1 reside principalmente en las
membranas asociadas a mitocondrias (MAM) y unida a la chaperona BiP (proteina de unidén a
inmunoglobulina) (recuadro azul). Dentro de la MAM, o1 regula la dindmica de los lipidos y acompaiia al
receptor InsP3R3 hacia la MAM, facilitando el flujo de calcio desde el ER hasta las mitocondrias. Tras su
activacion, ol se redistribuye a toda la red ER donde interactia con canales idnicos y receptores de
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membrana como canales de Na* y K* asi como los receptores acoplados a proteinas G (GPCR). Modificado
de Ryskamp 2019.

En el sisteman nervioso central, 1 se encuentra expresada en areas relacionadas
con la memoria, emociones y funciones motoras (Guitart, Codony et al. 2004, Bermack
and Debonnel 2005, Monnet and Maurice 2006) pero también se ha detectado en areas
claves para el procesamiento del dolor: se expresa en diferentes laminas del asta dorsal
de la médula espinal (donde las aferentes sensoriales hacen sinapsis para comenzar las
vias ascendentes del dolor), en el locus coeruleus (conocido como fuente de
noradrenalina y por su papel en la inhibicion descendente de la trasmisién dolorosa) y
en la sustancia gris periacueductal, considerado un punto importante en la activacién
del sistema de analgesia. Ademads, se expresa también en la corteza cerebral, tdlamo y
amigdala (Alonso, Phan et al. 2000, Phan, Miyamoto et al. 2005), astrocitos y microglia.
En el sistema nervioso periférico o1, se ha demostrado que se expresa en las neuronas
de los ganglios raquideos (Guitart, Codony et al. 2004, Bangaru, Weihrauch et al. 2013).
Si bien esta informacion proviene de trabajos publicados en diferentes especies como
rata, raton, cobaya, conejo, mono; aparentemente existen patrones de expresion
similares en cerebro de roedores y mono lo que sugiere la posibilidad de poder
extrapolar las investigaciones en modelos animales a la clinica (Romero, Merlos et al.

2016).

1.6.3 Farmacologia de o1: ligandos enddgenos y exégenos

La chaperona ol esta regulada tanto por ligandos sintéticos como enddgenos,
habiéndose determinado que el extremo C-terminal contiene sitios de unién a ligandos,
dominios de unién a esteroides y un domino chaperona (Morales-Ldzaro, Gonzélez-
Ramirez et al. 2019).

Los ligandos de o1 convencionalmente han sido clasificados como agonistas y
antagonistas. Se considera un antagonista a aquel compuesto capaz de imitar la
desactivacion genética o eliminacion de o1, no suelen tener efectos por si mismos y
atenuan los provocados por la estimulacién de o1 (Nguyen, Lucke-Wold et al. 2015). Los

agonistas, por el contrario, imitan el fenotipo de sobreexpresion de ol o ejercen un
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efecto dependiente de o1 distinto de la desactivaciéon genética de este (Schmidt and
Kruse 2019).

La busqueda de ligandos enddgenos de ol no ha tenido mucho éxito. Algunos
neuroesteroides, como las hormonas sexuales progesterona y pregnenolona han sido
propuestos como ligandos de ¢1. En 1988 Su y colaboradores demostraron que la
progesterona tenia efectos inhibitorios sobre o1, resultado que ha sido confirmado en
otros trabajos (Su, London et al. 1988, Ortiz-Renteria, Juarez-Contreras et al. 2018). Sin
embargo, se cree que las concentraciones fisioldgicas de progesterona no son
suficientes para producir una interaccién con ol (Schwarz, Pohl et al. 1989). En otros
estudios se ha visto que la hormona neuroesteroidea pregnenolona actia como
agonista del o1 y se la ha involucrado en la mejoria cognitiva de los cuadros de
esquizofrenia (Hayashi 2015).

El sulfato de deshidroepiandrosterona (DHEA), un esteroide enddgeno
producido por la corteza suprarrenal, también ha sido descrito como agonista de o1,
mostrando atenuacién de la amnesia producida en un modelo animal de ratas (Maurice,
Su et al. 1998). Recientemente, se ha descrito que la colina, precursora de la sintesis del
neurotransmisor acetilcolina, es un agonista de 01 y que es capaz de competir con (+) -
pentazocina para unirse a o1 (Brailoiu, Chakraborty et al. 2019).

Sin embargo, la lista de ligandos exdégenos es mucho mas extensa. Se ha
demostrado que ol es capaz de interaccionar con muchos farmacos utilizados con
diferentes acciones terapéuticas. Dentro de ellos se encuentran los antidepresivos,
antipsicéticos, antitusivos, compuestos para el tratamiento de Alzheimer y Parkinson y
también con drogas de abuso como la cocaina (Cobos, Entrena et al. 2008, Sanchez-
Fernandez, Entrena et al. 2017).

Dentro de los agonistas selectivos de ol se encuentran, el benzomorfano [3H]
(+) — pentazocina con el que se identifico la region de ol responsable de las interacciones
especificas. Glennon describié que el sitio de unién, es un mini farmacoporo que
consiste en una amina flanqueada por dos regiones hidréfobas (Glennon 2005). El
compuesto PREO84 (2-morfolin-4-iletil 1-fenilciclohexano-1-carboxilato) también es un

agonista selectivo de o1 (Maurice, Su et al. 1998). Existen también farmacos usados
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como agonistas de o1, aunque no son selectivos para éste, entre ellos se encuentran el,
haloperidol, donepezil y fluvox-amina (Nguyen, Lucke-Wold et al. 2015).

Entre los antagonistas exégenos de 01 mas utilizados se encuentran, el BD1063
(1-[2-(3,4-dichlorophenyl) ethyl]-4methylpiperazine) y E-52862 también conocido como
MR-309 o S1RA (Fig. 1.15) el cual ha mostrado una alta afinidad de unién con la
chaperona ol (Ki 17.0 £ 7.0 nM) y el cual ha completado exitosamente las pruebas
clinicas de fase Il en el area terapéutica del dolor neuropatico (Diaz, Cuberes et al. 2012).
Ambos antagonistas han sido utilizados en este trabajo y en los apartados siguientes se
ampliard la informacién respecto a la evidencia en el contexto de la nocicepcion vy el
dolor.

Otros antagonistas ampliamente usados son el BD1047 (N-[2-(3,4-
dichlorophenyl) ethyl]-N-methyl-2-(dimethylamino) ethylamine) y el NE-100 (4-
methoxy-3-(2-phenylethoxy)N,N-dipropylbenzeneethanamine).
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Figura 1.16. Estructura quimica de los antagonistas de la chaperona 61 S1RA y BD1063 utilizados en este
trabajo. Extraido de https://www.medchemexpress.com y de la casa comercial Sigma Aldrich.

Recientemente, se ha demostrado la existencia de ol en diferentes estados de
oligomerizacién (mondmeros, dimeros, tetrameros y niveles de mayor oligomerizacion)
(Gromek, Suchy et al. 2014). Algunos estudios, como los de Mishra 2015 y Hong 2017
sugieren que la union a ligando induce cambios en los niveles de oligomerizacién de ol
(Mishra, Mavlyutov et al. 2015, Hong, Yano et al. 2017). Asi, los agonistas disocian los
oligdmeros a especies de menor peso molecular, mientras que los antagonistas
mantienen a ol en niveles mayores de oligomerizacién. Mishra y Hong proponen un

modelo de funcionalidad del o1 basado en su grado de oligomerizacion. Los agonistas
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promueven la disociacion de 01 en mondmeros o dimeros, que pueden movilizarse hacia
otros compartimentos subcelulares y asociarse con proteinas dianas. Bajo este modelo,
los antagonistas evitarian tales interacciones manteniendo a ol en niveles de
oligomerizacidn mas elevados, en los que o1 pierde su funcionalidad. Asi, proponen una
conformacion de menor oligomerizacién (mondmero, dimeros) como el estado activo

de ol para interactuar con diferentes proteinas (Ryskamp, Korban et al. 2019).

1.6.4 Fisiologia de o1

Como se ha mencionado previamente, la chaperona ol se encuentra
principalmente en el reticulo endoplasmico (RE), distribuida especificamente en las
membranas asociadas a mitocondrias (MAM) (Hayashi y Su 2007, 2010).

El reticulo endoplasmastico es una organella involucrada en la traduccién de
proteinas, una vez sintetizadas éstas son traslocadas al lUmen del RE donde las
chaperonas presentes se encargan del correcto plegamiento (Hayashi and Su 2007).
Ademas, el RE controla la homestasis del calcio donde la mayoria de las chaperonas
presentes, en condiciones fisiolégicas, alamacenan calcio. En este contexto, desde la
década de los 90, se ha sugerido la posible vinculacién de o1 en la sefializacién de calcio
en el RE, pero no fue hasta el afio 2007 en el cual Hayashi y Su publicaron que o1 actua
como chaperona para mantener al receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) en la
conformacidn adecuada, garantizando una correcta sefializacion de calcio desde el RE
hacia las mitocondrias para la produccién de ATP (Hayashi and Su 2007, Tagashira,
Bhuiyan et al. 2014). En el modelo propuesto, en condiciones basales, ol se encuentra
unida a otra chaperona llamada proteina de unién a inmunoglobulinas, conocida como
BiP, formando un complejo. Sin embargo, en condiciones de estrés celular, agotamiento
de calcio en el RE o por activacidon de o1 con agonistas, ol se disocia de BiP migrando
desde las MAM a las membranas plamaticas donde interactia y modula la funcién de
otros receptores, canales idnicos y enzimas. Se ha demostrado que o1 también puede
translocarse hacia la envoltura nuclear, reclutando factores de remodelacién de la
cromatina para afectar la regulacion transcripcional de los genes (Fig. 1.17) (Su, Su et al.

2016).
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Ademas, en las MAM, o1 actia como sensor de estrés del RE para garantizar la
transmisién correcta de éste hacia el nucleo y la consecuente producccién de
antioxidantes a través de la modulacidn de IRE1, un sensor de estrés intracelular, que

también reside en las MAM (Mori, Hayashi et al. 2013).
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Figura 1.17. Esquema de activacion de la chaperona ol operada por ligandos y su interaccién en

diferentes compartimentos celulares. En estado de reposo ol se encuentra en las MAM unido a la
chaperona BiP. Cuando ol es activada por ligandos o descenso del calcio en el RE se disocia de BiP y se
transloca a diferentes compartimentos celulares para la modulacién de proteinas (modificado de Schmidt
and Kruse 2019).

Respecto a cdmo ol induce una modulacién del flujo de calcio en el RE, en 2008
Cobos y colaboradores propusieron un modelo de interaccion con agonistas vy
antagonistas de ol basado en publicaciones previas por Hayashi y Su en el afio 2001.
Cobos menciona que en estado basal ol se encuentra unido a los receptores IP3 (IP3R)
y anquirina (especificamente ankirina 220), formando un complejo (o1-anquirina-IP3R)
en las balsas lipidicas del RE. La activacién de ol por un agonista produce una
modificacidon del complejo. Asi, gl-anquirina se disocian de IP3R pudiendo translocarse
hacia otro compartimiento celular. En estas condiciones IP3 puede unirse a sus
receptores y potenciar el flujo de calcio. Por otro lado, en presencia de un antagonista
de o1, éste se disocia del complejo mientras que IP3R se mantiene acoplado a la
anquirina impidiendo la potenciacién del flujo de calcio (Fig. 1.18) (Cobos, Entrena et al.

2008).
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Figura 1.18. Modelo de modulacién del flujo de calcio por la chaperona 1. En condiciones basales o1,
IP3R y anquirina (ANK220) forman un complejo en las balsas lipidicas de la membrana del RE. Los agonistas
de ol disocian a ol-anquirna del IP3R permitiendo la translocacidon a diferentes compartimentos
celulares. IP3 se une a sus receptores potenciando el flujo de calcio. Los antagonistas de ol provocan la
disociacién de éste mientras que la anquirina permanece unida a IP3R impidiendo la potenciacidn del flujo
de calcio. (modificado de Cobos, Entrena et al. 2008).
1.6.4.1 Modulacién de canales ionicos por o1

o0l es capaz de interaccionar con una gran variedad de canales idnicos y
receptores, modulando su actividad. Debido a su caracteristica de chaperona modulada
por ligando, ol regula el plegamiento de proteinas, asi como su degradacién (Hayashi
2015) y también se ha demostrado su interaccion en la membrana plasmatica con
diferentes tipos de canales, entre los que se incluyen canales de potasio, sodio y calcio
entre otros (Zamanillo, Romero et al. 2013). Ademas, se ha demostrado que esta
modulaciéon en algunos casos resulta potenciada por agonistas e inhibida con la
aplicacion de antagonistas de ol, aunque los mecanismos de accidén no se conocen
completamente (Tabla 1.2).

A lo largo de la ultima década, se ha demostrado que ol es capaz de inhibir la
actividad de los canales de sodio. Si bien la mayoria de los estudios se han realizado en
células y tejidos no neuronales, cabria esperar que en células excitables como las

neuronas también ocurra lo mismo. Utilizando la técnica de inmunoprecipitacion, se ha

descrito la interaccion directa de o1 con el canal Nay 1.5 presente en los miocardiocitos.
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Tabla 1.2: Interaccion de o1 con diferentes canales idnicos.

Canal isnica  Linea celularftejide Métada v pringpal efects Referemn:ia

Hawv 1.5 cardiociios IP dgonkias ¥ antagonstas impiden la Balasurlya 2012
tormacsan del complejo Nay 1.5—01

Mav 1.5 HEEXS3 Redurssin en la corrienta por agonistas Inhannessan XEE
de ol, reverbida por progesterana
; loha y 2011
|antagonista enddganods rl) s i
Hav 1.2 HEK 43 Intahicsan  cormente por agonstas oy Gao 2012
Ha~ 1.4 COs-7 antagonistas da ol
Kvl.d QuDCETos IF Axdar 200z

Registros edoctrofisiol ogicos.
Inaivacicn del canal por agonistas
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e Fncediflea Lo interacekin

T MEI0E-15 iF Eourpcn 2013
kv l.
HEKZS3 Inhdblckin e Abraham 3019
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WECC tipa | RGL5 IF Tehesdra 2008
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por activackdin de ol
TRPW1 HEEZS3 IF riir-Ranierla 2018

Maurnnas da DRG da ratén
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Esta interaccidn se ha visto modificada con el uso de ligandos de o1, tanto el uso de
agonistas o antagonistas impide la formacién del complejo lo que podria sugerir una
modulacion por otro mecanismo (Balasuriya, Stewart et al. 2012).

El efecto inhibitorio de agonistas de 61 en canales de sodio, también ha sido demostrado
en sistemas heterélogos (células HEK293 transfectadas con Nay 1.5). Ademads, se ha

demostrado que la progesterona, antagonista enddégeno de o1, es capaz de bloquear la
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inhibicion de Nay 1.5 provocada por agonistas de o1 (Johannessen, Ramachandran et al.
2009, Johannessen, Fontanilla et al. 2011). Otros miembros de esta familia de canales
también son modulados por agonistas de o1 como el Nay 1.2 y Nay 1.4 aunque en estos
casos la inhibicion de la actividad resulté independiente de la activacién de o1 (Gao, Yao
et al. 2012).

Diferentes trabajos también han demostrado que 01 modula negativamente a
los canales de potasio. Aydar y colaboradores en 2002 demostraron que ol
inmunoprecipita con K,1.4, demostrando asi su interaccién directa en ovocitos y
también en el sistema nervioso central.

En estudios funcionales, demostraron que el uso de agonistas de o1 disminuye
la amplitud de la corriente del canal K,1.4 (Aydar, Palmer et al. 2002). M3s tarde, en
2012, Kinoshita demostrd que el canal Ky1.3 también interacciona con o1, sin embargo,
el uso de ligandos de o1 no indujo ninguna modificacién en la interaccion Ky1.3-c1y la
amplitud de la corriente de Ky1.3 no se vio afectada por éstos (Kinoshita, Matsuoka et
al. 2012).

El canal Ky 1.2 también forma fisicamente un complejo proteina-proteina con ol
en células provenientes del ndcleo accumbens y también cuando se co-transfectan en
la linea celular NG108-15 (Kourrich, Hayashi et al. 2013). Los canales K, 1.2 son
rectificadores de salida y se activan, con un cierto retardo, en presencia de
despolarizaciones moderadas. En el contexto de la nocicepcidn, esta interaccidon
muestra una actividad disminuida en Ky 1.2 que contribuye al dolor neuropatico
mecanico y de frio al despolarizar el potencial de membrana en reposo, reducir la
corriente umbral y, por ello, aumentar las tasas de activacion en las neuronas
mielinizadas (Zhao, Tang et al. 2013, Tsantoulas and McMahon 2014). Recientemente
Abraham y colaboradores demostraron que, la activacién farmacoldgica de o1, con los
agonistas PRE084 y SKF, induce una disminucion en la corriente dependiente de Ky 1.2
utilizando células HEK293 como un sistema de expresiéon heterdloga. Ademas,
demostraron la formacidon de un complejo fisico entre ambas proteinas (Abraham,
Fleming et al. 2019).

Davis en su revision del afio 2015 también ha enfatizado en la directa vinculacion

de o1 con los canales de potasio y su importancia en el procesamiento del dolor. La
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conclusién general resulta en una inactivaciéon directa de los canales de potasio por o1,
que lleva a repolarizaciones de membrana mds lentas manteniendo a las neuronas
activas por mayor tiempo (Davis 2015).

Existe evidencia que 01 modula, directa e indirectamente, a los canales de calcio
dependientes de voltaje (VGCC, del inglés Voltage-Gated Calcium Channels)
bloqueando el flujo de calcio hacia el interior de la célula (Zhang and Cuevas 2002).
Dentro de las diferentes familias de VGCC, existe evidencia de interaccion directa,
demostrada por inmunoprecipitacion, entre 61y el VGCC tipo L, en células ganglionares
de la retina. En esta preparacion, a nivel funcional se demostré que el uso de agonistas
de o1 indujo una inhibicion del calcio intracelular y de las corrientes de calcio
dependientes de voltaje (Tchedre, Huang et al. 2008). Pan y colaboradores demostraron
gue el uso de agonistas de o1 induce una inhibicion de la corriente de calcio dependiente
de voltaje en neuronas de DRG provenientes de animales lesionados y también en las
neuronas controles. Sin embargo, el uso del antagonista BD1063 no generé cambios en
la corriente en condiciones control, mientras que en neuronas de DRG axotomizados
produjo un incremento de ésta (Pan, Guo et al. 2014). Recientemente, Zhang y
colaboradores demostraron una interaccién directa entre ol y el VGCC tipo N cuando
es sobre expresado en células HEK293 resultado que fue validado utilizando la técnica
de FRET. A nivel funcional, cuando registraron neuronas colinérgicas del nucleo estriado
de ratas, encontraron que agonistas de o1 son capaces de inhibir la corriente de calcio
dependiente de voltaje y que este efecto inhibitorio fue abolido con el uso de un
antagonista de o1 (Zhang, Zhao et al. 2017).

Los canales sensibles a la concentracién extracelular de protones, ASIC, por sus
siglas en inglés (Acid Sensing lon Channels) también se han relacionado con ol. Asi,
Kwon y colaboradores demostraron en un modelo de dolor producido por isquemia, que
el uso del antagonista de o1, BD1063, y un bloqueante de los canales de ASICs redujo la
alodinia mecanica. Ademas, esta hipersensibilidad se vio incrementado cuando se
administré de manera simultanea PRE084, agonista de o1, y una solucién con pH acido,
sugiriendo una modulacidon de los canales ASIC por ol (Kwon, Roh et al. 2016).
Previamente ya se habian publicado trabajos en los que se demostraba una interaccién

fisica y funcional entre ol y los canales ASICs. En el afio 2010 Carnally, utilizando la
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técnica de microscopia de fuerza atdmica (MFA), demostrd la interaccion directa de
ASICla con o1 en células HEK293 co-transfectadas con ambas proteinas y observo una
disminucion en la interaccién con la utilizacién de un antagonista de o1 (Carnally,
Johannessen et al. 2010). En otro estudio, Herrera y colaboradores en el afio 2008
demostraron una interacciéon funcional entre ASIC1 and ol. En este estudio, realizado
en neuronas corticales, la corriente y el calcio intracelular dependiente de ASIC1a se vio
disminuida con la aplicacién de agonistas de o1, efecto que fue contrarrestado por
antagonistas de éste (Herrera, Katnik et al. 2008).

Los canales TRP, como se ha mencionado previamente en el apartado 1.2.3,
estan intimamente relacionados a los procesos nociceptivos. Sin embargo, hasta ahora
la evidencia existente de su posible modulacion por el 61 es casi nula. La primer y Unica
evidencia que existe, fue publicada en el afio 2018 por el grupo de investigacion liderado
por Morales-Lazaro. En este trabajo demuestran una interaccion fisica y funcional entre
el canal TRPV1y ol. Sus resultados sugieren que 01 modula directamente al canal TRPV1
y que esta modulacion afecta los niveles de expresién del mismo. En este trabajo se
describe que el uso de BD1063, un antagonista sintético del o1, disminuye los niveles de
expresion de proteina de TRPV1 en neuronas de DRG y en células HEK293 que expresan
de manera transitoria el canal. Estos resultados fueron similares a los obtenidos con la
aplicacion de progesterona, un antagonista enddgeno de ol. A nivel funcional, los
registros de “patch-clamp” mostraron una reduccidon en la corriente evocada por
capsaicina, agonista del canal TRPV1, tras la incubaciéon con BD1063 o progesterona

(Ortiz-Renteria, Juarez-Contreras et al. 2018).

1.6.5 La chaperona ol y dolor: uso de antagonistas como estrategia de analgesia
Como se ha mencionado previamente, los antagonistas de ol son los ligandos
capaces de imitar la desactivacion genética o eliminacién de ol (Nguyen, Lucke-Wold et
al. 2015). Diversos resultados obtenidos en modelos de dolor inducidos en ratones
deficientes para ol muestran una atenuacion en las respuestas nocifensivas inducidas
por formalina o capsaicina (Cendan, Pujalte et al. 2005, de la Puente, Nadal et al. 2009,
Entrena, Cobos et al. 2009) y en modelos de lesién nerviosa. Respecto a este aspecto,

De la Puente y colaboradores observaron en el afio 2009 que en ratones carentes de ol
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no se desarrollaba alodinia mecanica ni térmica (frio) tras lesionar el nervio ciatico (de
la Puente, Nadal et al. 2009, Merlos, Romero et al. 2017). Estas evidencias han centrado
la atencidn en estudiar los antagonistas de o1 en diferentes modelos de dolor.

Debido al creciente nimero de ligandos utilizados en diferentes modelos de
dolor en (revisado por Cobos, Entrena et al. 2008, Romero, Merlos et al. 2016) nos
centraremos solo en los que se han utilizado en el presente estudio (BD1063 y S1RA).
Los antagonistas BD-1047, BD-1063 (Matsumoto, Bowen et al. 1995) han sido probados
en diferentes modelos de dolor en animales. Entrena y colaboradores publicaron en
2009 que estos compuestos mostraron efectos antialodinicos en la respuesta mecanica,
en ratones silvestres que habian recibido previamente una inyeccidn de capsaicina. El
efecto de estos farmacos fue dependiente de la dosis administrada, siendo BD-1063 el
mas potente y cuyo efecto pudo revertirse con la administracion de PRE-084, un
agonista del o1 (Entrena, Cobos et al. 2009). BD1063 ha sido involucrado recientemente
como modulador del dolor provocado por la inyeccion intraplantar de capsaicina.
Ratones previamente tratados con una inyeccion intraescapular de BD1063 mostraron
menor comportamiento nocifensivo tras la inyeccion intraplantar de capsaicina (Ortiz-
Renteria, Juarez-Contreras et al. 2018).

S1RA, desarrollado en la farmacéutica catalana ESTEVE, también llamado en la
literatura como E-52862 o MR-309, ha sido descrito como uno de los mejores ligandos
de la chaperona o1 por su alta selectividad para ésta (Diaz, Cuberes et al. 2012, Romero,
Zamanillo et al. 2012). Por sus propiedades quimicas, SIRA es capaz de atravesar la
barrera hematoencefélica, uniéndose a ol en el sistema nervioso central. Adem3s, SIRA
también ejerce una inhibicion dosis-dependiente del perfil nociceptivo que se desarrolla
tras la aplicacién intraplantar de formalina, la hipersensibilidad térmica y mecanica por
lesién nerviosa y por aplicacion de capsaicina. Por otro lado, la aplicacion sistémica de
S1RA inhibid la hipersensibilidad térmica y mecanica derivada de la ligacién del nervio
ciadtico en ratones, efecto que también es dosis dependiente (Romero, Zamanillo et al.
2012). Recientemente, Bravo-Caparrds y colaboradores han publicado los efectos
antinociceptivos de S1RA en un modelo de lesidon nerviosa parcial en ratones. En este
trabajo se confirmé que los ratones deficientes de o1 no desarrollan la alodinia al frio y

muestran una marcada reduccién en la alodinia mecanica respecto a los ratones
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silvestres. Sin embargo, si desarrollaron hiperalgesia al calor. Por otro lado, la
administracion sistémica de S1RA a ratones silvestres atenud los tres sintomas
mencionados, los cuales fueron observados nuevamente con la administracion del
agonista PRE-084 (Bravo-Caparros, Perazzoli et al. 2019). Distintas evidencias sugieren
que los efectos antinociceptivos del tratamiento con S1RA presentan un sitio de acciéon
en el sistema nervioso central. Sin embargo, Vidal-Torres y colaboradores demostraron
en 2014 que tras la administracion de formalina intraplantar, SIRA produce atenuacién
en el comportamiento nocifensivo (tiempo de lamida y nimero de elevaciones de la
pata trasera) sélo si es inyectado en la misma pata en la que se aplicoé previamente la
formalina. Estos resultados sugieren que S1RA también presenta sitios de accion
periféricos (Vidal-Torres, Fernandez-Pastor et al. 2014).

Modelos de inflamacién también han sido estudiados bajos los efectos de S1RA.
Asi, en 2014, Gris y colaboradores demostraron la capacidad de S1RA para revertir los
sintomas inducidos por la inyeccién de carragenina (modelo de dolor de inflamacién
aguda) y CFA (modelo de dolor por inflamacién crénica) (Gris, Merlos et al. 2014). El
efecto antinociceptivo de S1RA también ha sido testado en modelos de dolor visceral
con resultados prometedores. Por ejemplo, el comportamiento nocifensivo inducido por
la aplicacidn de capsaicina en el colon se vio atenuado por la administracion subcutanea
de S1RA (Gonzalez-Cano, Merlos et al. 2013).

También existe evidencia que S1RA es eficaz en distintos modelos de dolor
neuropatico, como la neuropatia inducida por diabetes tipo 2. Asi, Paniagua vy
colaboradores demostraron en 2017 que la administracidn intraperitoneal de S1RA
revierte los sintomas de la neuropatia, especificamente la hiperalgesia mecanica y
térmica al calor (Paniagua, Giron et al. 2017). Otro modelo de dolor neuropatico y de
gran interés para nuestro grupo de trabajo es la neuropatia inducida por
guimioterapéuticos. Existe evidencia de que el efecto antinociceptivo de S1RA se
observa en ratones tratados con paclitaxel. En 2012, Nieto y colaboradores demostraron
gue ratones deficientes para el ol no desarrollan la alodinia al frio y mecanica
comparado con los ratones silvestres (Nieto, Cendan et al. 2012). Adicionalmente la
administracion de S1RA subcutdneo 30 minutos previos a la inyeccion de paclitaxel

previno el desarrollo de los sintomas antes mencionados.
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Los efectos de S1RA han sido evaluados con otros quimioterapéuticos de la
familia de los platinos. En 2016 Gris publicé que la alodinia al frio provocada por la
administracion de oxaliplatino se revierte con la administracion de S1RA siendo este
efecto dosis dependiente, como se ha observado en otros modelos de dolor.
Adicionalmente, se demostré que la administracién en simultaneo de S1RA con
oxaliplatino previene el desarrollo de la alodinia al frio provocada por este
quimioterapéutico (Gris, Portillo-Salido et al. 2016).

Recientemente, se Bravo-Caparrds y colaboradores han demostrado la
vinculacion de o1y el proceso de neuroinflamacién en DRG tras realizar una lesién en el
nervio ciatico. Los ratones deficientes para ol desarrollaron menor alodinia mecanicay
mostraron una menor infiltracién de macréfagos, asi como niveles mas bajos de IL-B6
en cultivos de neuronas de DRG comparado con los ratones silvestres (Bravo-Caparrés,
Ruiz-Cantero et al. 2020).

Ademas de las evidencias de SIRA como analgésico y antialodinico en diversos
modelos de dolor animal, en 2018 Bruna y colaboradores publicaron resultados
satisfactorios en ensayos clinicos con S1RA, realizados en el Hospital Universitario de
Bellvitge, Barcelona. En ellos se evidencia que S1RA reduce parcialmente el dolor
provocado por estimulos de frio y los signos de hiperexcitabilidad motora en pacientes
con cancer colorrectal tratados con oxaliplatino (Bruna, Videla et al. 2018). A nivel
clinico se ha podido demostrar una buena tolerancia a dosis Unicas de hasta 800 mg en
hombres y mujeres o en dosis multiples de hasta 400 mg, sin evidenciar rasgos de
toxicidad limitante ni efectos secundarios completando asi satisfactoriamente la fase I.
Actualmente S1RA ha finalizado la fase Il con ensayos clinicos en diferentes cuadros de
dolor neuropatico, como la neuropatia diabética dolorosa, el dolor postoperatorio y la
neuralgia postherpética (Laboratorios ESTEVE).

En resumen, el estudio de los antagonistas de la chaperona ol representa una
prometedora estrategia analgésica. Sin embargo, aunque existe mucha evidencia
conductual en diferentes modelos de dolor, poca es la informacion existente acerca de

los posibles mecanismos por los cuales S1RA produce este efecto antinociceptivo.
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2. OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar el papel del canal idnico TRPA1 en la neuropatia periférica inducida por el

agente quimioterapéutico oxaliplatino en un modelo murino, asi como su posible

modulacion por la chaperona sigma-1 (o1).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Estudiar la sensibilidad mecanica y al frio en ratones silvestres tratados con
oxaliplatino y la implicacién de TRPAl en esta neuropatia, caracterizando
ratones carentes de este canal.

Estudiar el posible efecto preventivo del S1IRA, antagonista de o1, sobre el
desarrollo de la hipersensibilidad a estimulos mecdanicos y de frio inducidos por
la administracién de oxaliplatino.

Estudiar el efecto del S1IRA sobre el dolor producido por la inyeccién
intraplantar de AITC, agonista de TRPA1, en ratones silvestres y en ratones
carentes de TRPAL.

Caracterizar a nivel celular, utilizando técnicas biofisicas y de imagen, el efecto
del S1RA sobre la activacion de TRPA1 en células HEK293 y en células HEK293
carentes de o1.

Analizar el efecto de la incubacién con S1RA de neuronas sensoriales,
obtenidas de DRG de ratones tratados con oxaliplatino, sobre las respuestas
mediadas por el canal TRPA1 activado por estimulos quimicos vy fisicos.
Estudiar, en las neuronas sensoriales de DRG obtenidas de ratones tratados
con oxaliplatino, el efecto de la administracion intraperitoneal de S1RA sobre
la respuesta a AITC.

Estudiar, mediante técnicas bioquimicas, la interaccidn entre el canal TRPAly

ol.
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3. MATERIALES Y METODOS

65



En este apartado se describen las técnicas experimentales utilizadas durante este

estudio.

3.1 Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6 y TRPA17-machos y hembras de 8 a 15 semanas de
edad. Los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con el Real
Decreto 53/2013 y a la directiva de la Comunidad Europea 2016/63/EU. El comité Etico
de la Universidad Miguel Herndndez, asi como la Conselleria de Presidencia y
Agricultura, Pesca, Alimentacion y Agua de la Generalitat Valenciana aprobaron el
procedimiento experimental. Los animales se estabularon en el animalario RMG de la
Universidad Miguel Hernandez, ubicado en el Instituto de Neurociencias UMH-CSIC. Se
mantuvo a los animales en salas con la temperatura controlada, ciclos de luz y oscuridad
adecuados y con comida y agua ad libitum.

Los ratones silvestres C57BL/6 (C57BL/60laHsd) se compraron a la compafiia
Harlan (Indianapolis, EEUU). Los ratones TRPA1”7- (nomenclada como linea FV4 en
nuestro laboratorio) fueron donados por el Dr. David Corey (Kwan, Allchorne et al.

2006).

3.1.1 Induccion del modelo de neuropatia por oxaliplatino en ratones

La administracidon de oxaliplatino en ratones da lugar a una neuropatia con
caracteristicas similares a la que se observa en pacientes tratados con este compuesto
anticancerigeno. Para la induccién de la neuropatia por administracion de oxaliplatino,
se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 y TRPA17". Los animales fueron aclimatados en
la zona experimental durante al menos 3 dias previos a la realizacién de las pruebas de
comportamiento para la obtencion de datos basales (pruebas previas a la administraciéon
del oxaliplatino).

Se prepard un stock de oxaliplatino (Tocris Bioscience REF. 2623, 5 mM en agua
destilada) que se mantuvo hasta 12 meses a -20 °C. La dosis de cada inyeccion de
oxaliplatino fue de 6 mg/Kg. Para ello, se hizo una dilucién del stock en glucosa 5 % y se
inyect6 el volumen correspondiente segun el peso del raton (10 ml/Kg). El oxaliplatino

siempre fue preparado el mismo dia de la inyeccion. El modelo consistid en la aplicaciéon
66



de 3 inyecciones intraperitoneales de oxaliplatino 6 mg/Kg o su vehiculo (glucosa 5 %),
aplicados en dias alternos (Fig. 3.1). La inyeccion del oxaliplatino o el vehiculo fue

realizada en ciego.

Inyeccién de oxaliplatino
6 mg/Kg 6 glucosa 5%

6 54 -3 -2 -1 1 2 3 4 5 6 7 8-12 diss

aclimatacion von Frey von Frey Placafriaunilateral
acetona acetona (UCP) 10C
Disociacion de

neuronas de DRG

Imagen de calcio in vitro

Figura 3.1. Protocolo de induccion de la neuropatia por administracion de oxaliplatino. Los valores
basales de las pruebas de comportamiento de von Frey y acetona se realizan a D-3 cuando los animales
han tenido al menos dos o tres dias de aclimatacion en la zona experimental. En DO, D2 y D4 se realizaron
las inyecciones intraperitoneales de oxaliplatino, 6 mg/Kg o glucosa 5 %. A D7 se evalla la presencia de
alodinia mecanica y al frio (en ese orden). Los dias D8 a D12 se realiza la prueba de la placa fria unilateral
(UCP) a 10 °Cy la extraccidn de DRG para posterior disociacion de sus neuronas y la realizacidn de registros
de imagen de calcio in vitro.

Datos previos indican que la maxima hipersensibilidad mecanica y al frio tras la
administracion de oxaliplatino se manifiesta 3-4 dias posterior a una inyeccion del
mismo (Descoeur, Pereira et al. 2011). Por esta razén, las pruebas conductuales (prueba
de la acetona y von Frey) se realizaron tres dias posteriores a la ultima inyeccién de
oxaliplatino (D7). Por otro lado, en ocasiones (entre los dias D8 y D12) se procedid a la
extraccién de los ganglios raquideos (DRG) para posteriormente caracterizar las
neuronas disociadas. Por ello, la prueba de la placa fria unilateral se aplicé el mismo dia
de la realizacidn de la extraccion de los ganglios y asi poder asi confirmar la presencia

del fenotipo de dolor (Fig. 3.1).

3.1.2 Inyeccion de S1RA en ratones
Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6. En este grupo experimental se ha
trabajado solo con ratones machos por la falta de disponibilidad de ratones hembra en

su momento.

El compuesto S1RA (E-52862), fue proporcionado por la empresa farmacéutica

Laboratorios ESTEVE S.A. Se trata de un antagonista especifico de la chaperona o1 con
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alta afinidad (Ki = 17 nM). En los estudios in vivo, se inyecté intraperitonealmente a una
concentracion final de 40 mg/Kg. La solucién del compuesto se prepard el mismo dia de
la inyeccidn, y fue disuelto en solucidn salina estéril (9 mg/ml, B. Braun Medical). El
volumen de solucién inyectado fue proporcional al peso del animal (10 mi/Kg). Los
animales recibieron una inyeccidon de S1RA durante once dias consecutivos, tres dias
antes de la primera inyeccién de oxaliplatino y hasta tres dias después de la ultima (Fig.
3.2). A partir del dia 7 se realizaron las pruebas conductuales que se explican a
continuacion, para asi evaluar el efecto antialodinico de la administraciéon de S1RA (Gris,

Portillo-Salido et al. 2016). La inyeccién de S1RA o su vehiculo se realizo a ciegas.

S1RA 40 mg/Kg
salino

6 54 -3 -2 -1 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 dias

aclimatacién von Frey Inyeccion oxaliplatino von Frey Placa fria unilateral
acetona 6 mg/Kg acetona (UCP)10°C

Disociacion de
neuronas de DRG

Imagen de calcio in vitro

Figura 3.2. Modelo preventivo de la induccion de la neuropatia periférica por administracion de S1RA.
Desde el dia posterior a la realizacidon de las pruebas de von Frey y acetona basales, D-3, hasta D7 se
realizaron inyecciones intraperitoneales matutinas de S1RA 40 mg/Kg o solucion salina. Simultaneamente,
a DO, D2 y D4 se realizan inyecciones vespertinas de oxaliplatino 6 mg/Kg o glucosa 5 %. A D7 se realizan
las pruebas de von Frey y acetona. Los dias D8-D10 se realiza la prueba de UCP 10 °C y la posterior
extraccion de DRG para la realizacion de registros de imagen de calcio in vitro. Las inyecciones se
realizaron en ciego.

3.2 Pruebas de comportamiento

Para las pruebas de comportamiento se utilizaron ratones C57BL/6, TRPA1”
machos y hembras de 8 a 15 semanas de edad. La evaluacién y andlisis conductual se

realizd en ciego.

3.2.1 von Frey
Los ratones fueron ubicados en cajas de metacrilato transparente sobre una

malla metdlica con perforaciones de 5x5 mm, al menos 2 horas antes de la evaluacién
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para lograr la habituacion al lugar. La sensibilidad mecanica fue evaluada aplicando los
filamentos de von Frey (BIO-VF-M model, Bioseb-In vivo Research Instruments, France),
(Tabla 3.1). El filamento fue aplicado perpendicular a la superficie plantar y se ejercié
presion hasta curvarlo formando un dngulo de 90°. El filamento se mantuvo en esta
posicién al menos 1 segundo, a menos que el animal mostrase una respuesta positiva
antes de finalizar la aplicacion del estimulo. En este trabajo se ha considerado como
respuesta positiva la elevacion o desplazamiento de la pata trasera inmediatamente
posterior a la aplicacion del estimulo (Fig. 3.3A).

El paradigma que se empleé es el llamado “up and down” (Dixon 1980, Chaplan,
Bach et al. 1994) y para evaluar la presencia de alodinia mecdnica se siguio el protocolo
descrito por Lloridn-Salvador M. y colaboradores (Llorian-Salvador, Gonzalez-Rodriguez
et al. 2016) que menciono brevemente a continuacién:

Los filamentos utilizados fueron los catalogados por Bioseb como 2.44, 2.83,
3.22, 3.61, 4.08, 4.56. En la Tabla 3.1 se puede consultar la fuerza que ejerce cada uno
de estos filamentos. Se comenzé la evaluacién con el filamento 3.61 que corresponde al
valor medio del rango de fuerzas utilizadas. Una respuesta positiva fue seguida por la
aplicacion del filamento inmediatamente mds fino (filamento 3.22), en caso de obtener
una repuesta negativa se aplicé el pelo inmediatamente mds grueso (filamento 4.08).
Este procedimiento se aplicé hasta tener 6 respuestas consecutivas (positivas o
negativas). Los resultados se expresan como el 50 % del umbral de respuesta. Para ello

se calcula utilizando la siguiente férmula matematica:

10X+ jd
10.000

50% (umbral)g =
Donde Xt es el valor del ultimo filamento de von Frey aplicado, j es un factor de
correccion basado en el patrén de respuestas y se obtiene de la tabla de calibracién de
Dixon (Dixon 1965) y d es la distancia media entre el tamafio de los estimulos (en este
caso 0.39). El valor final para cada medida, se determind como el promedio entre ambas

patas traseras.
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Tabla 3.1. Filamentos de von Frey utilizados como estimulos mecanicos. Informacion extraida de la casa
comercial BIOSEB.

Segun la casa comercial BIOSEB

Tamano del estimulo

Fuerza (g)
Log (10*fuerza(mg))
2.44 0.04
2.83 0.07
3.22 0.16
3.61 0.40
4.08 1
4.56 4

3.2.2 Prueba de acetona

Para evaluar la sensibilidad al frio inocuo, se utilizé la prueba de evaporacion de
la acetona. Esta prueba es utilizada para medir los comportamientos aversivos
provocados por el enfriamiento por evaporacion. Generalmente es utilizada como una
medida de alodinia al frio (Deuis, Dvorakova et al. 2017). Los animales fueron colocados
en cajas transparentes sobre una rejilla metalica (perforaciones de 5x5 mm). Con una
jeringa de 1 ml (J. T. Baker REF. 67-64-1) se aplicé una gota de aproximadamente 50 pl
de acetona sobre la superficie plantar de la pata trasera. Durante los 60 segundos
posterior a la aplicacidon se contabilizaron comportamientos como la elevacion de la
pata, la apertura de los dedos y la lamida o sacudida de la pata. El valor final se obtuvo
como el promedio de la evaluacidon de ambas patas traseras. Se evalué cada extremidad
por separado y se calculé el valor promedio del nimero de comportamientos

observados en cada una de ellas (Fig. 3.3B).

3.2.3 Prueba de placa fria unilateral a 10 °C

Para el estudio de la hipersensibilidad al frio se utilizé |la prueba de la placa fria
unilateral (Menéndez, Lastra et al. 2002). Los animales fueron cuidadosamente
inmovilizados, apretando suavemente con dos dedos la piel de la regidén interescapular.
Una vez inmovilizados, se colocé una sola pata trasera en la placa a 10 °C (lITC Life

Science, modelo PE34) y se cronometrd la latencia de elevacién o retirada de la pata. En
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esta prueba es esencial que el animal mantenga la extremidad evaluada en contacto
permanente con la superficie de la placa para evitar falsos positivos. El valor final fue

obtenido de calcular el promedio de las latencias de ambas patas traseras (Fig. 3.3C).

Prueba de von Frey Prueba de acetona Prueba de UCP

Figura 3.3. Pruebas de conducta aplicados. A) prueba de von Frey para evaluar alodinia mecanica. B)
Prueba de acetona para evaluar alodinia al frio. C) Prueba de placa fria unilateral (Unilateral Cold Plate,
UCP) a 10 °C para evaluacion de la hiperalgesia al frio.

3.2.4 Inyeccion intraplantar de AITC

Para el estudio del comportamiento aversivo provocado tras la activacidon del canal
TRPA1 se realizd una inyeccién subcutanea en la superficie plantar de 10 pl de AITC 10
mM. Los animales fueron inmovilizados e inyectados con una jeringa de insulina (29G)
en la pata trasera derecha, inmediatamente posterior a la inyeccion fueron colocados
en cajas transparentes sobre una rejilla metalica (perforaciones de 5x5 mm) donde se
realizé la grabacion del comportamiento durante 5 minutos. La respuesta aversiva fue

medida como la cuantificacién del tiempo de lamida (segundos) de la pata inyectada.

3.3 Cultivos celulares, transfeccion y disociacion de neuronas

En este trabajo se han utilizado células embrionarias de rifién humano (células
HEK293) obtenidas a través de ECACC (European Collection of Cell Cultures). Estas
células se han utilizado como sistema de expresidn transitoria del canal hTRPA1-tGFP,
también se han utilizado para obtener la linea estable HEK293-hTRPA1-tGFP y para

obtener la linea en la que se silencid la chaperona sigma 1 (o1).
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3.3.1 Medios de cultivo
Medio completo para células HEK293 (DMEMc): medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) con Glutamax (Gibco™REF. 61965-026 Thermo Fisher Scientific) suplementado

con 10 % de suero bovino fetal y 1 % de penicilina-estreptomicina.

Medio completo para células HEK293-61KO (DMEMc-61KO): medio Eagle modificado
por Dulbecco enriquecido con glucosa (D-6546 Sigma-Aldrich) con 10 % de suero bovino
fetal (FBS, Gibco™REF. 16000-044 Thermo Fisher Scientific), 1,1 % L-glutamina-
penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich REF. G6784) y 0.06 % diclorhidrato de
puromicina (Sigma-Aldrich REF. P9620).

Medio completo sin Ca?* para neuronas: Medio HBSS sin CaCl, y sin MgCl, (Gibco™
REF.14170-088 Thermo Fisher Scientific) suplementado al 1 % con medio MEM-vit
(Gibco™ REF. 11120-037 Thermo Fisher Scientific), al 10 % con suero fetal bovino (FBS,
Gibco™REF. 16000-044) y al 1 % con penicilina/estreptomicina (Gibco™ REF.
PL15140122 Thermo Fisher Scientific).

Medio completo para neuronas (MEMc): Medio MEM con L-glutamina (Gibco™ REF.
11095-080 Thermo Fisher Scientific) suplementado al 1 % con medio MEM-vit (Gibco™
REF. 11120-037 Thermo Fisher Scientific), al 10 % con suero fetal bovino (FBS,
Gibco™REF. 16000-044 Thermo Fisher Scientific) y al 1 % con penicilina/estreptomicina
(Gibco™ REF. PL15140122 Thermo Fisher Scientific).

Medio INCmix (para disociacion enzimatica de neuronas): NaCl 155 mM, K;HPO4 1.5
mM, HEPES 5.6 mM, NaHEPES 4.8 mM, glucosa 5 mM y penicilina/streptomicina 1 pl/ml,

en agua destilada autoclavada, pH: 7.4.
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3.3.2 Linea celular HEK293

Se utilizaron células HEK293 como sistema de expresidn heterdloga. Este sistema
confiere la ventaja de poder expresar la o las proteinas de interés en un sistema
bioldgico menos complejo y con un mayor control de las condiciones experimentales.

Las células HEK293 (ECACC, Salisbury, Reino Unido) se mantuvieron en medio
completo DMEMc incubadas a 37 °C en una atmdsfera con 5 % de CO..

Semanalmente se realizé un pase celular como parte de su mantenimiento,
limitando el uso del mismo lote celular hasta el pase nuimero 30. Ademas,
mensualmente, las células fueron analizadas con la prueba de micoplasma,
descartandose las mismas en caso de dar positivo. Este proceso de mantenimiento se

realizd con todas las lineas celulares utilizadas.

3.3.3 Células HEK293-01KO

La linea celular HEK293 en la cual la chaperona ol se encuentra silenciada fue
suministrada por los Laboratorios ESTEVE (Ciudad de Barcelona, Espaia). Para su
generacion, se realizd el silenciamiento genético de la chaperona ol mediante la
tecnologia CRISPR-Cas9. En los Laboratorios ESTEVE, verificaron la ausencia de ol
mediante estudios de union (binding) utilizando como radioligando la [3H]-(+)
pentazocina, un agonista de o1, siendo el valor de la constante de disociacidon obtenida
mayor a 1000 nM (Kd > 1000 nM). Ademas, comprobaron mediante western blot que
en muestras de esta linea no existe expresion de la proteina. Este ultimo control también
fue realizado en nuestro laboratorio para verificar la ausencia de la chaperona ol una
vez recibidas las células.

Las células HEK293-61KO se mantuvieron en medio completo DMEMc-01KO

incubadas a 37 °C en una atmodsfera con 5 % de CO;.
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3.3.4 Transfeccion transitoria

3.3.4.1 Protocolo de transfeccidn

La introduccién de dacidos nucleicos en las células HEK293 se realizd por el
método de lipofeccidon. El protocolo de transfeccién transitoria consistié en los
siguientes pasos:

Las células HEK293 se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de
2x10° células / pocillo. Dependiendo del experimento, se (co) transfecté 1 o 2 plasmidos
simultaneamente, manteniendo la cantidad total de ADN en 1 - 1.5 ug por pocillo. La
transfeccion consistioé en la combinacion de dos soluciones previamente preparadas:

1. 50 ul de OptiMem (Gibco™ REF. 11058-021 Thermo Fisher Scientific) + ADN

2. 50 pl de OptiMem + 2 ul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen REF.1168-019).
Este volumen final fue incubado a temperatura ambiente durante 20 minutos y fue
agregado por goteo al pocillo con células que se encontraban en 400 ul de DMEMc.
Después de 4-6 horas, el medio celular se reemplazé por 0.5 ml de DMEMc previamente
atemperado a 37 °C. Los experimentos de registro de calcio intracelular y registro
electrofisioldgicos tuvieron lugar 24 horas después de la transfeccién. La noche anterior
al experimento, las células se tripsinizaron (0,25 % de tripsina-EGTA) y se sembraron a
una densidad mas baja en cubreobjetos de vidrio de 12 mm de didmetro (Thermo Fisher

Scientific) previamente tratados con poli-Lisina al 0,01 % (P-4707 Sigma-Aldrich).

3.3.4.2 Plasmidos utilizados

Para la realizaciéon de este trabajo se utilizaron diferentes plasmidos de expresién
en mamifero, donados por diferentes laboratorios, y otro generado en el nuestro (Tabla
3.2). En estos plasmidos se encuentra el gen que codifica para la proteina TRPA1
fusionado a una molécula fluorescente turbo GFP (Green Fluorescent Protein) o el gen
que codifica para la proteina ol fusionado a una molécula EYFP (Enhanced Yellow

Fluorescent Protein) o mCherry (miembro de las proteinas fluorescentes rojas).
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Tabla 3.2. Resumen de plasmidos utilizados.

Plasmido Gen Procedencia Observaciones Referencia

hTRPA1-tGFP TRPA1 humano Dr. Viktorie Proteina de fusion (Sura, Zima et
fusionado con Vlachova Variedad turbo GFP  al. 2012)
turbo GFP en extremo C-

terminal de TRPA1
Excitacion: 470 nm

mol1R-EYFP o1R ratén Dr. Tsung-Ping Proteina de fusion (Hayashi and
fusionado con Su EYFP en extremo C-  Su 2003)
EYFP terminal de o1R

Excitacion: 514 nm

holR-mCherry o01R humano Laboratorio Proteina de fusion
fusionado con Dr. Viana mCherry en extremo
mCherry Dra. Gomis C-terminal de 1R

Excitacion: 590 nm

3.3.4.3 Generacion linea celular estable HEK293-hTRPA1-tGFP

La linea celular HEK293 con expresién estable del canal iénico TRPA1-tGFP
humano fue generada en nuestro laboratorio, utilizando el método de seleccidn con
antibidtico. Originalmente se realizé la transfeccidn transitoria en células HEK293 con el
ADN de hTRPA1-tGFP utilizando el protocolo de lipofectamina descrito previamente.
Transcurridas 48 horas posterior a la transfeccién y verificado el nivel de fluorescencia,
las células fueron cuidadosamente lavadas con PBS y despegadas de la superficie con
100 ul de tripsina a 37 °C. Posteriormente, se realizo el traslado de estas células a una
botella de 25 cm? (4rea de cultivo) con 4 ml de DMEMc. Una vez en la botella, las células
fueron tratadas con el antibiético geneticina (G418, Roche REF. 0427878001). La dosis
de G418 fue incrementandose gradualmente de 250 pg/ml a 1000 pg/ml en un periodo
de dos semanas, realizando los pases correspondientes. Finalmente, tras el tratamiento
con G418, las células separadas por fluorescencia utilizando un citdmetro de flujo. Las
células verdes recolectadas se pasaron nuevamente a una botella con DMEMc y

geneticina (1000 pg/ml) para su mantenimiento y utilizacién.
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3.3.5 Disociacion de neuronas sensoriales obtenidas de (DRG)

Con el objetivo de estudiar el comportamiento de las neuronas sensoriales
periféricas, se realizaron cultivos primarios de neuronas obtenidas de ganglios raquideos
de ratones macho y hembra adultos (8-15 semanas de edad) de la cepa C57BL/6 vy
TRPA17- que se encontraban estabulados en el animalario RMG del Instituto de
Neurociencias UMH-CSIC.

Los ratones fueron anestesiados con isoflurano y a continuacién, una vez
inconscientes y arrefléxicos, se sacrificaron por decapitacion. Una vez extraida la
columna vertebral, los DRG fueron separados de la médula espinal y colocados en una
placa Petri de 60 mm con 2 ml de HBSS sin CaCl; y sin MgCl,, (Gibco™ REF.14170-112
Thermo Fisher Scientific) para la extraccion de las raices de los nervios raquideos.
Posteriormente, los ganglios ya axotomizados, se colocaron en un Eppendorf con 0,07
% colagenasa tipo Xl (Sigma-Aldrich REF. C7657) y 0,3 % de dispasa (Gibco™ REF.17105-
041 Thermo Fisher Scientific) en medio INCmix para su digestion enzimatica. Los ganglios
se mantuvieron en esta solucidn durante 45 minutos a 37 °Cy con 5 % de CO,.
Posteriormente, se disociaron mecanicamente con el objetivo de obtener una
suspension celular de neuronas sensoriales. La disociacion mecdanica consistié en pasar
cuidadosamente la suspension a través de una punta de pipeta de 1 ml (10-12 veces),
seguido de una filtracién a través de un filtro de nailon de 70 um de tamano de poro
(Falcon). Las neuronas se recogieron por centrifugacién a 1250 rpm durante 5 minutos.
en medio completo sin calcio. Finalmente, el sedimento resultante fue resuspendido en
MEMc. Las neuronas se sembraron sobre cristales de vidrio de 0.6 mm (10 pl/cristal) de
didmetro tratados con poli-L-lisina al 0.01 % (Sigma) (Thermo Fisher Scientific). No se
afiadieron factores de crecimiento al medio de cultivo. Una vez sembradas las células en
los cristales, se las mantuvo en el incubador durante 1 hora, para favorecer la fijacion a
los mismos, y luego se agregd MEMc hasta cubrir completamente el pocillo que las
contenia. Los experimentos de imagen de calcio se realizaron de manera aguda, entre 4

y 6 horas posteriores a la realizacion del cultivo primario.
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3.4 Sistemas de Registro

Se realizaron registros de imagen de calcio y registros electrofisioldgicos, ambos
utilizando células sembradas sobre cristal. El cristal con las células fue colocado en una
camara de registro construida en metacrilato y con un volumen de aproximadamente
0.5 ml, con perfusidn constante de solucidn extracelular (1 ml/min) a una temperatura
de 33 +1 °Ccuando se registraron neuronas sensorialesy 26 + 1 °C cuando se registraron
células HEK293 y sus variaciones. La temperatura de la solucion de perfusién se mantuvo
mediante un sistema Peltier, fabricado por el taller electrénico del Instituto de
Neurociencias, a la entrada de la cdmara de registro. La temperatura de la solucidon
dentro de la cdmara de registro estuvo monitorizada constantemente a través de un
sensor de temperatura conectado a un termémetro digital (Physytemp modelo BAT-12).
El sensor de temperatura se mantuvo inmediatamente adyacente al campo celular
estudiado. La solucion de perfusién se mantuvo en circulacién por gravedad. Los
diferentes estimulos quimicos se aplicaron mediante un sistema de paso de vias manual
permitiendo cambiar de solucion sin interrumpir el flujo de perfusién. El sistema de
vaciado de la cdmara de registro fue mediante goteo por gravedad. La camara de
registro fue colocada sobre el objetivo de un microscopio (en el caso de los
experimentos de imagen de calcio, microscopio invertido) o por debajo del objetivo
(registros de electrofisiologia, microscopio vertical). El sistema de registro estaba dotado
de los componentes necesarios para realizar medidas de cambios de concentracién de
calcio intracelular y registros electrofisioldgicos de la corriente de membrana,

detallandose los componentes en las secciones correspondientes.

3.4.1 Soluciones extracelulares e intracelulares

La composicidn de la solucidon extracelular utilizada para los experimentos de imagen de

calcio in vitro y los registros de electrofisiologia se detalla en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Soluciones utilizadas para registros de imagen de calcio in vitro y registros de
electrofisiologia.
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Solucion extracelular Solucidn intracelular

Compuesto Concentracion (mM) Compuesto Concentracion (mM)
NacCl 140 CsCl 135
KCl 3 Mgcl, 2
Cacl, 2.4 HEPES 10
MgCl, 13 EGTA 1
Glucosa 10 Na,ATP 5
HEPES 10 NaGTP 0.1
pH 7.4 ajustado con NaOH pH 7.3 ajustado con CsOH
Osmolaridad: 290-300 mOsm/L Osmolaridad: 282 mOsm/L

3.4.2 Sustancias quimicas aplicadas a las células durante los registros

En los bloques experimentales de imagen de calcio in vitro (células HEK293 y
neuronas de DRG) para la activacién del canal TRPA1 se utilizé un agonista electréfilo,
AITC, a la concentraciéon de 50 UM y un agonista no electrdfilo, carvacrol, a la
concentracion de 100 uM. En ambos casos la solucion final de estos compuestos fue
preparada en solucién extracelular y aplicados a través del sistema de perfusién. La
solucidén stock de ambos compuestos fue preparada a una concentracién de 100 mM en
DMSO (Tabla 3.4).

En el caso de las células HEK293 también se aplicé carbacol (Cch) 20 uM como
activador de los receptores muscarinicos, utilizandose la respuesta a este compuesto
como control de viabilidad celular. La solucién stock de Cch fue preparada a 10 mM agua
destilada (Tabla 3.4).

En el bloque experimental de registros de electrofisiologia se utilizé AITC 50 uM
para evaluar los cambios de corriente dependiente de TRPA1.

En ambos tipos de registros, tanto las células HEK293 como las neuronas de DRG
fueron incubadas a diferentes concentraciones y tiempos de incubacién con los
antagonistas de la chaperona ol: S1IRA y BD1063. Las concentraciones utilizadas y

detalles de los compuestos se pueden encontrar en la Tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Compuestos utilizados en los bloques experimentales de imagen de calcio in vitro y
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3.4.3 Registro del cambio de la concentracién de Ca?*intracelular

La técnica de registro de imagen de calcio se basa en el uso de indicadores de

calcio fluorescentes para monitorizar los cambios en los niveles de calcio (Ca?*)

intracelular.

En este trabajo, los niveles de Ca?* intracelular se determinaron mediante el uso

de la sonda fluorimétrica Fura-2, en su variedad Fura-2-acetoximetil éster (Fura-2AM).

El Fura-2AM es capaz de atravesar la membrana plasmatica y penetrar en el interior

celular. Una vez en su interior, las esterasas citosélicas hidrolizan el grupo acetoximetil

éster (AM), permitiendo que el Fura-2 se mantenga en el interior celular para unirse al

calcio libre en el citoplasma. A continuacidn, se muestra el espectro de emisién del Fura-

2 a 510 nm cuando se excita utilizando diferentes longitudes de onda y a diferentes

concentraciones de calcio libre (Fig. 3.4).
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Figura 3.4. Espectro de excitacion de la molécula Fura-2 en soluciones con una concentracion de calcio
libre que van de 0 a 39,8 pM. Modificado de las especificaciones de producto del Fura-2AM (Invitrogen™
REF. F1221).

Cuando el Fura-2 no estd unido al calcio intracelular, presenta un pico de
excitacion de aproximadamente 362 nm (Fig. 3.4) que cambia a longitudes de onda mas
cortas cuando se encuentre unido a los iones de calcio intracelular. Se ha visto que la
excitacion de Fura-2 a 340 nm y 380 nm emite una intensidad de fluorescencia maxima
(510 nm) y que esta es directamente proporcional a la concentraciéon de calcio
intracelular (Grynkiewicz, Poenie et al. 1985). Asi, los cambios en la concentracién de
calcio intracelular se representan como el cociente obtenido entre la fluorescencia
emitida en las dos longitudes de onda R= (F340/F380) mediante la siguiente férmula:

_R .

[Ca2h= Kyl

max
Donde Kq es la constante de disociacién entre el Fura-2 y el Ca%*, Rmin Y Rmax lOs valores
de la razén de fluorescencia (F340/F380) que se obtienen al utilizar soluciones de
concentracion de calcio conocidas, siendo una de ellas saturante (Rmax) y la otra a cero
calcio (Rmin). Por tanto, los cambios en el cociente (F340/F380) estan directamente
relacionados con los cambios de calcio intracelular. Los resultados en este trabajo se

presentan como razon de fluorescencia (F340/F380).
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3.4.3.1 Medidas de la razén de fluorescencia (F340/F380)

Las células se incubaron a 37 °C durante 45 minutos en la solucién extracelular
con la forma permeable, Fura-2AM (Invitrogen™ REF. F1221) a una concentracién 5 uM
junto con 2 pl de Pluronic F-127 al 0.2 % (P6867-2G, Invitrogen) para facilitar la
penetracién del Fura-2AM en el interior celular. Una vez incubadas las células, los
cristales se lavaron con solucién extracelular y se colocaron en la cdmara de registro

montada en el microscopio.
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(340/380)
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Fura 2 ratio (340/380)

Figura 3.5. Variacion del calcio intracelular en células HEK293 expresando hTRPA1-tGFP. A) La primera
imagen muestra el nivel basal de calcio (F340/F380) de un cultivo de células HEK293 que expresan
hTRPA1-tGFP. Para esta imagen el nivel de calcio en la escala de pseudocolor viene marcado por colores
azul oscuro. En la imagen central se muestra el nivel de calcio intracelular de las células durante la
estimulacion con AITC 50 uM y se observa un avance en la escala de pseudocolor en direccién al rojo
segln aumenta la concentracion de calcio intracelular. La tercera imagen se muestra la recuperacion de
los niveles de calcio intracelular hacia el valor basal una vez retirado el estimulo de AITC. B) En el gréfico
se muestran los datos del curso temporal de las variaciones en la concentracién de calcio intracelular
representados con el programa OriginPro 8.0 (OriginLab) donde cada trazo corresponde a una célula
seleccionada y los niveles de F340/F380 para los estimulos de AITCy Cch.

Las células cargadas con Fura-2AM se excitaron de forma alterna con luz a las

longitudes de onda de 340 y 380 nm, utilizando una rueda de filtros (Lambda 10-2; Sutter
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Instruments) y una lampara de xendn (Sutter Instruments) a través del objetivo 20x de
un microscopio invertido (Leica DMI 3000B). La fluorescencia emitida fue
posteriormente filtrada con un filtro de paso de longitud de onda larga de 510 nm para
ser detectada por una cdmara CCD Orca ER (Hamamatsu Photonics K.K.).

Las imagenes fueron adquiridas con una frecuencia de 1 cada 3 segundos con el
programa Metafluor (Molecular Devices), visualizandose los cambios de la razén de
fluorescencia (F380/F340) en tiempo real. Posteriormente, los registros se
representaron utilizado el programa OriginPro 8.0 (OriginLab). En la figura 3.5 se
muestra un ejemplo de la visualizacion de los cambios de razén de fluorescencia
utilizando el programa Metafluor.

El andlisis de datos se detalla en el apartado correspondiente.

3.4.3.2 Protocolo de estimulacidn con sustancias quimicas

Como estimulos quimicos se utilizaron agonistas del canal iénico TRPA1
expresado de manera estable o transitoria en las diferentes lineas celulares
mencionadas previamente en el apartado 3.3. Todos los experimentos han sido
realizados con la aplicaciéon de un Unico estimulo de AITC 50 uM o carvacrol 100 uM
(s6lo en células HEK293), un periodo de lavado con solucién extracelular (hasta
reestablecer los valores de calcio intracelular a niveles basales) y un ultimo estimulo de
carbacol 20 uM como control de viabilidad celular en células HEK293 y KCl 30 mM en
neuronas de DRG como control de viabilidad y como estimulo discriminativo entre

neuronas y otro tipos celulares presentes en los cultivos (Fig. 3.6).
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Figura 3.6. Ejemplo de protocolo de estimulacién quimica en experimentos de imagen de calcio in vitro.
El trazo que se visualiza corresponde a la respuesta de una neurona de DRG en el que se aplic6 como
primer estimulo AITC 50 uM, agonista del canal TRPA1. Después de un periodo de lavado con solucion
extracelular se aplicé un estimulo de KCI 30 mM.

3.4.3.3 Protocolo de estimulacién con rampa de frio en neuronas sensoriales

Ademas de los estimulos quimicos mencionados previamente, en un grupo
experimental de cultivos de neuronas de DRG, se llevé a cabo la estimulacién de éstas
enfriando la solucién extracelular con una rampa de frio, siendo este el primer estimulo
de la serie. Posterior a la rampa de frio se aplicéd AITC 50 uM y finalmente KCI 30 mM
como se ha mencionado previamente (Fig. 3.7).

El estimulo térmico consistié en la aplicacidon de una rampa de frio desde 35+ 1
OC hasta 10 + 2 °C, utilizando un médulo Peltier que enfriaba la solucion extracelular
antes de su entrada en la cdmara de registro. Una vez alcanzada la menor temperatura,
esta se mantuvo durante aproximadamente 15 y 20 segundos, recuperandose a
continuacion hasta los valores basales.

Este bloque experimental fue realizado en un sistema de registro con un sistema
de refrigeracion mas potente, lo que permitié realizar cambios rapidos de temperatura
en la solucidon. En este sistema de registro las células cargadas con Fura-2AM se
excitaron de forma alterna con las longitudes de onda, 340 nm y 380 nm, utilizando un
monocromador (Polychrome V, Till Photonics). La fluorescencia emitida fue filtrada con
un filtro de paso de longitud de onda larga de 510 nm para ser detectada por una camara
Andor888 (Andor Oxford Instruments). Las imagenes fueron adquiridas y guardadas
cada un segundo con el programa Life Acquisition (TILL Photonics). Los datos fueron

representados con el programa OriginPro 8.0 (OriginLab).
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Figura 3.7. Protocolo aplicado en los cultivos de neuronas de DRG para el estudio de las respuestas a
frio. Se aplicé como primer estimulo una rampa de frio desde 35 + 1 °C hasta 10 + 2 °C. Como segundo
estimulo se aplicd AITC 50 uM. Posterior a un periodo de lavado se aplicé como ultimo estimulo KCl 30
mM.

3.4.3.4 Andlisis de datos de imagen de calcio in vitro

Para el andlisis de los registros de calcio intracelular, inicialmente se asigné una
region de interés (ROI) a cada célula TRPA1-tGFP positiva (en el caso de cultivos de
células HEK293) y a cada neurona del campo de experimentacion (en el caso de cultivos
primarios de neuronas de DRG). Definidas las ROls, se obtuvo un trazo de los cambios
de la razén de fluorescencia F340/F380 para cada una de ellas y posteriormente se
continué con el analisis numérico sobre cada trazo. Se analizaron los siguientes
parametros: la amplitud de la respuesta, el porcentaje de células que respondian a un
determinado estimulo y los umbrales de respuesta a estimulo de frio.

Para el célculo de la amplitud de la respuesta, se detecto el punto maximo (max)
de la razon de fluorescencia (F340/F380) en el rango de tiempo en que cada estimulo
fue aplicado ((F340/F380) max). Luego, se calculd el valor basal de (F340/F380) pasal para
cada estimulo. Para obtener (F340/F380) basal, Se promediaron los valores de F340/380
durante los 15 segundos previos a la aplicacién del estimulo (Fig. 3.8). Obtenidos los
valores max y basal de (F340/F80) se calculd el incremento de calcio (amplitud) como la

sustraccion: (F340/F80) max — (F340/F380) basal.

84



El resultado de amplitud de respuesta para un determinado estimulo se expresa

como el valor promedio de los trazos analizados y su error estandar (s.e.m).
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Figura 3.8. Calculo de la amplitud de la repuesta a un determinado estimulo: la amplitud de la respuesta
fue calculada como la diferencia de la variacion del cociente (F340/F380) entre el punto maximoy el valor
basal.

Se consideraron respuestas positivas aquellas en las que el incremento de la
razén de fluorescencias fue mayor o igual a 0.04. El calculo del incremento de F340/F380
se realizd con un algoritmo de automatizacion creado con el programa Matlab
(MathWorks version R2015a). Sin embargo, posteriormente, los registros de cada célula
fueron verificados manualmente para evitar incluir falsos positivos o negativos (por

interpretacion errénea del algoritmo aplicado) y para incluir incrementos que estuvieran

85



muy cercanos al valor umbral (0.04) y que de acuerdo a la forma del trazado adquirido
se consideraron como una respuesta positiva.

Se tomo como poblacién HEK293 TRPA1-tGFP total (100 %), a la suma de células
que emitian fluorescencia al excitarse con una longitud de onda de 480 nm y que
respondieron a cch (estimulo utilizado como control de viabilidad). A partir de este valor
se calcularon los porcentajes de respuesta para cada uno de los estimulos aplicados.

En el caso de los cultivos de DRG, el 100 % de respuesta estuvo definido por
aquellas neuronas que respondieron a KCl 30 mM, o a otro estimulo especifico para la
poblacién de neuronas evaluadas.

Cuando se aplicd el estimulo de frio, también se calculé el umbral de
temperatura al que las células comenzaron a responder. Para ello, primero se alined el
trazo de cambio de calcio de cada célula con la rampa de frio aplicada. Una vez definidas
las respuestas positivas para este estimulo (aquellas cuya amplitud de respuesta fue 2
0.07), se calculd la temperatura a la que comenzd la respuesta. Para ello se buscé el
valor de temperatura correspondiente al punto F340/F380 previo a cuando éste

comenzd a incrementar (Fig.3. 9).
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Figura 3.9. Determinacion de los umbrales de respuesta de temperatura cuando se aplica un estimulo
de frio. En el grafico se muestran los datos del curso temporal de las variaciones en la concentracién de
calciointracelular representados con el programa OriginPro 8.0 (OriginLab). Cada trazo corresponde a una
neurona de DRG y los niveles de F340/F380 cuando se aplica una rampa de frio como estimulo. Las lineas
de puntos indican el comienzo de la respuesta y el umbral de temperatura correspondiente.
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Excepciones pertinentes:

Cultivos de HEK293: en algunas situaciones, cuando las células respondieron de
manera clara a un estimulo, pero no respondieron a cch también fueron contabilizadas
para el calculo de amplitud promedio y porcentaje de respuesta.

Cultivos de neuronas de DRG: las células que no respondieron a KCl pero
respondieron claramente a otros estimulos, considerados estos especificos para los
canales idnicos que nos interesa estudiar, también fueron incluidas en el célculo de

amplitud y porcentaje de respuesta.

Criterio de exclusion en los registros de calcio intracelular:

Las células que presentaron el valor promedio de la razén de fluorescencia basal
(F340/F380) pasal  superior a 0.4 al comienzo del registro se eliminaron del analisis, por
considerarse anémalo y fuera del rango normal. También se excluyeron células que no
respondieron a cch (en HEK293) o KCI (en cultivos de DRG) y a ningun otro estimulo

aplicado.

3.4.4 Registros de corriente de membrana

El registro electrofisioldgico con la técnica de patch-clamp permite el estudio de
las propiedades electrofisioldgicas de las membranas celulares (Hamill, Marty et al.
1981). En este trabajo la hemos utilizado en la modalidad de célula entera, la cual
permite el registro de las corrientes macroscopicas que fluyen a través de los canales
idnicos TRPA1 presentes en toda la célula.

Los registros electrofisiolégicos se obtuvieron de células sembradas sobre cristal,
las cuales se colocaron en la cdmara de registro con la solucidén extracelular, indicada en
la Tabla 3.3. Se utilizé6 un microscopio vertical Olympus FV500 que incorporaba un
sistema de fluorescencia compuesto de un monocromador Polychrome V y una cdmara
Imago 382KL 3719 (Till Photonics). El monocromador y la cdmara se controlaron a través
del programa de imagen Imaging Workbech (INDEC Systems. Inc).

Las células para registro se seleccionaron por la presencia de fluorescencia al

iluminarse con un haz de longitud de onda de 480 nm, indicando que el plasmido habia

87



sido transfectado y la proteina de interés expresada. Los experimentos se hicieron
usando un objetivo de inmersion de 40 aumentos. Los electrodos de registro se
obtuvieron utilizando capilares de borosilicato con un filamento interno (Harvard
Apparatus GC150F-7.5) y un estirador Sutter P-2000 (Sutter Instruments). La resistencia
de los electrodos oscil6é entre 4 - 7 MQ y fueron rellenados a 1/3 de su capacidad con la
solucidn intracelular descrita en la Tabla 3.3. El valor de la resistencia se obtuvo cuando
el electrodo fue sumergido en la solucidn extracelular y con la posterior aplicacién de
un pulso cuadrado de voltaje.

El registro electrofisiolégico de patch-clamp en la configuracion de célula entera
se realizé en el modo de fijacion de voltaje mediante un amplificador Multiclamp 700B
y digitalizando las sefiales mediante una tarjeta Digidata 1322A (Molecular Devices
Corp.). La adquisicion y andlisis de los datos se realizdé con el programa pClamp 10.1
(Molecular Devices Corp.).

Para lograr la configuracién de célula entera primero se puso en contacto el
electrodo con la membrana celular y se aplicé presion negativa para la formacién de un
sello hasta obtener una resistencia de aproximadamente 1G entre la pipeta y la
membrana celular. Llegado a este punto, se procedié a aplicar un ultimo pulso de
presidn negativa (mediante succidn) para romper el parche de membrana.

Debido a que la membrana celular se comporta como un condensador en
paralelo con una resistencia, inmediatamente posterior a ingresar en la célula aparecen
corrientes capacitivas transitorias que fueron compensadas digitalmente hasta
minimizarlas. Tras la compensacion de la corriente capacitiva, se obtuvo un valor
estimado de la capacitancia celular (entregado por el amplificador) la cual es indicativa
del area de la membrana plasmatica. Los registros electrofisiolégicos se analizaron
utilizando el programa Clampfit 10.1 (Molecular Devices Corp.) y WinAscd software
(Prof. G. Droogmans, Laboratory of Physiology, KU Leuven). Para su representacién
grafica se utilizdo el programa Origin8.0 (OriginLab). Los detalles se explican en el

apartado analisis de datos.
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3.4.4.1 Protocolos de estimulacion
Se utilizaron dos protocolos de registro y estimulacion:

1. Registro de la corriente de membrana de entrada evocada por la aplicacion de
AITC manteniendo constante el potencial de membrana a un valor de -60 mV.
De este bloque experimental se extrajeron los valores de la amplitud maxima de la
corriente de entrada (pA) evocada por AITC 50 uM. El valor obtenido fue dividido por la
capacitancia de la célula registrada (pF) para asi obtener la densidad de corriente
(pA/pF). También se calculd el tiempo en alcanzar la maxima corriente o tiempo al pico
(tp) (segundos), después de la aplicacion del agonista.

2. Aplicacién de rampas de voltaje desde -100 mV hasta +100 mV.
Partiendo de un potencial de reposo igual a -60 mV, la célula fue fijada a -100 mV
durante 120 ms y posteriormente se aplicaron rampas despolarizantes hasta +100 mV.
La rampa de voltaje presentd una duracion de 600 ms y se aplicé repetidamente a una
frecuencia de 0.33 Hz. Al finalizar la rampa, el potencial de membrana volvid al valor de
reposo inicial (Fig. 3.10). Del registro de rampas de voltaje se tomaron los valores de las
corrientes a -60 mV y + 60mV. Los valores de corriente se analizaron con el programa

WinAscd software (Prof. G. Droogmans, Laboratory of Physiology, KU Leuven).

+100 mV

-60 mV -60 mV
-100 mV

600 s

Figura 3.10. Ejemplo de la rampa de voltaje aplicada en los registros de patch-clamp.

3.4.4.2 Andlisis de datos de registros de electrofisioldgicos

Para el calculo de la amplitud se identificd el punto de corriente maxima (I max) ¥
el punto previo al comienzo del aumento de la corriente (I pasa.). La amplitud de la
corriente (Al) se calculé como la diferencia entre | max Y | basal.

Se obtuvo el valor de la capacitancia (C) directamente desde el amplificador. Los
datos se expresan como valores medios de densidad de corriente |(pA/pF) para todas

las células y su error estandar, s.e.m. (Fig. 3.11).
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Densidad de corriente: | (pA/pF) = Al/C = (Imax — Ibasal) / C

El tiempo al pico (tp) fue calculado como la variacién entre el tiempo
correspondiente a la corriente maxima y el tiempo en el que comenzé a aumentar la

corriente (to) (Fig. 3.11).

Tiempo al pico: t; (s) = timax— to

AITC 50 uM AITC50 uM

Ibasal tO

Al

50s max «—.It Imax

tp

Figura 3.11. Calculo de corriente de entrada maxima y cdlculo de tiempo al pico por aplicacién de AITC
50 M.

3.5 Técnicas Bioquimicas

3.5.1 Co-inmunoprecipitacion

Las células HEK293 se sembraron en placas Petri de 35 mm y se mantuvieron
hasta que estuvieran lo suficientemente confluentes para poder ser transfectadas (70 -
80 % de confluencia). La extraccién de proteina e inmunoprecipitacion (IP) se realiz6 a
las 48 horas posteriores a la transfeccién. Las placas con las células se colocaron en un
recipiente con hielo, posteriormente, se recogieron en PBS 0.1 M atemperado a 4 °Cy
se centrifugaron a 4 °C durante 10 minutos a 800 g. El sobrenadante se deseché y el
pellet se resuspendid en 500 ul de tampdn de lisado (Tris 50 mM, NaCl 120 mM, EDTA
0.5 mM, nonidet P-40 0.5 %, pH: 7.5) previamente enfriado en hielo y al que se le habia
afadido inhibidores de proteasas (pastillas Complete Mini, Roche). Posteriormente, se

pasd cuidadosamente la muestra 5-6 veces, por una jeringa de insulina (29G). Se
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mantuvo la muestra durante 30 minutos en agitacion por rotacion (noria) a 4 °Cy luego
se centrifugd a 20.000 g y 4 °C durante 10 minutos. El sobrenadante se incubé con 100
ul de la resina G-sefarosa (Sigma P3296) previamente lavada (3 veces) con PBS 0.1 M
durante 1 hora en la noria a 4 °C. La proteina G-sefarosa se utilizé para evitar posibles
uniones inespecificas en el proceso de inmunoprecipitacidon. Tras la incubacién del
sobrenadante con la resina G-sefarosa, se centrifugd a 12.000 g durante 2 minutos. Del
sobrenadante se separaron 50 pl (40 pl utilizados como muestra inicial, lamada “Input”
y 10 ul se utilizaron para la medicién de proteina total). La muestra restante se utilizé
para la inmunoprecipitacion, que se llevd a cabo utilizando el sistema GFP-Trap
(Chromotek), que consiste en inmunoesferas que reconocen diferentes moléculas GFP
y la EYFP. La muestra se incubd con 50 ul de inmunoesferas GFP-Trap previamente
lavada (3 veces) con el tampdn de lisado descrito anteriormente. La incubacién de la
muestra con las inmunoesferas GFP-Trap se mantuvo durante toda la noche. Al dia
siguiente, la muestra fue centrifugada a 20.000 g 4 °C durante 10 minutos. El
sobrenadante se conservé como muestra sin unir al precipitado, llamado “Post”, y 10 ul
se utilizaron para la medicién de la concentracién de proteina. Las mediciones de
concentracion de proteina se realizaron por quimioluminiscencia utilizando el KIT de
Priece™ BCA™ (REF. 23225 Thermo Fisher Scientific).

Posteriormente, se procedid a eluir la proteina inmunoprecipitada. Para ello, se
lavaron las inmunoesferas GFP-Trap con la proteina inmunoprecipitada 3 veces
utilizando el tampdn de lisado al que se le agregd inhibidores de proteasas. Después del
ultimo lavado, se procedi®é a una desnaturalizacion quimica (tampdén de
desnaturalizacion) y fisica (95 °C) que permite finalmente la extraccién de la proteina
inmunoprecipitada. Para ello, se agregaron 50 pl del tampdn desnauturalizante 2X (0,5
M Tris pH 6.8, SDS 10 %, glicerol, mercaptoetanol, agua, bromofenol blue), se calentd a
95 °C durante 10 minutos y se centrifugd durante 2 minutos a temperatura ambiente y
a 2500 g. Se conservo el sobrenadante con la proteina inmunoprecipitada y se desechd
el precipitado. Luego, se cargaron 20 ul de esta muestra en un gel de acrilamida y en
calles adyacentes el volumen correspondiente a 10-15 ug de proteina de las muestras
“Input” y “Post” como control. Finalmente se realizé la inmunodeteccidn por western

blot (Fig. 3.12).
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Figura 3.12. Esquema simplificado del protocolo de co-inmunoprecipitacién utilizando las inmuno
esferas GFP-trap. Modificado de Principle and Protocol of Co-Immunoprecipitation.

3.6 Western blot

Para detectar la presencia de las proteinas en la muestra precipitada, se utilizé la
técnica de western blot (WB).

Inicialmente, se prepararon los geles de acrilamida (gel de migracién y gel de
apilamiento) para la posterior carga de muestras. El gel de migracion o resolucion fue
preparado con una densidad de entramado del 9 % y para ello se utilizaron los siguientes
componentes: agua destilada, TRIS 1.5 M pH 8.8, SDS 10 %, acrilamida, PSA 10 % y

TEMED. El gel de apilamiento, con un entramado del 4 %, fue preparado con agua
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destilada, TRIS 0.5 M pH 6.8, SDS 10 %, acrilamida, PSA y TEMED (cantidades en la Tabla
3.5).

Tabla 3.5. Composicion de geles de migracidn y apilamiento. Cantidades para la preparacion de un gel.

Gel de migracion Gel de apilamiento
Compuesto Cantidad (ml) Compuesto Cantidad (ml)
Aguadestilada 4.3 Agua destilada 3.05
TRIS1.5M 2.5 TRIS0.5 M 1.25
SDS 10% 0.1 SDS 10% 0.05
Acrilamida 3 Acrilamida 0.65
PSA 10% 0.07 PSA 10% 0.06
TEMED 0.007 TEMED 0.007

Transcurridos 30 minutos, una vez que el gel polimerizé, fue colocado en el soporte
correspondiente y posteriormente en la cubeta especifica con electrodos. La cubeta se
rellend con tampdn de migracidn (Tabla 3.6) y posterior a ello se realizé la carga de las
muestras previamente desnaturalizadas.

El paso siguiente fue comenzar con la electroforesis (Fig. 3.13) que consistié en
la aplicacidn de voltaje en dos etapas. En la primera etapa se aplicaron 100 V durante 10

minutos y luego, una segunda etapa a 120 V durante 1 hora.

Tabla 3.6. Composicion de los tampones de migracidn y transferencia. Las cantidades que se detallan
son las correspondientes a 1 litro de agua destilada.

Tampon de migracion Tampon de transferencia
Compuesto Cantidad (g/L) Compuesto Cantidad
Glicina 14.5 Glicina 145¢g
TRIS 3 TRIS 3g
SDS 1 Metanol 200 ml

El detergente que se afiade a la muestra precipitada para luego ser
desnaturalizada, confiere cargas negativas a las proteinas. En el proceso de
electroforesis las proteinas migraron en el gel debido a la aplicacién de la diferencia de
potencial mencionada desde el polo negativo hacia el polo positivo (Fig. 3.12). Ademas,
debido a la desnaturalizacién, las proteinas pierden su estructura terciaria y cuaternaria

haciendo que la migracién sea directamente proporcional a su peso molecular. Asi, las
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proteinas mas pequefias migran mas rapido que las de mayor tamafio, quedando en la
parte inferior del gel. Finalizada la electroforesis, el gel fue colocado en una cubeta con
tampon de transferencia (Tabla 3.6) durante 10 minutos, (Fig. 3.13) para luego comenzar

con el proceso de transferencia que, en este caso, fue de tipo hiumeda.
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Figura 3.13. Etapas experimentales de WB. 1. Obtencidn de la muestra a estudiar. 2. Preparacién y
montaje de los geles de acrilamida. 3. Colocacidn del gel y su soporte en la cubeta con el tampdn de
migracién. Carga de la muestra con las proteinas de interés. 4. Electroforesis, migracion de proteinas por
la aplicacidn de voltaje. 5. Obtencidn de proteinas separadas por bandas de diferentes pesos moleculares.
Adaptado de creative-diagnostics/protocols.

Las proteinas separadas por pesos moleculares en el gel fueron transferidas a
una membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare Life Sciences, Whatman) por efecto de
trasmisién de cargas. Para ello, el gel se puso en contacto con una pieza de membrana
de las mismas dimensiones que el gel, colocdndose un par de papeles absorbentes y una
esponja a ambos lados del conjunto gel-membrana formando lo que suele denominarse
un “sandwich”. Este se colocé en un casete especifico para comprimirlo y evitar
movimientos entre el gel y la membrana. Posteriormente, se colocé el sandwich en una
cubeta especifica, cubriéndose con tampén de transferencia para comenzar con dicho
proceso que tuvo una duracion de 2 horas, donde el gel y la membrana se mantuvieron
a4°Cy70V (Fig.3.14).

Tras 2 horas de trasferencia, se colocd la membrana en una cubeta con rojo
Ponceau (0.66 g de rojo punzoé en 6 ml de acido acético) durante un par de minutos hasta

visualizar la presencia de bandas en la membrana de nitrocelulosa. Una vez verificado el
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éxito de la transferencia, se procedio a lavar la membrana con tampdn TBS (TRIS 20 mM,

NaCl 137 mM pH: 7.6 ajustado con HCI).

Papel de filtro o placas dg .
N\ compresion
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Gel - — - i3 . |
© s movimiento W § S S B Y l
- - :s.;\‘h' de proteinas S '
Papel de filtro / . . S w / =]

tampon de transferencia

Figura 3.14. Esquema del procedimiento de una transferencia humeda. Colocacion del gel en contacto
con una membrana de nitrocelulosa en la cual se transferiran las proteinas presentes en el gel. Colocacién
de papel de filtro a ambos lados del conjunto gel-membrana y como ultima capa esponjas de compresion.
Todos ellos embebidos en tampdn de transferencia. Este uUltimo conjunto se coloca en un casete
compresor que se introduce en la cubeta y se lo recubre con tampdn de trasferencia. Aplicacién de 70 V
durante 2 horas. Adaptado de creative-diagnostics/protocols.

Se realizaron entre 3-6 lavados de 10 minutos, hasta eliminar todo el rojo punzé
de la membrana. Posteriormente, se procedid al bloqueo de la membrana. Este proceso
se realiza para cubrir los espacios que han quedado libres (sin proteina) en la membrana.
Asi, se bloquean estos sitios y se evita que los anticuerpos se unan a ellos de manera
inespecifica. Se colocd la membrana en una cubeta con TBS + leche en polvo (Central
Lechera Asturiana desnatada) al 5 %. El bloqueo se realizé durante una hora a
temperatura ambiente en agitacion.

Finalizado el bloqueo, se procedio a la incubacién con los anticuerpos primarios
a las concentraciones recomendadas para cada caso (Tabla 3.7) durante toda la noche a
4°C.

Al dia siguiente, se realizé el lavado de la membrana con tampdén TBS al que se
le afiadi6é el detergente Tween al 0.05 % (TBS-T). Este lavado se realizé 4 veces, 10
minutos por lavado. Posterior a ello, la membrana se incubd con el anticuerpo
secundario (Tabla 3.7) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion. Finalmente,
la membrana fue lavada con TBS-T 4 veces, 10 min por lavado. Un ultimo lavado fue
realizado con tampon TBS para eliminar el Tween presente. Luego, se incubd la
membrana con el sustrato ECL Plus (Thermo Fisher Scientific) durante un minuto e
inmediatamente se realizd la deteccion de proteina utilizando el método de

guimioluminiscencia (Fig. 3.15).
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Figura 3.15. Esquema de incubacion con anticuerpos y visualizacion de proteinas por
quimioluminiscencia. Adaptado de creative-diagnostics/protocols.

Tabla 3.7. Anticuerpos utilizados para IP y deteccién por WB. Los anticuerpos fueron preparados en
solucién de bloqueo.

Diana Especie Referencia Dilucion

Anticuerpos primarios

TRPA1 conejo NOVUS NB110-040763 1:500
ol ratén Santa Cruz sc-137075 1:100
EYFP, GFP conejo Thermo Fisher A6455 1:2000
Turbo GFP cabra Origene TA150096 1:2000
GAPDH conejo Sigma-Aldrich G9545 1:5000

Anticuerpos secundarios

Conejo cabra Sigma-Aldrich A9169 1:2000

Ratén conejo Sigma-Aldrich A9044 1:2000
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3.6.1 Procesamiento de imagenes
Las imdagenes con los datos crudos obtenidas del revelado con la técnica de

quimioluminiscencia fueron procesadas con el programa Image Quant TL.

3.7 Analisis estadistico y programas de analisis

El andlisis estadistico de los datos se realizd con el programa GraphPad Prism
version 5 para Windows (GraphPad Software Inc.). Se consideraron valores
significativos aquellos con p £ 0.05. Los resultados se expresan como el valor de la media
ts.em.

Para la comparacion de valores de amplitudes de respuesta (cambio de calcio
intracelular o corrientes de membrana) de dos muestras independientes se utilizé la
prueba t-Student no pareada.

Cuando los grupos a comparar fueron tres o mas se realizo el andlisis de varianza
ANOVA vy prueba post hoc Bonferroni o Dunnett. Si la distribucién de datos no se
ajustaba a una distribucidon normal, el propio programa presentaba la opcidn de realizar
un test no paramétrico que comparaba las medianas.

Los calculos de porcentajes de respuestas fueron analizados con las pruebas de
Fisher o Chi-cuadrado dependiendo el tamafio muestral.

Los resultados de la prueba de comportamiento de von Frey se analizaron con la
prueba no paramétrica de Wilcoxon. Cuando se analizaron muestras independientes se
utilizo la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.

Los resultados de la prueba de acetona fueron analizados con la prueba t-Student
pareada y no pareada, dependiendo del caso.

Los resultados de la prueba de placa fria unilateral fueron analizados con la
prueba t-Student no pareada (siempre fueron andlisis de muestras independientes).

Previo a la aplicacion de cada prueba mencionada, el programa utilizado realizé la
evaluacién de la normalidad de la distribucién y la igualdad de varianzas para cada grupo
muestral, aplicando pruebas como Kolmogdrov-Smirnov o Shapiro-Wilk para evaluar la
normalidad de la distribucidén y la prueba de Bartlett para analizar si las muestras

presentaban varianzas similares.
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3.8 Tablas, graficas y figuras

Para la generacion de tablas se utilizo el programa PowerPoint (Microsoft©). Los
graficos fueron realizados con los programas OriginPro8 (OriginLab©) y GraphPad
version 5 para Windows (GraphPad Software Inc.).

El montaje de las figuras finales fue realizado mediante el programa Inkscape

version 0.92 (Equipo Inkscape).

98



4. RESULTADOS
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4.1 Efecto del S1RA sobre la neuropatia inducida por oxaliplatino y su

relacion con TRPA1

En este bloque de experimentos se ha estudiado, mediante evaluaciones de la
conducta animal, el desarrollo de la hipersensibilidad mecanica y al frio por efecto del
tratamiento con oxaliplatino, el posible papel del canal iénico TRPA1l sobre dicha
hipersensibilidad y como el S1RA es capaz de atenuar esta neuropatia.

Previo a la induccién de la neuropatia se compararon los valores basales de
ratones machos y hembras donde encontramos que las diferencias entre ellos no
resultaron significativas para la prueba de von Frey y acetona. Estos resultados fueron
similares tanto en ratones silvestres (WT) como en los ratones deficientes para TRPA1
(TRPA17). Por lo que se procedié a formar grupos mixtos (Fig. 4.1).

El promedio de los umbrales mecdnicos de ratones machos y hembras silvestres
fue de 1.05 + 0.19 g vs 0.91 + 0.26 g respectivamente; (n =5, p = 0.60 n.s., prueba no
paramétrica de Mann Whitney) (Fig. 4.1A). En la evaluacion de la prueba de acetona el
valor promedio de la cantidad de movimientos aversivos en machos y hembras no
cambié significativamente siendo 3.81 + 0.25 vs 4.23 + 0.12 respectivamente (n =5, p =
0.20 n.s., prueba t-Student no pareada) (Fig. 4.1B).

Siguiendo la misma tendencia, ratones machos y hembras TRPA17/-mostraron un
umbral mecanico promedio de 1.04 + 0.10 g vs 0.97 + 0.14 g respectivamente (n=9, p =
0.68 n.s., prueba no paramétrica de Mann Whitney) (Fig.4.1C). En la prueba de acetona
las hembras fueron un 24 % mas sensibles a la prueba, pero estos cambios no resultaron
estadisticamente significativos. El promedio del valor fue de 3.82 + 0.30 vs 4.71 + 0.30
para machos y hembras respectivamente (n = 9, p = 0.053 n.s., prueba t-Student no
pareada) (Fig.4.1D).

Posteriormente, se evalué si, en condiciones fisiolégicas, los ratones TRPA1”7
presentaban cambios en la sensibilidad mecéanica y al frio respecto a los ratones
silvestres. Asi, el promedio de los umbrales mecénicos en ratones WT vs TRPA17 no
presentd cambios significativos cuando fueron evaluados con la prueba de von Frey. El

promedio del umbral obtenido en ratones WT fue de 0.79 + 0.10 (n = 20) vs 1.01 £ 0.11
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(n = 12) en ratones TRPA1”" (p = 0.14 n.s., prueba no paramétrica de Mann Whitney)

(Fig. 4.1E).
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Figura 4.1. Comparacion de sensibilidad mecanica y al frio entre ratones machos y hembras. A) Umbral
de sensibilidad mecanica (prueba de von Frey) en ratones silvestres (WT). Ratones machos y hembras no
mostraron cambios significativos en el umbral mecanico (n = 5, p = 0.60 n.s., prueba no paramétrica de
Mann Whitney). B) Prueba de acetona en ratones silvestres (WT). Ratones machos y hembras no
mostraron cambios significativos en el nimero de respuestas aversivas por aplicacién de acetona (n =5,
p =0.20 n.s., prueba t-Student no pareada). C) Umbral de sensibilidad mecanica (prueba de von Frey) en
ratones deficientes para TRPA1 (TRPA17’). Ratones machos y hembras no mostraron cambios
significativos en el umbral mecanico (n=9, p = 0.68 n.s., prueba no paramétrica de Mann Whitney). D)
Prueba de acetona en ratones deficientes para TRPA1”". Ratones machos y hembras no mostraron
cambios significativos en el nimero de respuestas aversivas por aplicacion de acetona (n =9, p = 0.054
n.s., prueba t-Student no pareada). E) Umbral de sensibilidad mecanica (prueba de von Frey). Ratones
machos y hembras WT vs TRPA1”" no mostraron cambios significativos en el umbral mecénico (WT n = 20,
TRPA1 7" n =12, p = 0.14 n.s., prueba no paramétrica de Mann Whitney). F) Prueba de acetona. Ratones
machos y hembras WT vs TRPA1”" no mostraron cambios significativos en el nimero de respuestas
aversivas (WT n = 10, TRPA1” n =12, p = 0.19 n.s., prueba t-Student no pareada). G) Prueba de placa fria
unilateral (UCP) a 10 °C. Ratones machos y hembras WT vs TRPA1” mostraron diferencias significativas
en el tiempo de latencia (WT n =7, TRPA17" n =5, p = 0.03*, prueba t-Student no pareada).
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En la prueba de acetona tampoco se observaron diferencias significativas entre
ratones WT y TRPA17. El valor promedio de las respuestas aversivas en ratones WT fue
de 4.10 + 0.16 (n = 10) vs 4.56 + 0.29 (n = 12) en ratones TRPA1”* (p = 0.19 n.s., prueba
t-Student no pareada) (Fig. 4.1F).

Finalmente, en la prueba de la placa fria unilateral a 10 °C, encontramos
diferencias significativas en la latencia promedio de respuesta a este estimulo, en la cual
los ratones TRPA1”/" se mostraron menos sensibles respecto de los ratones WT. El
promedio de la latencia fue de 28.07 £ 3.04 (n=5) vs 17.29 £ 2.73 (n = 7) en ratones WT,
(p =0.03, prueba t-Student no pareada) (Fig. 4.1G).

4.1.1 Efecto del oxaliplatino sobre la sensibilidad a estimulos mecanicos y
estimulos de frio en ratones silvestres

Estd descrito que la inyeccion sistémica de oxaliplatino en ratones replica muchos
sintomas de la neuropatia secundaria a los tratamientos con este farmaco. Se comenzé
estudiando cédmo afectaba el oxaliplatino a la sensibilidad mecdnica y térmica de los
ratones silvestres. Para inducir la neuropatia, se inyectaron intraperitonealmente (i.p.)
3 dosis de 6 mg/kg de oxaliplatino en ratones hembras y machos adultos de la cepa
C57BL/6J y TRPA17 los dias 0, 2 y 4 (para mas detalles ver el protocolo extendido en el
apartado 3.1.1 de materiales y métodos). A los animales control se les inyectd vehiculo
(glucosa 5%). Siete dias después (D7) de la primera inyeccidn, se realizaron las pruebas
de conducta de von Frey y acetona. La prueba de placa fria unilateral se realizé entre los
dias 8y 12 (Fig.4.2A).

Los animales tratados con oxaliplatino mostraron un descenso significativo en el
umbral mecdnico, confirmando el desarrollo de alodinia mecanica. Los valores del grupo
oxaliplatino pasaron de un promedio de 0.64 + 0.11 g (valores basales) a 0.10 + 0.04 g
(D7) siendo éstos la media de un grupo de 11 ratones machos y hembras (Fig. 4.2B), lo
que supone una reduccidn del umbral del 84 %, mostrando que los animales tratados
con oxaliplatino fueron muy sensibles al estimulo mecéanico y cuyos cambios resultaron
estadisticamente significativos (p < 0.01, prueba no paramétrica de Wilcoxon). Por el
contrario, el grupo control, aunque mostré un descenso del 32 % en los umbrales

mecanicos respecto a los valores basales, este descenso no resultd estadisticamente
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significativo. El valor promedio basal fue de 0.98 + 0.16 g vs el valor promedio a D7 0.67
1 0.11 g n=9 (p = 0.8, prueba no paramétrica de Wilcoxon) (Fig. 4.2B). La comparacion
de los umbrales a D7 del grupo control (verde) vs el grupo oxaliplatino (naranja), 0.67
0.11 g vs 0.10 + 0.04 g, resulté en una diferencia estadisticamente significativa (p <
0.001, prueba no paramétrica de Mann-Whitney). Estos resultados constatan la
presencia de la alodinia mecdnica esperada (Fig. 4.2B).

Respecto a las pruebas con estimulos de frio, los ratones tratados con oxaliplatino
presentaron un incremento en la cantidad de respuestas aversivas (elevacion, lamida y
sacudida de la pata, asi como apertura de dedos) en la prueba de acetona. El valor
promedio basal fue de 4.1 + 0.3 respuestas y posterior a la administracion de oxaliplatino
(D7) incrementd a 6.9 £ 0.1 respuestas n =5 (p < 0.001, prueba t-Student pareada). Este
incremento representd un 68 % respecto a la condicidn basal (Fig. 4.2C). En el grupo de
ratones tratados con vehiculo no se observaron cambios significativos.

Si se comparan los valores obtenidos a D7 con vehiculo (verde) y oxaliplatino
(naranja) encontramos un incremento significativo (p < 0.001, prueba t-Student no
pareada). Estos resultados muestran el desarrollo de la alodinia al frio en el grupo de
ratones tratados con oxaliplatino (Fig. 4.2C).

En la prueba de la placa fria unilateral que se encontraba a 10 °C, el tratamiento
con oxaliplatino indujo un descenso en la latencia de la respuesta. El valor promedio en
el grupo control fue de 17.29 + 2.73 segundos (n = 7) y en el grupo oxaliplatino 7.82 +
0.59 segundos (n = 11) (p < 0.001, prueba t-Student no pareada). Esta diferencia en las
latencias de respuesta representa el desarrollo de la hiperalgesia al frio en el grupo de
ratones inyectados con oxaliplatino (Fig. 4.2D).

En conjunto, estos resultados muestran la aparicién de un fenotipo de dolor

robusto en los ratones tras el tratamiento con oxaliplatino.
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Figura 4.2. Cambios conductuales por del tratamiento con oxaliplatino en ratones silvestres. A)
Protocolo de inducciéon de la neuropatia periférica por oxaliplatino. Posterior al periodo de aclimatacion
y a las pruebas conductuales se realizan las inyecciones de oxaliplatino 6 mg/Kg o glucosa al 5 % los dias
0,2y 4 (D0, D2 y D4). Tres dias posteriores a la ultima inyeccion (D7) se realiza la prueba de von Frey y
acetona (en ese orden). La prueba de placa fria unilateral a 10 °C se realiza entre D8 y D12. B) Umbral de
sensibilidad mecanica (prueba de von Frey) a D7. El tratamiento con oxaliplatino (oxa) induce alodinia
mecanica (naranja) n = 11 (p < 0.01**, prueba no paramétrica de Wilcoxon). Cambios no significativos en
el grupo control (verde). Los cambios a D7 entre el grupo control (verde) y el grupo oxa (naranja) resultan
significativos (p < 0.001***, prueba no paramétrica de Mann Whitney). C) Prueba de acetona a D7. El
tratamiento con oxa induce alodinia al frio (naranja) n =5 (p < 0.001 ***, prueba t-Student pareada).
Cambios no significativos en el grupo control. Los cambios a D7 entre el grupo control (verde) y el grupo
oxa (naranja) resultan significativos (p < 0.001***, prueba t-Student no pareada). D) Prueba de placa fria
unilateral (UCP) a 10 °C. D8-D12. El tratamiento con oxa induce hipersensibilidad al frio nocivo (n= 7 oxa;
n =11 veh p < 0.001***, prueba t-Student no pareada).

4.1.2 Efecto del oxaliplatino sobre la sensibilidad a estimulos mecanicos y
estimulos de frio en ratones deficientes para el canal ionico TRPA1

Puesto que el canal idnico TRPA1 estd involucrado en respuestas a estimulos
daninos y estrés celular, nos propusimos estudiar su posible participacién en la
neuropatia inducida por oxaliplatino. Para ello, observamos el efecto del tratamiento
sobre la conducta de ratones TRPA17 y la comparamos con la observada en los ratones
silvestres.

Encontramos que los ratones deficientes para el canal TRPA1l también
desarrollaron alodinia mecanica. Los umbrales mecéanicos basales y a D7 en el grupo de

animales tratados con oxaliplatino fueron de 1.07 + 0.13 g vs 0.56 + 0.08 g siendo esta
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diferencia estadisticamente significativa (p = 0.03, prueba no paramétrica de Wilcoxon).
El descenso en el umbral representd una disminucion del 48 % (Fig. 4.3A). Sin embargo,
este descenso en el umbral mecanico es menor que el observado en los ratones
silvestres tratados con oxaliplatino (84 %). Esto sugiere que el canal TRPA1, estd
implicado en el desarrollo de la alodinia mecanica por el tratamiento con oxaliplatino.
Cuando se comparan los valores obtenidos a D7 entre el grupo vehiculo (verde claro) y
el grupo oxaliplatino (naranja) no se encontraron diferencias en los umbrales mecanicos
(p =0.75 n.s., prueba no paramétrica de Mann-Whitney) (Fig. 4.3A).

En la prueba de acetona los ratones TRPA17- no desarrollaron alodinia al frio tras
el tratamiento con oxaliplatino. El valor promedio de las respuestas aversivas basal y a
D7,cambi6o de4.2+0.3a5.4+0.5respectivamente (n=7, p=0.07 n.s., prueba t-Student
pareada). Los ratones tratados con vehiculo también mostraron valores similares, 5.0 +
0.5 (basal) vs 6.1 £ 0.6 (D7) (n =5, p =0.15 n.s., prueba t-Student pareada) (Fig. 4.3B).

Finalmente, cuando los animales TRPA17- fueron evaluados con la prueba de placa
fria unilateral a 10 °C, los cambios en las latencias de respuesta no fueron significativos
entre el grupo control y el tratado con oxaliplatino, 28. 07 + 3.3 segundos (n =5) vs 27.50
1 2.3 segundos (n = 7) respectivamente (p = 0.88 n.s., prueba t-Student no pareada) (Fig.
4.3C).

En la figura 4.3 se han afladido los resultados obtenidos en ratones silvestres ya
mostrados en la figura 4.2 para facilitar la comparaciéon entre los fenotipos de los
animales.

En resumen, los ratones machos y hembras TRPA17- tratados con oxaliplatino
desarrollaron una alodinia mecénica menor a la que presentaron los animales silvestres,
mientras que no mostraron alodinia ni hiperalgesia al frio. Estos resultados sugieren que
el canal TRPA1 determina la hipersensibilidad al frio y participa en el desarrollo de la
sensibilidad mecdnica que desarrollan los ratones silvestres por el tratamiento con

oxaliplatino.
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Figura 4.3. Efecto de la administracion de oxaliplatino sobre la sensibilidad mecanica y al frio en ratones

silvestres y ratones TRPA1”": A) Umbral de sensibilidad mecdnica (prueba de von Frey) a D7. Los ratones

TRPA1” (panel de la izquierda) desarrollan menos alodinia mecdnica (p = 0.03*) que los ratones silvestres

(panel de la derecha) (p < 0.01**) tras el tratamiento con oxaliplatino. Prueba no paramétrica de

Wilcoxon. B) Numero de respuestas aversivas (prueba de acetona) a D7. El oxaliplatino no induce cambios

en la sensibilidad al frio inocuo en ratones TRPA1”- (p = 0.07 n.s.). Ratones silvestres desarrollan alodinia

al frio (panel de la derecha) (p < 0.001***, prueba t-Student pareada). C) Latencia de respuesta al frio

nocivo (placa fria unilateral). Ratones TRPA17 no muestran cambios en las latencias por el tratamiento

con oxaliplatino (p = 0.88 n.s.). Ratones silvestres (panel de la derecha) desarrollan hiperalgesia al frio (p

< 0.001***, prueba t-Student no pareada)
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4.1.3 Efecto del S1IRA, bloqueante de la chaperona o1, en ratones silvestres y
ratones TRPA17", sobre la respuesta de dolor inducida por AITC intraplantar

Con el fin de estudiar posteriormente el posible efecto del S1IRA, antagonista
selectivo de la chaperona o1, sobre la neuropatia inducida por el oxaliplatino, y a la vista
de que el canal TRPA1 esta implicado en el desarrollo de esta neuropatia, nos
propusimos evaluar qué efecto tendria el S1IRA inyectado intraperitoneal en ratones,
sobre la respuesta a la inyeccion intraplantar de AITC, agonista especifico de TRPAL.
Para ello se realizaron pruebas conductuales en ratones (machos y hembras) silvestres
y deficientes para TRPA1 (TRPA17). La prueba conductual consistié en realizar una
inyeccion intraplantar de 10 pl de AITC 10 mM y cuantificar el tiempo de lamida en un
periodo de observacion total de 5 minutos. La inyeccién de AITC 10 mM se realizé 24
horas posteriores a una inyeccidon intraperitoneal de S1IRA 40 mg/Kg o su vehiculo
(salino).

Los ratones silvestres (WT) que recibieron previamente una inyeccidon
intraperitoneal de S1RA mostraron un comportamiento nocifensivo atenuado en
respuesta a la inyeccion intraplantar de AITC (10 mM) respecto a los que recibieron una
inyeccion intraperitoneal de salino.

Asi, en ratones silvestres, el tiempo de lamida de la pata inyectada fue de 15.19
1.53 segundos (n = 10) en ratones control (WT- salino) vs 8.16 + 1.32 segundos (n = 10)
en ratones tratados con S1RA (WT-S1RA), siendo estas diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.01, prueba ANOVA a una via y andlisis post-hoc Bonferroni) (Fig.4.4).

En los ratones TRPA1” el tiempo de lamida fue significativamente menor que el
obtenido en ratones WT (p < 0.01). Adicionalmente, no se encontraron diferencias
significativas en el tiempo de lamida posterior al tratamiento con S1RA. Los valores
promedios fueron de 7.04 + 1.02 segundos (n = 6) en el grupo TRPA1”--salino vs 7.46 +
0.89 segundos (n =9) en grupo TRPA17/-S1RA (p = 0.76 n.s. prueba ANOVA a una via y

analisis post-hoc Bonferroni) (Fig.4.4).
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Figura 4.4 SIRA modula el comportamiento nocifensivo inducido por la inyeccidn intraplantar de AITC.
Protocolo experimental (panel de la izquierda): ratones silvestres y TRPA17-, machos y hembras, reciben
una inyeccion intraperitoneal de S1IRA 40 mg/Kg o salino. Transcurridas 24 horas se realiza una inyeccidn
intraplantar de 10 ul de AITC 10 mM y se contabiliza el tiempo de lamida durante 5 minutos de
observacidn. El tiempo de lamida de los ratones WT-salino es significativamente menor que los WT-S1RA
y los grupos de ratones TRPA17 (p < 0.001***  ANOVA-Bonferroni).

Debido a que el AITC es un agonista especifico del canal TRPA1, estos resultados
sugieren que el tratamiento con S1RA reduce el comportamiento nocifensivo (tiempo
de lamida) provocado por la inyeccion de AITC a través de la modulacién del canal

TRPAL.

4.1.4 La administracion intraperitoneal de S1RA reduce el desarrollo de la

neuropatia inducida por oxaliplatino

Los resultados anteriores (Fig. 4.3) muestran que el canal TRPA1 estd implicado en
el desarrollo de la hipersensibilidad mecanica y al frio en los ratones silvestres tratados
con oxaliplatino. Por otro lado, la respuesta nocifensiva que mostraron los ratones
inyectados con AITC (Fig. 4.4) se redujo con la administraciéon de S1RA y estuvo ausente
en los ratones TRPA17". Estos resultados nos llevaron a estudiar si el SIRA podia evitar
el desarrollo de la neuropatia por oxaliplatino. Dado que la administracién de agentes
guimioterapelticos a pacientes con cancer es un procedimiento planificado vy
programado, es posible anticiparse al previsible desarrollo de la neuropatia.

Para caracterizar el posible aspecto preventivo del S1RA, se trataron ratones
silvestres machos de 8-12 semanas de edad con una inyeccidén intraperitoneal diaria de
S1RA, 40 mg/Kg o su vehiculo (salino), durante 11 dias (desde D-3 hasta D7). Los dias O,

2 y 4 se inyect6 adicionalmente una dosis de oxaliplatino 6 mg/Kg (Fig. 4.5A).
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Los animales tratados simultdaneamente con salino y oxaliplatino (n = 12)
presentaron un descenso significativo en el umbral mecanico posterior al tratamiento
(D7), confirmando el desarrollo de la alodinia mecanica. El cambio en los umbrales fue
de 1.61 +£0. 13 g (basal) a 0.32 £ 0.09 g (D7) y representaron una disminucién del 80 %,
(p <0.001, prueba no paramétrica de Wilcoxon).

Los animales que recibieron repetidas administraciones de S1RA durante el
tratamiento con oxaliplatino (n = 12) mostraron un descenso menor en el umbral
mecanico que aquellos tratados con su vehiculo (salino). Los umbrales de 1.51 +0.12 g
(basal) vs 0.72 £ 0.12 (D7) representaron una disminucion del 53 %, (p < 0.001, prueba
no paramétrica de Wilcoxon). Estos datos sugieren que el S1RA, antagonista de ol,
atenua el desarrollo de la hipersensibilidad al estimulo mecanico.

Si se comparan los umbrales mecdnicos a D7 de ambos grupos, salino +
oxaliplatino 0.32 £ 0.09 g vs S1RA + oxaliplatino 0.7 £ 0.12 g, se observa que el S1IRA
evita el desarrollo de la alodinia mecdnica en aproximadamente un 50 %, siendo estos
cambios estadisticamente significativos (p = 0.03, prueba no paramétrica de Mann-
Whitney) (Fig. 4.5B).

Respecto a la sensibilidad al frio inocuo, en la prueba de acetona, los animales
tratados con salino + oxaliplatino duplicaron la cantidad de respuestas aversivas
respecto a los valores basales, 3.31 + 0.40 vs 6.81 + 0.92 (p = 0.0013, prueba t-Student
pareada). Sin embargo, en los ratones tratados con S1RA + oxaliplatino, el aumento
representd menos de un tercio de los valores basales, 3.75 + 0.23 vs 4.31 + 0.43 (p =
0.02, prueba t-Student pareada) (Fig. 4.5C).

Si se comparan los resultados obtenidos a D7 en ambos grupos experimentales,
salino + oxaliplatino 6.81 + 0.92 vs S1RA + oxaliplatino 4.31 + 0.43, el S1RA previno en
parte el desarrollo de la sensibilidad a estimulos de frio no nocivos como es el caso de
la acetona, (p < 0.04, prueba t-Student no pareada) (Fig. 4.5C).

En la prueba de la placa fria unilateral (10 °C), los animales que recibieron S1RA
en simultdneo con oxaliplatino desarrollaron una menor hiperalgesia al frio nocivo
respecto de los animales que recibieron salino + oxaliplatino. Los animales tratados con

S1RA mostraron latencias significativamente mayores que los animales que recibieron
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salino, 14.71 + 1.27 segundos vs 10.32 + 1.45 segundos respectivamente, (p = 0.03,

prueba t-Student no pareada) (Fig. 4.5D).
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Figura 4.5. Efecto de la administracion repetida de S1RA en la neuropatia inducida por oxaliplatino. A)
Protocolo experimental. Tras el periodo de aclimatacién y obtencién de valores basales en las pruebas
conductuales, los animales reciben durante 11 dias una inyeccidn diaria de SIRA 40 mg/Kg o su vehiculo
(solucidn salina). Los dias 0, 2 y 4 se administra oxaliplatino 6 mg/Kg. El dia 7 se realiza la prueba de von
Frey y acetona (en ese orden) y posteriormente los dias 8, 9y 10 se realiza la prueba de placa fria unilateral
(UCP). Cualquier procedimiento posterior, como cultivos neuronales, se realiza el mismo dia de la UCP. B)
Prueba de von Frey. Tratamiento con salino + oxa (naranja) n = 12 (p < 0.001***). Tratamiento con S1RA
40 mg/Kg + oxa (azul) n =12 (p < 0.001 ***, prueba no paramétrica de Wilcoxon). Umbrales mecanicos a
D7 en salino + oxa (naranja) vs S1IRA + oxa (azul) (p = 0.03 *, prueba no paramétrica de Mann Whitney).
C) Prueba de acetona. Tratamiento con salino + oxa (naranja) n = 12 (p = 0.0013**). Tratamiento S1RA +
oxa (azul) n =12 (p = 0.02*, prueba t-Student pareada). Sensibilidad a frio inocuo a D7 en salino + oxa
(naranja) vs S1RA + oxa (azul) (p = 0.04*, prueba T-Student no pareada). D) Placa fria unilateral. El grupo
salino + oxa (naranja) presenta mayor sensibilidad al frio nocivo que el grupo S1RA + oxa (azul) n =12 (p
=0.03*, prueba t-Student no pareada).

En resumen, estos resultados sugieren que el tratamiento con S1RA mitiga el
desarrollo de la neuropatia inducida por oxaliplatino.

Dado que el S1RA, antagonista de la chaperona ol, es capaz de reducir la
respuesta a AITC, agonista especifico de TRPA1, los resultados de este bloque en su
conjunto sugieren que el efecto del SIRA en la neuropatia inducia por oxaliplatino,

podria estar mediado por la modulacidn del canal TRPA1 a través de la chaperona ol.
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4.2 Caracterizacion del efecto del S1RA sobre la actividad de TRPA1 en

células HEK293 transfectadas

Los resultados del bloque anterior nos sugieren que el efecto analgésico del SIRA
podria estar mediado por la modulacion del canal TRPA1 a través de la chaperona o1l. El
objetivo de este bloque de experimentos fue estudiar in vitro, con experimentos de
medidas de calcio intracelular y electrofisiologia, la posible modulacién funcional del

canal TRPAL1 por la chaperona ol en un sistema de expresion heterdloga.

4.2.1 Evaluacion del efecto de S1RA sobre los cambios de la concentracion de
calcio intracelular en células HEK293-hTRPA1-tGFP

En este bloque experimental se testé la actividad del canal TRPA1, utilizando la
técnica de imagen de calcio in vitro, en células HEK293 que expresan de manera
enddgena la chaperona ol y que sobre-expresaban hTRPA1-tGFP. Las células se
cargaron con Fura-2AM y se estudiaron sus respuestas a la aplicacién de AITC. Asi, se
analizaron los cambios de calcio intracelular a diferentes concentraciones (25, 50 y 100
uM) y tiempos (1, 3 y 4h) de incubacién con S1RA en células que expresaban hTRPA1-
tGFP, de manera transitoria (a partir de ahora denominadas HEK293-hTRPA1-tGFP).

Se observd que la incubacidon con S1RA produjo una disminucién en la amplitud
de la razén de fluorescencia (F340/F380) y en el nimero de células que respondian a
AITC, siendo esta disminucién dependiente de la concentracidn y del tiempo de
incubacién con S1RA (Fig. 4.6).

Inicialmente se estudidé la incubacidn las células durante un tiempo fijo de 4
horas, a las distintas concentraciones de S1RA, obteniendo la maxima inhibicién de la
respuesta tras laincubacion con S1RA a una concentracion de 100 uM. El valor promedio
de la amplitud (F340/F380) en respuesta a AITC (50 uM) cuando las células se incubaron
con el vehiculo del S1RA (situacion control) fue de 0.86 + 0.03, que después de incubar
con S1RA 100 pM durante 4 horas se redujo a 0.19 + 0.02, representando una
disminucion del 81 % (p < 0.001, analisis de varianza ANOVA a una via y prueba post-hoc

Dunnett) (Fig. 4.6A).
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La incubacién con S1RA (100 uM) durante 4 horas produjo un descenso
significativo en el porcentaje de células que respondieron a AITC. En situacién control se
obtuvo un 97 % (255/262) de respuesta, que descendié a 45 % (64/143) con la
incubacién de SIRA 100 uM-4 h (p < 0.001, prueba exacta de Fisher). En situacién control
las células fueron incubadas con solucion extracelular 0.2 % DMSO 4 horas.

En otras palabras, las células incubadas con S1RA respondieron un 54 % menos
que en situacién control (Fig. 4.6B). En la figura 4.6G se muestran trazos del cambio de
los niveles calcio intracelular representativos de estas condiciones. Respuesta a AITC en
situacion control (trazos a la izquierda) y células incubadas con SIRA 100 uM - 4 h (trazos
a la derecha), el trazo mas marcado representa en cada caso la media obtenida. El
porcentaje de respuesta en cada condicién se muestra en los graficos de anillo.

Por otro lado, las células incubadas con SIRA 50 uM - 4 h respondieron elevando
su calcio intracelular con una amplitud media de 0.45 + 0.04, obteniéndose este valor
del 60 % (90/152) del total de las células analizadas.

De la incubacion con 25 pM S1RA - 4 h, se obtuvo un 86 % (68/82) de células que
respondieron con una amplitud de 0.68 + 0.05 al estimulo de AITC. En ambas
condiciones de incubacidn, la reduccidon en la amplitud y el porcentaje de respuesta
fueron significativos respecto a la situacion control (p < 0.001, analisis de varianza
ANOVA a una via y prueba post-hoc Dunnett en el caso del andlisis de amplitudes y
prueba exacta de Fisher en el caso de los porcentajes) (Fig. 4.6 Ay C).

Una vez obtenidos estos resultados a diferentes concentraciones, se calculd la
ICs0, concentracién a la cual se obtiene el 50 % de la inhibicidn de la respuesta maxima,
para el compuesto S1RA y cuyo valor fue de 47 uM y cuyo coeficiente de determinacion
fue RZ = 0.99 indicando un buen ajuste para el calculo de la ICso obtenido (Fig. 4.6B).

Utilizando la maxima concentracion de S1RA (100 uM), se testaron tiempos de
incubacién menores a 4 horas. Para ello, se realizaron experimentos a 1 y 3 horas de
incubacién con S1RA. Como puede observarse en la figura 4.6 D y E, midiendo la
amplitud de la razéon F340/F380 en respuesta a AITC y el nimero de células que
respondieron, el maximo efecto del S1IRA se obtuvo tras incubar las células 4 horas a la
concentracion de 100 pM. La incubacién con S1RA 100 uM durante 1 hora no induce

cambios significativos en el nimero de células que responden a AITC 50 uM. En situacién
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control 97 % (37/38) vs 95 % (21/22) posterior a 1 hora de incubacion. Posterior a3y 4
horas de incubacion con S1RA 100 uM, el porcentaje de respuesta cambid
significativamente a 55 % (77/139) y 45 % (64/143) respectivamente (p < 0.001, prueba
exacta de Fisher) (Fig. 4.6D).

La incubacion con S1RA 100 uM redujo significativamente la amplitud de la
respuesta a AITC 50 uM tras la incubacién durante 1, 3 y 4 h cuando se compararon con
la situacién control. Los valores promedio fueron de 0.52 £ 0.06, 0.25 + 0.04, 0.16 + 0.02
y 0.91 £ 0.10 respectivamente (p < 0.001, analisis de varianza ANOVA a una via y prueba
post-hoc Dunnett) (Fig. 4.6E).
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Figura 4.6. La incubacion con S1RA inhibe la respuesta a AITC en células HEK293 transfectadas con
hTRPA1-tGFP: A) Amplitud (F340/F380) de la respuesta a AITC 50 uM en células incubadas con distintas
concentraciones de S1RA durante 4 horas. La incubacién con S1RA 25 uM, 50 uM y 100 uM durante 4
horas (p < 0.001 ***, ANOVA-Dunnett). B) Concentracidn inhibitoria media (ICso0) para SIRA. Cambio de la
amplitud a diferentes concentraciones de S1RA normalizada a la situacién control. ICso= 47 uM. C) Cambio
en el porcentaje de respuesta a AITC 50 uM en células incubadas con distintas concentraciones de S1RA
durante 4 horas (p < 0.01** y p < 0.001**, prueba exacta de Fisher). D) Cambio en el porcentaje de
respuesta a AITC 50 uM cuando se incuba con S1IRA 100 uM a durante 1, 3y 4 horas. Cambios significativos
a 3y 4 horas de incubacion con S1RA (p < 0.001***, prueba exacta de Fisher). E) Cambio en la amplitud
de la respuesta a AITC 50 uM a diferentes tiempos de incubacién con S1RA 100 uM. cambios significativos

113



a1,3y4 horas (p <0.001***, ANOVA-Dunnett). F) Imagen de células HEK293 transfectadas con hTRPA1-
tGFP de manera transitoria. G) Trazos de cambio de calcio intracelular y porcentaje de respuesta en
situacion control (trazos izquierda) y posterior a la incubacién con S1RA 100 uM durante 4 h (trazos
derecha). Los trazos mas gruesos representan el promedio de las respuestas del gréafico. Porcentajes de
respuesta a AITC 50 uM en control (97 %) y SIRA 100 uM (45 %) se representan en los anillos verde y azul
respectivamente.

En todas las condiciones experimentales, se realizd el control pertinente. Las
células fueron incubadas el tiempo especificado en solucidn extracelular con el vehiculo
del SIRA, DMSO, a la concentracién correspondiente: 0.05, 0.1y 0.2 %, dependiendo de
la concentracion de S1RA. Finalmente, como se no observaron cambios con las
diferentes concentraciones de DMSO, se agruparon los datos en un unico grupo control.

En resumen, los resultados de este blogue muestran una disminucién de la
actividad del canal TRPA1, la cual es dependiente de la concentracién de S1RA vy del
tiempo de incubacidn, siendo las condiciones éptimas una concentracién de 100 uM y 4
horas de incubacién.

Ademas, se analiz6 el efecto de 25 uM S1RA, la concentracién mas baja testada,
incubado durante 24 horas. Para ello, las células que expresaban de manera estable el
canal hTRPA1-tGFP fueron incubadas en medio de cultivo completo (DMEMc).
Simultdneamente, se incubaron células con 100 uM S1RA durante 4 horas como control
positivo.

Se pudo observar que la incubacién con S1RA 25 pM-24 h induce una inhibicion
en la amplitud de la respuesta a 50 uM AITC de 68 % respecto a la situacion control. Asi,
el promedio de la amplitud de la respuesta de (F340/F380) en situacién control fue de
1.66 £ 0.05 (n =397), mientras que, tras la incubacion con S1RA 25 uM-24 h, el promedio
de la respuesta se vio disminuida a 0.53 + 0.02 (n = 574). Los cambios en la amplitud de
la respuesta a AITC 50 uM resultaron estadisticamente significativos (p < 0.001, prueba
t-Student no pareada). Adicionalmente, las células incubadas con la condiciéon S1RA 100
UM-4 h, mostraron un descenso en la amplitud de la respuesta a AITC 50 uM del 66 %
respecto a la situacién control, siguiendo la misma tendencia, como se ha demostrado
anteriormente (Fig. 4.7).

Tras la incubacion con S1RA 25 uM-24 h, las células respondieron un 16 % menos
a AITC 50 uM respecto a la situacidn control, siendo estos cambios estadisticamente

significativos (p < 0.001, prueba exacta de Fisher). En situacidn control hubo un 98 %
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(397/406) de respuestas, mientras que, con SIRA 25 uM-24 h, un 82 % (574/696),
representando una inhibicién del 16 %.

Sin embargo, la incubacién con S1IRA 100 uM-4 h, las células respondieron un 55
% (108/197) mientras que en situacion control el valor fue de 98 % (231/240) (p <

0.0001, prueba exacta de Fisher). Estos cambios representan una inhibicién del 47 %.
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Figura 4.7. La incubacién con S1RA 25 uM durante 24 horas inhibe la respuesta a AITC en células que
expresan de manera estable el canal hTRPA1-tGFP. La incubacion con S1RA 25 uM-24 h induce una
inhibicidn de la amplitud de la respuesta a AITC 50 uM de igual magnitud que la incubacion con S1RA 100
UM-4h (p < 0.001***, prueba t-Student no pareada). La incubacidén con S1RA 25 uM-24 h induce un
descenso en el numero de células que responden a AITC 50 uM menor que la incubacién con S1RA 100
UM-4h (p < 0.001***, prueba Exacta de Fisher).

En resumen, estos datos sugieren que la incubacion con S1RA 25 uM-24 h induce
resultados equivalentes a los observados con S1RA 100 uM-4 h en la inhibicién de la
amplitud de la respuesta a AITC 50 uM, sin embargo, el descenso en el nimero de células

gue responden a este estimulo es menor cuando se las incuba con S1RA 25 uM-24 h.

4.2.2 Evaluacion del efecto del S1IRA sobre las corrientes de membrana a través
del canal TRPA1

Para estudiar cdmo afecta el S1RA a las corrientes de membrana producidas por
la activacion del canal TRPA1 con AITC, se planificd un bloque experimental de registros
electrofisiolégicos de patch-clamp, utilizando la modalidad de célula completa. Estos
experimentos se realizaron en la linea celular que expresa de manera estable el canal

hTRPA1-tGFP (ver apartado 3.3.4.3 de materiales y métodos).
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Las células fueron incubadas durante 4 horas a distintas concentraciones de
S1RA: 10, 30 y 100 puM. El grupo control se incubd el mismo tiempo con solucion
extracelular 0.2 % de DMSO.

De los registros de patch-clamp (en la modalidad fijacién de voltaje) se obtuvo
informacién de la corriente de entrada activada por AITC 50 uM a un potencial de -60
mV de la cual se tomaron los valores de la corriente mdéxima y el tiempo al pico.
Simultaneamente se aplicaron, cada 3 segundos, rampas de voltaje (desde -100 a +100
mV) durante la aplicacién de AITC y se estudiaron los cambios en las corrientes de
membrana obtenidos.

En la figura 4.8A se muestran ejemplos representativos de la corriente de
entrada a-60 mV activada por AITC a las diferentes concentraciones de S1RA exploradas.
Se observd una inhibicién de la amplitud de la corriente de entrada, asi como un
incremento del tiempo al pico, siendo estos cambios dependientes de la concentracién
de S1RA. Cuanto mayor es la concentracidon de SIRA menor es la corriente de entrada y
mas lenta su llegada al pico maximo. Respecto a la amplitud de la densidad de corriente,
como se puede observar en la figura 4.8B, la mdaxima inhibicién se obtiene tras la
incubacion con S1RA 100 uM, valor promedio de 9.32 * 2.35 pA/pF (n = 18) mientras
que los valores en condicion control fueron 51.01 + 5.52 pA/pF (n = 20) (p < 0.001 ***,
anadlisis de varianza ANOVA a una via y prueba post-hoc Dunnett). El cambio en la
corriente tras la incubacion con S1RA 100 uM-4 h representa una inhibicién del 80 %
(Fig. 4.8B panel izquierda). La incubacién con 10 uM y 30 uM S1RA indujo una
disminucion de la densidad de corriente de entrada dosis dependiente, con valores
promedio de 43.7 + 6.5 pA/pF (n =6) y 30.8 + 3.0 pA/pF (n = 6) respectivamente que no
resultaron significativos respecto a la condicién control (Fig. 4.8B panel izquierda).

Respecto al tiempo al pico, se observé un incremento directamente proporcional
al aumento de la concentracidn de S1RA utilizada. Asi, en la condicidén control el tiempo
al pico promedio fue 25.0 + 1.9 segundos (n = 20), mientras que en las células incubadas
con S1RA 100 pM éste se vio incrementado significativamente hasta 64.8 + 10.4
segundos (n = 18) (p < 0.001, analisis de varianza ANOVA a una via, prueba post-hoc
Dunnett). Tras la incubaciéon con S1RA 100 uM 4 h fue necesario 2,6 veces mas tiempo

para llegar a los valores maximos de corriente (Fig. 4.8B panel derecha). El tiempo al
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pico en las condiciones de incubacién restantes, SIRA 10 uM y 30 uM no mostraron
cambios significativos respecto a la situacidon control, los valores promedio obtenidos
fueron 26.1 + 5.9 segundos (n = 6) y 28.9 + 4.2 segundos (n = 6) respectivamente (Fig.

4.8B panel derecha).
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Figura 4.8. La incubacion con S1RA inhibe la corriente de TRPA1l de forma dependiente a la
concentracion. Linea celular HEK293-hTRPA1-tGFP. A) Ejemplos representativos de registros de patch-
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clamp voltage-clamp modalidad célula entera. Corrientes de entrada activadas por AITC 50 UM cuando la
célula esta fijada a -60 mV. Situacion control (verde oscuro), célula incubada con S1RA 10 uM 4 h (verde
claro), célula incubada con S1RA 30 uM 4 h (celeste) y SIRA 100 uM 4 h (azul). B) Promedio de la amplitud
de la corriente de entrada en respuesta a AITC 50 uM vy tiempo al pico para cada una de las
concentraciones indicadas en el punto A. La condicidén experimental SIRA 100 uM 4 h (azul) es la Unica
que genera cambios significativos respecto a la situacion control en la amplitud de la corriente y el tiempo
al pico. (p<0.001 ***, ANOVA-Dunnett). C) Relacién corriente-voltaje en la configuracion de célula entera
en presencia de AITC 50 pM cuando se aplican rampas de voltaje de -100 mV A + 100 mV. A diferentes
concentraciones de S1RA (izquierda) Situacidn control (verde oscuro), células incubadas 4 horas con S1RA
10 uM (verde claro), SIRA 30 uM (celeste) y SIRA 100 uM (azul), n = 10 en todos los grupos. Corriente
evocada a +60 mV y -60 mV en presencia de AITC 50 uM en células incubadas en las concentraciones
mencionadas. Cambios significativos para S1IRA 100 uM (p < 0.001*** ANOVA-Dunnett). Panel de la
derecha. D) Concentraciéon inhibitoria media maxima (ICso) para S1RA. Para potenciales positivos y
negativos, 51 pM y 35 uM y respectivamente.

En la figura 4.8C se muestra la densidad de corriente promedio en funcién del
voltaje de células incubadas a diferentes concentraciones de S1RA, obtenidas al aplicar
una rampa de voltaje de -100 mV a +100 mV y AITC 50 uM. Como se observa, la
aplicacion de S1RA produjo una inhibicidn de las corrientes, tanto a voltajes negativos
como positivos, siendo esta disminucion dependiente de la concentracion de S1RA, y
maxima a 100 uM (n = 10) (p < 0.001, ANOVA a una via y prueba post-hoc Dunnett). En
esta inhibicién no se observa voltaje dependencia ya que todos los voltajes presentan
un comportamiento similar (Fig. 4.8C panel izquierda).

Calculando el valor promedio de la corriente a +60 mV y a -60 mV la inhibicion
de la corriente dependiente de TRPA1, resultd similar al observado previamente (Fig.
4.8C panel derecho). Las concentraciones de 10 y 30 uM de S1RA (n = 10 en ambos
grupos) no mostraron cambios significativos respecto a la situacidon control. Con los
valores obtenidos a diferentes concentraciones se calculd la ICso para para la densidad
de corriente a +60 mV y -60 mV, cuyo valor resulté 35 uM (R? =0.99) y 51 uM (R? =0.93)
respectivamente (Fig. 4.8D).

En resumen, este bloque de resultados, obtenidos mediante experimentos de
electrofisiologia, demuestran que el S1IRA reduce la amplitud de la corriente de
membrana a través de TRPA1 evocada por AITC 50 uM de forma dosis dependiente,
obteniendo la maxima inhibicion a la concentracién de 100 uM incubando las células 4

horas.
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4.2.3 Estudio del efecto del S1RA en la respuesta de TRPAL1 al agonista carvacrol

Como se ha mencionado en el apartado de introduccion, el canal TRPA1 se puede
activar por distintos compuestos, siendo muchos de ellos de naturaleza electrofilica
como el AITC utilizado en los experimentos anteriores. Quisimos comprobar si el efecto
del S1RA, antagonista de la chaperona o1, sobre TRPA1 podria estar influenciado por el
tipo de agonista quimico que activa el canal. Para ello, se realizaron experimentos de
medida de calcio intracelular estimulando TRPA1l con carvacrol, un agonista no
electrofilo cuya interaccidn con el canal TRPA1 es diferente a la que establece el AITC
(ver apartado 1.4.6 de introduccion).

Para llevar a cabo este bloque experimental, se transfectaron transitoriamente
células HEK293 con hTRPA1-tGFP y se conformaron 4 grupos experimentales de células
incubadas durante 4 horas con diferentes concentraciones de S1RA, 10, 30 uM, 100 uM
y situacién control.

Los experimentos de medida de calcio intracelular dieron como resultado que la
incubacién con las concentraciones mas bajas de S1RA (10 y 30 uM) no producian
cambios significativos en la amplitud de la respuesta inducida por la aplicaciéon de 100
UM carvacrol respecto a la situacién control (solucion extracelular y 0.2 % DMSOQ). Sin
embargo, la incubacién con 100 uM S1RA indujo una reduccién significativa de la
amplitud de la respuesta a carvacrol desde 0.96 + 0.07 a 0.43 + 0.18 representando una
inhibicidn del 55 % respecto a la situacion control (p < 0.001, andlisis de varianza ANOVA
a unavia y prueba post-hoc Dunnett) (Fig. 4.9A).

En cuanto al porcentaje de células que respondieron, solo la incubacién con S1IRA
100 uM produjo cambios significativos. En situacién control, el carvacrol 100 uM activé
al 90 % (45/50) de las células hTRPA1-tGFP positivas, mientras que cuando las células se
incubaron con S1RA 100 uM solo respondié el 31 % (11/36) (p < 0.001, prueba exacta
de Fisher) (Fig. 4.9B). En la figura 4.9C se muestran trazos representativos de cambios
en los valores de (F340/F380) para la situacion control y tras la incubacion con SIRA 100

UM durante 4 horas.
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Figura 4.9. Efecto de la incubacién con S1RA en la respuesta a carvacrol. Células HEK 293 transfectadas
con hTRPA1-tGFP. A) Cambio de la amplitud de la respuesta a carvacrol 100 uM en células incubadas con
S1RA 10 pM, 30 uM y 100 pM durante 4hs. Sélo la incubacién con S1RA 100 uM indujo un cambio
significativo en la amplitud de la respuesta (p < 0.001***, ANOVA-Dunnett). B) Comparacién de
porcentaje de células que responden a carvacrol 100 uM tras ser incubadas con las concentraciones de
S1RA mencionadas en A. La incubacion con S1RA 100 uM produjo un cambio significativo en el porcentaje
de células que responden respecto a la situacion control (p < 0.001***, prueba exacta de Fisher). C) Trazos
representativo del curso temporal del cambio en la concentracion del calcio intracelular durante la
aplicacién de carvacrol 100 uM en condiciones control (imagen superior) y en células incubadas con S1IRA
100 uM 4 h (imagen inferior).

4.2.4 Comparacion del efecto de S1RA en la respuesta a un agonista electréfilo
y un agonista no electréfilo del canal TRPA1

El efecto inhibitorio encontrado tras la incubaciéon con S1RA 100 uM cuando se
activa el canal TRPA1 con AITC mantiene la tendencia cuando el canal TRPA1 es activado
por agonistas de diferente naturaleza. Como se puede observar, la inhibicion en la
amplitud de la respuesta aumenta en funcién del aumento en la concentracién de S1RA,
mostrando un efecto dependiente de la dosis utilizada. Sin embargo, cuando se utiliza

el carvacrol como agonista no electrdéfilo de TRPA1, la ICso resultd el doble de la obtenida
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con AITC, 98 uM (R?= 0.97) vs 47 uM (R? = 0.99) respectivamente (Fig. 4.10A). Cabe
destacar que los grupos de células estimuladas con carvacrol presentan mayor
variabilidad en las respuestas ya que un menor nimero de células fueron analizadas.

Sin embargo, en ambos casos, utilizando la maxima concentraciéon de S1RA (100
uM), el porcentaje de células que responden a cada agonista fue similar: 45 % de
respuesta a AITC 50 uM y 31 % de respuesta a carvacrol 100 uM. En cuanto a la amplitud
de la respuesta, la reduccién cuando se activa TRPA1 por AITC representd un 81 %
mientras que cuando se estimularon las células con carvacrol éste fue de un 55 % (Fig.
4.10B).

Utilizando la linea que expresa de manera estable el canal hTRPA1-tGFP, se
incubaron células con S1IRA 100 uM durante 4 horas y se evalué la respuesta a AITC 50
MM y carvacrol 100 uM. Se observo un descenso similar en la amplitud de la respuesta
para ambos agonistas de TRPA1, siendo estos cambios estadisticamente significativos (p
< 0.001, prueba t-Student no pareada en ambos casos.) La inhibicién con ambos
agonistas representd un descenso del 50 % respecto a su condiciéon control (Fig. 4.10C).

Respecto al porcentaje de respuestas, la incubacién con S1RA produjo el mismo
descenso para ambos agonistas de TRPA1, de 97 % (control) a 88 % (S1RA 100 uM)
aunque la significancia varié debido al tamafio muestral en cada grupo experimental. La
respuesta a AITC cambid de 97 % (184/189) control a 88 % (187/211) con S1RA 100 uM-
4 h (p =0.0003, prueba exacta de Fisher). Sin embargo, la respuesta a carvacrol cambid
de 97 % (109/112) control a 88 % (96/109) S1RA 100 uM-4 h (p = 0.009, prueba exacta
de Fisher).

Estos resultados indican que el efecto inhibitorio del antagonista SIRA a 100 puM-
4h sobre TRPA1, es independiente del tipo de interaccién quimica entre el canal TRPA1
y su agonista. En ambos casos (agonistas electrofilos y no electroéfilos) el SIRA produjo

un efecto inhibitorio similar.
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Figura 4.10. La inhibicidn de la actividad de TRPA1 por S1RA es independiente del agonista de TRPA1
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la derecha) valores normalizados a la situacién control (p < 0.001***, ANOVA-Dunnett). ICso = 47 uM y 98
UM B) Cambios en el porcentaje de respuesta a AITC 50 uM (panel de la izquierda) y carvacrol 100 uM
(panel de la derecha) (p < 0.01** y p < 0.001***, prueba exacta de Fisher). C) La incubacién con S1RA 100
UM-4h en células que expresan de manera estable el canal TRPA1 produjo el mismo efecto inhibitorio
cuando el canal es activado con AITC 50 uM o carvacrol 100 pM. La inhibicién en la amplitud fue de 50 %
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97 % a 88 % (p < 0.01**, prueba exacta de Fisher).
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4.2.5 Estudio del efecto del BD1086, otro antagonista de la chaperona o1, sobre
las respuestas de TRPA1

Siguiendo con el mismo abordaje, este bloque de experimentos tuvo como
objetivo evaluar si el BD1063, otro antagonista de la chaperona ol, tiene el mismo
efecto sobre la respuesta a AITC mediada por TRPA1 que el obtenido con S1RA. En
células HEK293 transfectadas transitoriamente con hTRPA1-tGFP, se realizaron
experimentos de imagen de calcio in vitro y experimentos de medidas de corriente de
membrana.

En primer lugar, se incubaron células durante 4 horas a 25, 50 y 100 uM de
BD1063. En los experimentos de imagen de calcio se observd que la amplitud de la
respuesta a 50 uM de AITC se vio disminuida con el aumento de la concentracién de
BD1063, aunque sdélo se observaron cambios significativos con la concentracion mas
alta. A partir de esta informacién se calculé la concentracidn inhibitoria media maxima
(ICso) cuyo valor fue de 76 uM (R? = 0.93) (Fig. 4.11A).

La incubacién con BD1063 100 uM-4 h produjo una reduccién de la amplitud de
la respuesta a AITC 50 uM del 64 %, siendo los valores promedio obtenidos de 0.86 +
0.03 (n= 255) vs 0.31 + 0.06 (n= 36) para la situacidn control (solucién extracelular) y
BD1063 100 uM respectivamente (p < 0.001, t-Student no pareada) (Fig. 4.11B).

El porcentaje de células que respondieron tras la incubacién con BD1063 100
UM-4 h fue significativamente menor que en la condicidn control. En situacién control
respondieron el 97 % (255/263) de las células a AITC, mientras que tras la incubacion
con BD1063 solo respondieron el 47 % (36/77), siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.01, prueba exacta de Fisher) (Fig. 4.11B).

A continuacion, se realizaron registros electrofisioldgicos para estudiar el efecto
del BD1063 sobre la corriente de membrana en las células transfectadas con hTRPA1-
tGFP, en respuesta a 50 uM de AITC. Se realizaron registros de patch-clamp en la
modalidad de fijacion de voltaje en célula entera donde y se midié la amplitud de la
corriente y el tiempo al pico a un potencial fijo de -60 mV. Ademas del grupo de células

incubadas con BD1063 100 uM-4 h, se registraron alternadamente células incubadas
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con S1RA 100 uM-4 h como control del efecto el mismo dia de registro, y también células
incubadas en solucion control (solucion extracelular).

En el grupo de células incubadas con BD1063 100 uM-4 h el promedio de la
densidad de corriente fue igual a 25.69 * 3.62 pA/pF (n=12), mostrando una inhibicion
del 48 % respecto al grupo de control, cuya corriente de entrada promedio fue de 49.9
+ 5.7 pA/pF (n=21), la diferencia fue estadisticamente significativa (p = 0.003, prueba t-
Student no pareada). (Fig. 4.11D).

A su vez, se analizé el tiempo en el que se alcanzan los valores maximos de
corriente (tiempo al pico). Las células incubadas con BD1063 y en solucién control
alcanzaron el maximo de corriente en un tiempo similar control, asi los valores
promedios fueron de 23.36 + 2.07 segundos (n = 21) vs 24.84 + 1.92 segundos (n = 12)
respectivamente (p = 0.62 n.s., prueba t-Student no pareada) (Fig. 4.11E). Trazos
representativos de la corriente de entrada evocada por AITC 50 uM en ambas
condiciones experimentales se muestran en la figura 4.11C.

En los resultados obtenidos de rampas de voltaje (-100 mV a +100 mV) se
observé que la incubacién con BD1063 100 uM-4 h produjo inhibicién de la corriente a
potenciales negativos y positivos cuando estas rampas se aplicaron en simultaneo con
AITC 50 pM. Asi, los valores de densidad de corriente obtenidos a -60 mV para el grupo
BD1063 fue de -24.01 + 4.33 pA/pF (n = 9) siendo estos cambios estadisticamente
significativos respecto a la situacion control, -51.79 + 11.21 pA/pF (n = 10) (p = 0.03,
prueba t-Student no pareada). Para potenciales positivos, +60 mV, el promedio de la
densidad de corriente en las células incubadas con BD1063 fue de 51.91 + 7.49 pA/pF (n
= 9) mientras que en la situacién control fue de 99.84 + 18.46 pA/pF (n = 10) (p = 0.04,
prueba t-Student no pareada) (Fig. 4.11G). Trazos del promedio de la relacion corriente-
voltaje en la configuracién de célula entera en presencia de AITC (50 uM) cuando se
aplican rampas de voltaje de -100 mV A + 100 mV en situacion control y tras la

incubacién con BD1063 100 uM-4h se muestran en la figura 4.11F.
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Figura 4.11. La incubacion con BD1063 inhibe la actividad del canal TRPA1 en células HEK293 cuando se
lo estimula con AITC 50 uM. A) Curvas dosis respuesta para diferentes concentraciones de BD1063 (25,
50y 100 uM) (p < 0.001***, ANOVA-Dunnett). ICso = 76 uM. B) Inhibicidn de la respuesta a AITC tras la
incubacién con BD1063 100 uM (p < 0.001***, prueba t-Student no pareada y prueba exacta de Fisher).
C) Registros representativos del cambio de corriente de entrada activada por AITC uM en situacién control
(verde) y tras la incubacidon con BD1063 100 uM4-h (magenta) D) Densidad de corriente maxima en
situacion control (verde n=21) y tratadas con BD1063 100 uM4-h (magenta n=12) (p < 0.01**, prueba t-
Student no pareada). E) Tiempo al pico en situacion control (verde n=21) y tratadas con BD1063 100 uM4-
h (magenta n=12) (p = 0.62 n.s., prueba t-Student no pareada). F) Relacidn corriente-voltaje en la
configuracion de célula entera en presencia de AITC 50 uM cuando se aplican rampas de voltaje de -100
mV A + 100 mv en situacién control (verde) y tras la incubacion con BD1063 100 uM-4h (magenta). G)
Densidad de corriente a +60 mV y -60 mV en situacién control e incubadas con BD1063 100 uM-4h (p <
0.5, prueba t-Student no pareada).
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4.2.6 Comparacion del efecto de dos antagonistas de la chaperona o1R, SIRAy
BD1063 en la respuesta a AITC del canal TRPA1

Con el objetivo de comparar el efecto de ambos antagonistas de la chaperona
0l, en este apartado se resumen valores ya mencionados en los apartados previos
enfatizando las diferencias de los efectos obtenidos con SIRA y BD1063.

El estudio de los cambios de calcio intracelular, utilizando imagen de calcio in
vitro en células incubadas con Fura2-AM, la incubaciéon con BD1063 100 uM-4h produjo
una reduccién de la amplitud de respuesta a AITC 50 uM del 64 %, mientras que el SIRA
en las mismas condiciones de incubacion redujo la amplitud de la respuesta en un 81 %
respecto a la situacién control.

El porcentaje de células que respondieron fue similar tras la incubaciéon con
ambos antagonistas de ol. Las células tratadas con S1RA 100 uM-4 h respondieron un
45 % a la estimulacidon con AITC y aquellas incubadas con BD1063 en las mismas
condiciones un 47 % respecto a su correspondiente control. La ICsp para cada uno de los
compuestos se observa en la figura 4.12A, siendo de 47 uM para el SIRAy 76 uM para
el compuesto BD1063.

De los registros de electrofisiologia, como se ha mencionado previamente, se
obtuvo informacién de la corriente de entrada activada por AITC (50 uM) a un potencial
de -60 mV. En el grupo incubado con S1RA (100 uM) la maxima corriente de entrada fue
11.10 + 2.8 pA/pF (n=18) representando este valor, un 78 % de inhibicién respecto al
control, mientras que en el grupo de células incubadas con BD1063 (100 uM) la maxima
corriente de entrada fue 25.69 + 3.6 pA/pF (n = 12) mostrando una inhibicidn del 48 %
respecto al grupo de células incubadas con solucién control cuya corriente de entrada
promedio fue de 49.87 + 5.7 pA/pF (n = 21), la diferencia fue estadisticamente
significativa (p < 0.01, prueba t-Student no pareada). El S1IRA redujo la amplitud de la
corriente de entrada 1.6 veces mas que el BD1086 (Fig. 4.12B).

A su vez, se analizé el tiempo en el que se alcanzan los valores maximos de
corriente (tiempo al pico) tras la incubacién con S1RA y BD1063. Las células incubadas
con S1RA fueron 3 veces mads lentas que las incubadas con BD1063. Asi, los valores
promedio de tiempo al pico para cada condicion resultaron 79.02 + 21.3 segundos (n =

13) y 23.36 £ 2.07 segundos (n = 12) respectivamente, estas diferencias resultaron
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Curvas dosis respuesta para AITC 50 uM. Valores normalizados a la situacion control. ICso = 47 uM para el
S1RA (panel de la izquierda), ICso = 76 uM para el BD1063 (panel de la derecha). B) Registros
electrofisiolégicos. Corrientes de entrada activadas por AITC 50 uM cuando la célula esta fijada a -60 mV.
Promedio de la amplitud de la corriente de entrada en situacién control (verde, n = 21), incubadas con
BD1063 100 uM-4h (magenta n = 12) y S1IRA 100 uM-4h (azul n = 18). C) Registros electrofisioldgicos.
Promedio del tiempo al que se alcanza el valor maximo de corriente en situacién control (verde, n = 21),
incubadas con BD1063 100 uM 4 h (magenta, n = 12) y S1IRA 100 uM 4 h (azul). D) Ejemplos
representativos de las corrientes de entrada activadas por AITC 50 puM en situacion control (verde),
BD1063 100 uM-4h (magenta) y SIRA 100 uM-4h (azul). E) Relacidn corriente-voltaje en presencia de AITC
50 uM cuando se aplican rampas de voltaje de -100 mV A + 100 mV. Medias de las corrientes evocadas
por las rampas de voltaje. Situacion control n = 10 (verde oscuro), células incubadas con BD1063 100 uM-
4h n =9 (magenta) y SIRA 100 uM-4h n =9 (azul). En el panel de la derecha se observa la la densidad de
corriente promedio evocada a +60 mV y -60 mV en presencia de AITC 50 UM en células incubadas con los
compuestos y a las concentraciones mencionadas.

estadisticamente significativas (p = 0.02, prueba t-Student no pareada). En situaciéon
control este valor fue de 24.84 + 1.9 segundos (n = 21) (Fig. 4.12C). Trazos
representativos de cada grupo experimental se muestran en la figura 4.12D.

En los registros obtenidos con rampas de voltaje (-100 mV a +100 mV), se
observé que tanto la incubacidon con S1RA como con BD1063 produce inhibicion de la
corriente a potenciales negativos y positivos cuando estas rampas se aplican en
simultaneo con AITC (50 uM). Asi, los valores de densidad de corriente obtenidos a -60
mV para el grupo S1RA fue de -10.05 + 3.4 pA/pF (n = 9) mientras que, para BD1063 fue
de -24.07 + 4.3 pA/pF (n = 9), siendo estos cambios estadisticamente significativos (p =
0.02, prueba t-Student no pareada). Para potenciales positivos, +60 mV, el promedio de
la densidad de corriente en las células incubadas con S1RA fue de 26.06 + 5 pA/pF (n =
9), mientras que con el BD1063 este valor fue de 51.92 + 7.4 pA/pF (n =9) (p = 0.01,
prueba t-Student no pareada). La incubacion con S1RA causé el doble de inhibicién que
con BD1063 tanto a potenciales negativos como positivos (Fig. 4.12E). La densidad de
corriente en la situacion control a -60 mV fue de -51.66 + 11 pA/pF (n = 10) y a
potenciales positivos, +60 mV, la densidad de corriente del grupo control fue de 99.84 +
18.5 pA/pF (n = 10). El tratamiento con S1IRA o BD1063 no producen cambios en la
dependencia del voltaje, en la figura 4.12E se muestran las curvas |-V promedio en cada

condicion.
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En resumen, los resultados de este bloque de experimentos indican que la
actividad de TRPA1l se inhibe con distintos antagonistas de la chaperona o1,
obteniéndose una mayor inhibicién con S1RA que con BD1063. La amplitud de la
corriente, evocada por AITC, con S1RA es la mitad de la corriente y 3 veces mas lenta

gue la obtenida con BD1063.

4.2.7 Efecto del S1RA en la respuesta a AITC en células en las que la chaperona
ol se encuentra silenciada

Este bloque experimental tuvo como objetivo investigar si la presencia de la
chaperona ol es necesaria para la modulacién negativa del canal TRPA1, que hemos
descrito anteriormente, por parte del antagonista S1RA. Para ello, se realizaron
experimentos de imagen de calcio in vitro en los cuales el plasmido hTRPA1-tGFP fue
transfectado de manera transitoria en una linea celular HEK293 en la que previamente
se ha silenciado ol (ver apartado 3.3.3 de materiales y métodos) y que llamaremos
HEK293-01KO. Como control se utilizé la linea HEK293 silvestre, que Ilamaremos
HEK293-WT. En ambos casos se estudiaron los cambios en la concentracién de calcio
intracelular (F340/F380) en respuesta a AITC (50 uM) tras 4 horas de incubacion con
S1RA (100 pM).

En las células HEK293-01KO, la incubacion con el antagonista SIRA no produjo
cambios significativos en la amplitud de la respuesta a AITC respecto a la situacién
control, los valores promedio de F340/F380 fueron 1.04 + 0.03 vs 1.11 * 0.02
respectivamente (p = 0.06, prueba t-Student no pareada). Asi mismo, el porcentaje de
células que respondieron a este estimulo no presentd cambios significativos tras la
incubacion con S1RA: 93 % (261/279) S1RA vs 93 % control (218/234), (p = 0.86 n.s.,
prueba exacta de Fisher) (Fig. 4.13A y 4.13B barras claras). Por el contrario, en las células
HEK293-WT, en las cuales la chaperona se expresa de forma nativa, la incubacién con
S1RA 100 pM, produjo una disminucidn estadisticamente significativa en la amplitud de
la respuesta a AITC respecto a la situacién control, 0.47 + 0.03 vs 0.72 + 0.03
respectivamente (p < 0.0001, prueba t-Student no pareada) tal como se ha mostrado en
los apartados anteriores (Fig. 4.13A). En este grupo de experimentos, la incubacién con

S1RA no produjo cambios significativos en el nUmero de células que respondieron a AITC
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respecto a la condicion control, 84 % (82/98) vs 86 % (157/182) respectivamente (p =
0.6 n.s., prueba exacta de Fisher) (Fig. 4.13B).

También se realizaron registros electrofisioldgicos en las mismas condiciones de
incubacién y en ambas lineas celulares con el objetivo de estudiar las corrientes de
membrana dependientes de TRPAl. Los resultados obtenidos siguen la misma
tendencia: en la linea silenciada, HEK293-01KO, no se observan cambios significativos
en la respuesta a AITC durante la aplicaciéon de rampas de voltaje (de -100 a +100 mV)
cuando las células se incubaron durante 4 horas con S1RA 100 uM, en comparacién con
las células control. Los valores promedio de la densidad de corriente a +60 mV resultaron
de 70.7+11.6 pA/pF (n=6) vs 66.9+ 1.0 pA/pF (n=10) en los grupos control e incubadas
con S1RA 100 uM respectivamente, (p = 0.81, n.s. prueba t-Student no pareada) (Fig.
4.13C). Sin embargo, en las células HEK293-WT, se observd, como esperabamos, un
efecto inhibitorio significativo en la corriente de TRPA1 a +60 mV, siendo el valor de la
corriente en situacion control 62.2 + 12.3 pA/pF (n = 5) vs 26.9 + 9.1 pA/pF (n = 6)
incubadas con S1RA 100 uM (p = 0.04, prueba t-Student no pareada) (Fig. 4.13C). Curvas
I-V promedio en cada condicion experimental se observan en el panel de la izquierda de
la figura 4.13C.

En resumen, estos resultados sugieren que la chaperona o1 es necesaria para que
S1RA inhiba la actividad del canal TRPA1, lo cual apoya una modulacidn de la chaperona
ol sobre TRPAL.

Adicionalmente, realizamos una co-transfeccién del canal hTRPA1-tGFP vy la
chaperona hol-mCherry en la linea silenciada HEK293-01KO, con la intencién de
recuperar el efecto inhibitorio del S1RA sobre el canal TRPA1 al introducir a o1 en las
células carentes de ésta. Para ello, se realizaron experimentos de medida de calcio
intracelular, incubando las células con S1RA y su correspondiente control.

Los resultados obtenidos mostraron que cuando ol esta presente se recuperaba
el efecto inhibitorio de S1RA sobre TRPA1. Asi, en estos experimentos, cuando hTRPA1-
tGFP se co-transfectd con hol-mCherry, la amplitud de la respuesta a AITC en situacion
control vs SIRA 100 uM fue en promedio de 0.99 + 0.04 vs 0.67 + 0.04 respectivamente.

Este cambio de amplitud representa una inhibicion del 32 % siendo

estadisticamente significativa (p < 0.001, prueba t-Student no pareada) (Fig. 4.14A).
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S1RA 100 uM 4hs en HEK293-WT y en HEK293-01KO (p > 0.05 n.s., prueba exacta de Fisher). C) Relacién
corriente-voltaje en la configuracién de célula entera (panel de la izquierda) en presencia de AITC 50 uM
cuando se aplican rampas de voltaje de -100 mV A + 100 mV en las lineas celulares HEK293-WT y HEK293-
01KO en situacion control e incubadas con S1RA 100 uM 4hs. Densidad de corriente a + 60 mV trs la
incubacién con S1RA 100 uM en células HEK293-WT (p < 0.05*, prueba t-Student) y en células HEK293-
01KO (p > 0.05 n.s., prueba t-Student).

Por el contrario, cuando se expresa sélo el canal hTRPA1-tGFP en la linea HEK293-
01KO, no se produjeron cambios significativos en la amplitud de la respuesta, 1.07 +
0.02vs 1.03 + 0.02, control y SIRA 100 uM respectivamente (p = 0.17 n.s., prueba t-
Student no pareada) (Fig. 4.14A), como hemos demostrado previamente. En ninguna de
las condiciones experimentales el porcentaje de células que responden se ha visto

modificado significativamente. En la linea HEK293-01KO expresando hTRPA1-tGFP y
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hol-mCherry: 99 % (118/119) control vs 98 % (144/147) S1RA. En la linea HEK293-061KO

expresando solo hTRPA1-tGFP: 96 % (312/325) control vs 91 % (276/303) S1RA (Fig.
4.14B).
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Figura 4.14. S1RA inhibe la respuesta a AITC solo en presencia de o1R: Efecto de la incubacién con S1IRA
en la respuesta a AITC. Linea celular HEK293-61KO. A) cambios en la amplitud de la respuesta tras la
incubacion con S1RA 100 uM, cuando se expresa hTRPA1-tGFP (p > 0.05 n.s, prueba t-Student no pareada)
0 hTRPA1-tGFP + hal-mCherry (p < 0.001***, prueba t-Student no pareada). B) Porcentaje de respuesta
a AITC 50 uM cuando se expresa hTRPA1-tGFP o hTRPA1-tGFP + hal-mCherry (p > 0.05 n.s., prueba exacta
de Fisher). C) Trazos de calcio en respuesta a AITC 50 uM en cada una de las condiciones experimentales.
Panel superior: células HEK293-01KO que expresan hTRPA1-tGFP (situacion control e incubadas con S1IRA
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100 puM). Panel inferior: células HEK293-01KO que expresan hTRPA1-tGFP + hol-mCherry (situacion
control e incubadas con S1RA 100 uM).

En la figura 4.14C panel superior se muestran trazos representativos de células
HEK293-01KO, que expresan solo el canal hTRPA1-tGFP. Se puede observar que la
incubacién con S1RA 100 uM4-h no produjo cambios en la amplitud de la respuesta a
AITC uM (grafico derecha). Sin embargo, cuando las células HEK293-61KO expresan
hTRPA1-tGFP y hol-mCherry (panel inferior) se recupera el efecto inhibitorio de S1RA
sobre la respuesta a AITC (grafico derecha). Los trazos mds gruesos representan la media
en cada condicion.

En resumen, estos resultados apoyan la hipdtesis que la chaperona ol ejerce una
modulacion sobre el canal TRPA1 y no su ligando

4.3 Estudio del efecto del S1RA sobre la actividad de TRPA1 en neuronas
sensoriales obtenidas de ratones que habian desarrollado neuropatia por

tratamiento con oxaliplatino

Teniendo en cuenta los resultados de la modulacién de la actividad de TRPA1 por
la chaperona o1 en un sistema heterdlogo, estudiamos si este efecto estaba presente

en un sistema de expresién enddégena como lo son neuronas de DRG de ratones.

Ademads, no preguntamos si los cambios conductuales encontrados tras en
tratamiento con oxaliplatino y S1RA (in vitro e in vivo) generaban cambios a nivel celular

en la poblacién de neuronas TRPA1 positivas.

4.3.1 Efecto del S1RA in vitro sobre las respuestas a AITC en neuronas

de DRG de ratones silvestres

Dado que los resultados anteriores nos sugieren que el efecto analgésico del SIRA
puede deberse a la modulaciéon de la actividad del canal TRPA1 por parte de la
chaperona o1, nos propusimos estudiar si esta modulacion también ocurre en las
neuronas sensoriales que expresan de forma nativa el canal TRPAL. Para ello, se

extrajeron los DRG de ratones adultos silvestres (C57BL/6J) y se disociaron las células.
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Pasadas 2 horas desde la disociacidn, se incubaron con S1RA 100 uM durante 4 horas,
se cargaron con Fura2-AM y se realizaron medidas de calcio intracelular: se compard la
amplitud y el porcentaje de respuesta a AITC 50 uM entre neuronas tratadas con S1IRA
y neuronas en situaciéon control (solucién extracelular 0.2 % DMSO).

La incubacién con S1RA 100 uM-4 h produjo una disminucién del 45 % en la
amplitud de la respuesta a AITC. Los valores promedio fueron 0.25 £ 0.02 en neuronas
tratadas con S1RA 100 uM vs 0.46 + 0.02 en condicién control (p < 0.0001, prueba t-
Student no pareada) (Fig. 4.15). Se observé también una disminucién significativa en el
porcentaje de neuronas que respondieron al AITC, 47 % (314/672) en soluciéon control
vs 32 % (195/616) cuando las neuronas se trataron con S1RA, (p < 0.001, prueba exacta
de Fisher) (Fig. 4.15).

Se confirmé por tanto que, en las neuronas sensoriales el SIRA 100 uM-4 h,
reducia la respuesta a AITC, agonista especifico del canal TRPA1, como se habia

observado en las células hTRPA1-HEK293-tGFP.
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Figura 4.15. La incubacion con S1RA 100 uM reduce la respuesta a AITC en neuronas sensoriales de DRG.
Amplitud media de la respuesta a AITC 50 uM en situacion control (verde) e incubadas con SIRA 100 uM-
4h (azul) (p < 0.001**, prueba t-Student no pareada). Los anillos verde y azul representan el porcentaje
de células que responde a AITC 50 uM en situacidn control e incubadas con S1RA 100 uM-4h
respectivamente (p < 0.001***, prueba exacta de Fisher).

4.3.2 Efecto in vitro del S1RA sobre las respuestas a AITC en neuronas de DRG
de ratones silvestres tratados con oxaliplatino
A la vista de los resultados previos, en los que observamos que el oxaliplatino

provoca una neuropatia mecanica y al frio en ratones (apartado 4.1.1) y que, en el
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desarrollo de esta neuropatia esta implicado el canal TRPA1, nos propusimos estudiar a
nivel celular si el SIRA era capaz de disminuir la actividad de TRPA1l en neuronas
sensoriales obtenidas de DRG de ratones tratados con oxaliplatino.

Por ello, el siguiente bloque de experimentos, tuvo por objeto estudiar, mediante
imagen de calcio in vitro, el efecto del S1IRA sobre la actividad TRPA1 en las neuronas
sensoriales obtenidas de DRG de ratones tratados con oxaliplatino. Se escogieron
ratones que presentaban hipersensibilidad mecénica (bajos umbrales de von Frey) y al
frio (respuesta alta al test de acetona y latencias cortas en el test de placa fria 10 °C). El
mismo dia de la extraccion de los ganglios y disociacion de las neuronas (D8 — D12) se
realizo la prueba de placa fria unilateral (UCP) a 10 °C como parametro de presencia de
la neuropatia (Fig. 4.16A). La incubacion, con S1RA 100 puM-4h o 0.2 % DMSO como
control, se realizd dos o tres horas posterior a la disociacidon de las neuronas (ver
paradigma en Fig. 4.16B).

En las neuronas de DRG obtenidas de los animales tratados con oxaliplatino no se
observé un cambio significativo en el nimero de células que respondieron a AITC
respecto a la situacién control (neuronas provenientes de animales tratados con
vehiculo del oxaliplatino). Ademas, la incubaciéon con S1RA 100 uM 4 h, tampoco afectd
al numero de neuronas que respondieron a AITC. Asi, los porcentajes de respuesta
obtenidos en situacion control, oxaliplatino y oxaliplatino + SIRA fueron 57 % (149/258),
55 % (118/214) y 54 % (172/319) respectivamente (Fig. 4.16D).

Sin embargo, la amplitud de la respuesta a AITC 50 uM fue significativamente
mayor en las neuronas provenientes de ratones tratados con oxaliplatino respecto a las
neuronas de animales tratados con vehiculo. Asi, los valores promedio de la amplitud
de la ratio (F340/F380) fueron de 0.37 + 0.02 vs 0.55 + 0.04 en situacién control y
oxaliplatino respectivamente, representando un incremento del 49 % de la amplitud de
la respuesta. Ademas, el tratamiento de incubacién in vitro con SIRA 100 uM-4h en
neuronas disociadas de ratones tratados con oxaliplatino, produjo un restablecimiento
de la amplitud de la respuesta a AITC, hacia los valores obtenidos en condicién control.
Asi, se obtuvo un descenso significativo en la amplitud de la respuesta a AITC, siendo el

valor promedio 0.35 + 0.02, lo que supone una reduccidn del 36 % respecto a las
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neuronas expuestas a oxaliplatino (p < 0.001, analisis de varianza ANOVA a una via y

prueba post hoc de Bonferroni (Fig. 4.16D histograma).
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Figura 4.16. Respuesta a AITC en neuronas de DRG en el modelo de neuropatia inducida por
oxaliplatino. A) Esquema de la induccién del modelo de dolor. La disociacion de neuronas sensoriales de
DRG se realiz6 entre los dias D8-D12 posterior a la primera inyeccion de oxaliplatino. Los experimentos
de imagen de calcio in vitro se realizaron en agudo (mismo dia de disociacién de neuronas). B) Protocolo
de obtencidén de las neuronas de DRG y su tratamiento con S1RA 100 uM. Los DRG se extrajeron de una
pareja de animales (1 veh, 1 oxa), se disociaron sus neuronas y posterior a 3 h se incubaron con S1RA 100
MM o su vehiculo (sol. extracelular al 0.2 % de DMSO) durante 4 h. C) Trazos del cambio del nivel de calcio
intracelular en respuesta a AITC 50 uM en neuronas de animales tratados con vehiculo, oxaliplatino y
neuronas provenientes de animales tratados con oxaliplatino y SIRA 100 uM-4h in vitro. D) Comparacion
del porcentaje de células que responden a AITC 50 uM en neuronas de DRG de animales tratados con
vehiculo (anillo verde), neuronas de animales tratados con oxaliplatino (anillo naranja) y en neuronas de
animales tratados con oxaliplatino que fueron incubadas in vitro con SIRA 100 uM-4h (anillo azul). El
tratamiento con oxaliplatino induce un incremento en la amplitud de la respuesta a AITC 50 uM (barra
naranja) respecto a la condicién control (barra verde). La incubacion con S1RA 100 uM-4h restablece los
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valores de la amplitud de la respuesta en neuronas provenientes de animales tratados con oxaliplatino (p
< 0.001***, ANOVA-Bonferroni y p > 0.05 n.s., prueba exacta de Fisher).

En la figura 4.16C se muestran trazos representativos de los grupos
experimentales control, oxaliplatino y oxaliplatino con S1RA 100 pM. Los trazos
representan la respuesta de varias neuronas al aplicar AITC. El trazado grueso
corresponde al promedio del grupo representado.

Parte de las neuronas tratadas con el vehiculo del oxaliplatino fueron incubadas
con S1RA 100 uM-4h como control positivo y también se observd una disminucién

significativa en la amplitud de la respuesta a AITC (datos no mostrados).

4.3.3 Estudio de la respuesta a AITC en las neuronas de DRG obtenidas de
ratones tratados con S1RA y oxaliplatino en simultaneo: efecto preventivo del
S1RA

Puesto que, en los experimentos conductuales se habia observado que el SIRA
era capaz de reducir la hipersensibilidad mecanica y al frio producida por el oxaliplatino
(apartado 4.1.4), nos propusimos estudiar a nivel celular la actividad del canal TRPA1 en
las neuronas obtenidas de los DRG de ratones que habian estado expuestos en
simultaneo al oxaliplatino y S1RA, y en los que se habia observado el efecto preventivo
en las manifestaciones conductuales. Con el objetivo de corroborar el fenotipo de los
animales, el mismo dia del cultivo, justo previo a la extraccion de los DRG (D8-D9-D10),
se realizd la prueba de placa fria unilateral a 10 °C (Fig. 4.17A). Posteriormente, se
procedid a la disociacion de las neuronas las cuales tras 2-3 se incubaron con Fura-2AM
para asi proceder a estudiar las respuestas a AITC, utilizando la técnica de medidas de
cambios de calcio intracelular in vitro (Fig. 4.17B).

En la figura 4.17 C se muestran trazos representativos de cambios del nivel calcio
intracelular de cada grupo experimental, salino + oxaliplatino y S1RA + oxaliplatino. Los
trazos representan la respuesta de varias neuronas, registradas simultdneamente, al
aplicar AITC. El trazado grueso corresponde al promedio del grupo representado.

Considerando los dias D8, D9 y D10 en conjunto, observamos que la amplitud de
la respuesta a AITC (50 uM), en las neuronas del grupo de animales tratados con S1RA +

oxaliplatino se vio significativamente disminuida respecto al grupo salino + oxaliplatino,
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(p <0.001, prueba t-Student no pareada). El cociente (F340/F380) promedio fue de 0.26
1+ 0.01 y 0.32 + 0.01 respectivamente. Este descenso representa una inhibicién de la
amplitud de la respuesta a AITC del 19 % inducida por el tratamiento con el S1RA (Fig.
4.17C).

El porcentaje de neuronas que respondié a AITC en el grupo tratado con
oxaliplatino + S1IRA no cambid significativamente respecto al grupo que recibid salino +
oxalipaltino. Los valores fueron 40.5 %, (1208/2990) vs 42 % (787/1857)
respectivamente (p = 0.17 n.s., prueba exacta de Fisher) (Fig. 4.17C).

Cuando analizamos el resultado del efecto a los dias D8, D9 y D10 por separado,
(Fig. 4.17D), observamos que la inhibicion por S1RA se mantuvo en cada dia
individualmente, pero variando la potencia. La amplitud de la respuesta a AITC en el
grupo estudiado a D8 fue significativamente menor (29 %) que su grupo control, 0.25 +
0.01vs0.35+0.02 (p <0.001, prueba t-Student no pareada). En el grupo estudiado a dia
D9, vimos una pequeiia disminucidon (6 %) por S1IRA y esta diferencia no resulté
estadisticamente significativa (p = 0.24 n.s., prueba t-Student no pareada), 0.29 + 0.01
vs 0.31 £ 0.02. Finalmente, los resultados obtenidos a D10 (3 dias después de finalizado
el tratamiento con S1RA), mostraron una disminucién en la amplitud de la respuesta (17
%) estadisticamente significativa, pero menor que la obtenida a D8. El valor a D10
obtenido en el grupo S1RA+oxaliplatino fue 0.24 + 0.02 vs 0.29 £ 0.02 para el grupo
salino + oxaliplatino (p < 0.05, prueba t-Student no pareada) (Fig. 4.17D).

Resumiendo, estos resultados indican que el tratamiento sistémico con S1RA evita
en parte el incremento de la actividad del canal TRPA1 provocada por la administraciéon
de oxaliplatino. Ademas, esta inhibicion se conserva hasta tres dias después de la ultima

administracion intraperitoneal de S1RA.
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Figura 4.17. Efecto de la administracion repetida de S1RA sobre la respuesta a AITC en neuronas de DRG
en un modelo de dolor neuropatico inducido por oxaliplatino. A) Esquema simplificado del protocolo
aplicado. La administracion de S1RA 40 mg/Kg o salino comienza 3 dias antes de administrar la primera
dosis de oxaliplatino y hasta 3 dias después de la Ultima. Los dias 8, 9 y 10 posterior a la primera dosis de
oxaliplatino se realiza la disociacién de neuronas sensoriales primarias y posteriormente su estudio por
imagen de calcio in vitro. B) Protocolo simplificado de obtencidn de las neuronas de DRG para la
realizacion de experimentos de imagen de calcio in vitro. Los DRG se extraen de una pareja de animales
(1 salino + oxa, 1 S1IRA + oxa) y posterior a 3 h de la disociacidon de neuronas se realiza la adquisicién de
imagen de calcio in vitro. C) Trazos del cambio de calcio intracelular en respuesta a AITC 50 uM en el
grupo salino + oxa (naranja) y S1IRA + oxa (azul). El promedio de la amplitud de la respuesta a AITC 50 pM
de los dias 8, 9 y 10 en conjunto de cada uno de los grupos experimentales se muestra en el histograma
(p < 0.001***, prueba t-Student no pareada). Cambios en el porcentaje de respuesta en cada condicion
se muestran en los anillos (p > 0.05 n.s., prueba exacta de Fisher). D) Evaluacion del efecto de S1RA 40
mg/Kg por dia. En D8, D9 y D10 individualmente Amplitudes de respuesta a AITC analizadas con la prueba
t-Student. Porcentajes de respuesta con la prueba exacta de Fisher.

4.3.4 Estudio de la respuesta a frio en las neuronas de DRG obtenidas de ratones
silvestres y deficientes para TRPA1 tratados con oxaliplatino

Dado que los ratones tratados con oxaliplatino mostraron hipersensibilidad a los
estimulos de frio en los experimentos de comportamiento, se estudid, con imagen de

calcio in vitro, la respuesta al descenso de temperatura de las neuronas que expresan
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TRPA1 obtenidas de ratones tratados con oxaliplatino y, ademas, el posible efecto de la
incubacién con S1RA 100 uM-4h sobre estas respuestas. Para ello, se inyecté
oxaliplatino en ratones silvestres y deficientes para TRPA1 como se ha descrito
anteriormente y los dias 8, 9 y 10 (D8-D10) se realizé la disociacién de las neuronas en
ratones que mostraron sensibilidad mecdnica y al frio a D7 con su correspondiente
control (ratén tratado con glucosa 5 %). Los resultados que se muestran a continuacién
provienen de 3 ratones en total para cada condicién (oxaliplatino y vehiculo).

Para el estudio de las respuestas a frio in vitro se aplicé una rampa de
temperatura desde 34 +1°Ca 10 + 2 °C en 10 -15 segundos (~ 2-2.5 °C/s) (ver apartado
3.4.3.3 de materiales y métodos para mds detalle).

El tratamiento con oxaliplatino de los ratones silvestres indujo un incremento
significativo en el porcentaje de las neuronas que responden a frio, el cual cambié de 14
% (69/481) a 20 % (88/435) (p = 0.02, prueba exacta de Fisher) (Fig. 4.18A). En cuanto al
umbral de temperatura de respuesta al estimulo de frio, las neuronas individuales
mostraron umbrales muy diversos, abarcado casi completamente el rango de
temperaturas explorado. Al calcular el valor promedio, encontramos que, contrario a lo
que esperabamos, en el grupo de neuronas tratadas con oxaliplatino el umbral de
respuesta promedio fue significativamente menor respecto al umbral de temperatura
promedio en el grupo vehiculo, 14 £ 0.70 °C (n = 88) y 19 £ 0.84 °C (n = 69) (p < 0.001,
prueba t-Student no pareada) (Fig. 4.18B).

Sin embargo, la amplitud de la respuesta al estimulo de frio no se vio modificada.
Asi, el promedio de los valores de la razén (F340/F380) fue de 0.41 + 0.06 (n = 69) en
vehiculo y 0.47 + 0.07 (n = 88) en oxaliplatino (Fig. 4.18C).

En la figura 4.18 D se representan trazos del cambio de calcio intracelular cuando
neuronas de DRG son estimuladas con una rampa de frio. Estas respuestas presentan
caracteristicas morfolégicas y cinéticas diferentes. En la figura 4.18 D se muestra una
poblacién heterogénea en cuanto al umbral de repuesta al responden. Los trazos
corresponden a neuronas provenientes de un ratdn tratado con vehiculo. Sin embargo,

neuronas con comportamiento similar fueron estudiadas en la condicién de oxaliplatino.
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Figura 4.18. El tratamiento con oxaliplatino modifica la respuesta a frio en cultivos de neuronas de DRG
de ratones silvestres. A) El grupo de neuronas de animales previamente tratados con oxaliplatino
presentaron un incremento significativo en el porcentaje de respuestas a frio (p = 0.02*, prueba exacta
de Fisher). B) El promedio del umbral de temperatura es significativamente menor en el grupo de
neuronas tratadas con oxaliplatino (p < 0.001***, prueba t-Student no pareada). C) La amplitud de la
respuesta al estimulo de frio, no se vio modificada por el tratamiento con oxaliplatino (p > 0.05 n.s.,
prueba t-Student no pareada). D) Trazos del cambio de (F340/F380) cuando se aplica un estimulo de frio
en neuronas de DRG. Se observa una poblacion heterogénea que responde con diferentes umbrales de
temperatura. El ejemplo proviene de neuronas de DRG en situaciéon control (veh).

En el protocolo de estimulacién utilizado para este bloque experimental, se
aplicé un estimulo de AITC (50 uM), posterior al estimulo de frio, con el fin de clasificar
las neuronas por la expresidon del canal TRPAl. Esto nos permitid distinguir las
respuestas a frio en dos subpoblaciones de neuronas, las AITC+ y las AITC-.

En ratones silvestres, el porcentaje de neuronas que respondieron a frio y a AITC

(frio+ AITC+) respecto del total de neuronas estudiadas no cambid significativamente
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por el tratamiento con oxaliplatino. Los porcentajes fueron del 5 % (23/481) en el grupo
vehiculo y 6.5 % (28/435) en el grupo oxaliplatino. Sin embargo, el porcentaje de
neuronas que respondieron a frio, pero no a AITC (frio+ AITC-) aumenté
significativamente de 9.5 % (46/481) a 14 % (60/435) (p = 0.049, prueba exacta de Fisher)
(Fig. 4.19A).

El tratamiento con oxaliplatino indujo un descenso en el promedio del umbral de
temperatura al que respondieron las neuronas, independientemente si éstas
respondieron o no a AITC. Asi, el promedio del umbral de temperatura para las neuronas
de frio AITC+ fue de 15.6 + 1.1 °C (23/481) vehiculo vs 11.2 £ 0.5 °C (28/435) oxaliplatino
(p = 0.0003, prueba t-Student no pareada). En el grupo de las neuronas de frio AITC- el
promedio del umbral de temperatura fue de 20.5 + 1.0 °C (46/481) en el grupo vehiculo
vs 15.0 + 1.0 °C (60/435) en el grupo oxaliplatino (p = 0.0002, prueba t-Student no
pareada) (Fig.4.19B).

La amplitud de la respuesta al estimulo de frio se vio incrementada solo en las
neuronas AITC+ tras al tratamiento con oxaliplatino. El promedio del valor de la amplitud
de la respuesta a frio fue de 0.19 + 0.04 (n = 23) en el grupo vehiculo y 0.38 £+ 0.09 (n =
28) aunque este incremento no resultd estadisticamente significativo (p = 0.08 n.s.,
prueba t-Student no pareada). El valor de la amplitud de la respuesta a frio en las
neuronas AITC- se mantuvo en valores similares luego del tratamiento con oxaliplatino,
0.51 £ 0.09 (n =46) en el grupo vehiculo vs 0.48 + 0.08 (n = 60) en el grupo oxaliplatino
(p = 0.8 n.s., prueba t-Student no pareada) (Fig.4.19C).

En la figura 4.19D se muestran trazos del cambio de calcio intracelular en
respuesta al estimulo de frio en la poblacion de neuronas AITC+ y AITC-. Los umbrales
de respuesta de las neuronas AITC+ (panel de la izquierda) normalmente fueron mas

bajos que los umbrales de respuesta de las neuronas AITC- (panel de la derecha).
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Figura 4.19. El tratamiento con oxaliplatino modifica la respuesta a frio en cultivos de neuronas de DRG,
AITC+ y AITC- de ratones silvestres. A) El porcentaje de neuronas frio+ AITC+ no se afecta por el
tratamiento de oxaliplatino. El porcentaje de neuronas frio+ AITC- cambia significativamente con la
administracion de oxaliplatino (p = 0.049*, prueba exacta de Fisher). B) El tratamiento con oxaliplatino
produce un descenso significativo en el umbral promedio de la respuesta a frio, en células AITC+ y AITC-
(p = 0.0003*** y (p = 0.0002*** respectivamente, prueba t-Student no pareada). C) Cambios en la
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amplitud de la respuesta a frio en las neuronas AITC+ y AITC- (p > 0.05 n.s., prueba t-Student no pareada).
D) Trazos del cambio de calcio intracelular en respuesta a frio en la poblacién AITC+y AITC-. Los umbrales
de respuesta de cada neurona se sefialan con una linea punteada.

Siguiendo con el mismo protocolo de estimulacién aplicado en el apartado previo
(aplicacién de una rampa de frio de 34 + 1 °C a 10 + 2 °C, estimulacion con AITC 50 uM
y un estimulo de KCl 30 mM), se continué con el estudio in vitro de neuronas de DRG de
ratones TRPA17 previamente tratados con oxaliplatino y su vehiculo. Los experimentos
fueron realizados con el procedimiento descrito para ratones silvestres los dias D8, D9 y
D10 (cada dia se realizo el cultivo de 1 ratdn tratado con oxaliplatino y 1 con vehiculo).
Los resultados que se muestran a continuacidn provienen de 3 ratones en total para
cada condicion.

Cuando realizamos el analisis de datos encontramos que el porcentaje de
neuronas que respondieron a frio no cambié significativamente en el grupo oxaliplatino.
Los valores fueron de 8 % (28/347) en el grupo vehiculo y 12 % (54/459) en el grupo
oxaliplatino (p = 0.09, prueba t-Student no pareada) (Fig. 4.20A). Como cabria esperar,
al tratarse de animales TRPA17, apenas se observaron respuestas a AITC 50 uM: 0.2 %
(1/347) en el grupo vehiculo y 0.9 % (4/459) en el grupo oxalipaltino. Ninguna de estas
neuronas respondié a la aplicacidn del estimulo de frio.

En cuanto a los umbrales de respuesta al estimulo de frio, el valor promedio en
el grupo vehiculo fue de 21 + 2 °C (n = 28) y en el grupo oxaliplatino de 16 + 1 °C (n =
54), siendo este descenso estadisticamente significativo (p = 0.02, prueba t-Student no
pareada) (Fig. 4.20B). Sin embargo, esta disminucién en el umbral promedio de
respuesta fue menor al observado en ratones silvestres.

La amplitud de la respuesta a frio no varid significativamente entre el grupo
vehiculo y oxaliplatino, los valores fueron de 0.40 + 0.11 (n = 28) y 0.48 £ 0.12 (n = 54)
respectivamente (p = 0.6 n.s., prueba t-Student no pareada) (Fig. 4.20C).

En la figura 4.20 se muestran los valores obtenidos en ratones silvestres para
facilitar la comparacién con los resultados encontrados en los ratones deficientes para
TRPAL.

En resumen, estos resultados sugieren que el tratamiento con oxaliplatino
induce un incremento en el nimero de neuronas que responden a frio. Este incremento

se debe a un aumento en el nUmero de neuronas de alto umbral, es decir aquellas que
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responden a temperaturas bajas nocivas. Ademas, este patrén se observa tanto en las
neuronas AITC+y AITC- provenientes de ratones silvestres, resultado que fue observado
también en las neuronas de frio provenientes de ratones TRPA17". Sin embargo, los
efectos encontrados en las neuronas TRPA17- producto del tratamiento con oxaliplatino
son menos drasticos que los observados en neuronas de ratones silvestres.

En conjunto estos resultados sugieren que el tratamiento con oxaliplatino altera

la respuesta a frio y que esta alteracién no es dependiente del canal TRPAL.
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Figura 4.20. El tratamiento con oxaliplatino afecta en menor medida la respuesta a frio en cultivos de
neuronas de DRG de ratones TRPA1”-. A) Porcentaje de respuestas a frio en neuronas silvestres (WT
izquierda) (p = 0.02*, prueba exacta de Fisher) y en neuronas TRPA17- de animales previamente tratados
con oxaliplatino (p = 0.09 n.s., prueba exacta de Fisher). B) Umbrales de respuesta a frio individuales y
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promedio para cada condicién (veh y oxa) en neuronas WT (p < 0.001***, prueba t-Student no pareada)
y neuronas TRPA17 (p = 0.02*, prueba t-Student no pareada). C) Cambio de la amplitud de la respuesta a
frio en neuronas WT y neuronas TRPA1”/- de animales previamente tratados con oxaliplatino (p > 0.05
n.s., prueba t-Student no pareada).

4.3.5 Efecto in vitro del S1IRA sobre las respuestas a frio en neuronas de DRG de
ratones silvestres y deficientes para TRPAl1 previamente tratados con
oxaliplatino

Dado que el tratamiento simultaneo con oxaliplatino y SIRA mostré mejorias
cuando los animales fueron evaluados conductualmente en la sensibilidad a estimulos
de frio, se estudid el efecto de la incubacidon con S1RA 100 uM-4h en respuesta al
descenso de temperatura de neuronas obtenidas de ratones tratados con oxaliplatino.
De la misma manera que en los bloques experimentales anteriores, los registros se
realizaron los dias D8, D9 y D10. Las neuronas disociadas de los DRG se incubaron con
S1RA 100 uM-4h o su correspondiente control (solucion extracelular con 0.2 % DMSO)
y luego se cargaron con Fura-2AM.

En ratones silvestres, se observé que la incubacién con S1RA 100 pM-4h no
produce cambios significativos en el porcentaje de células que responden al estimulo de
frio cuando se comparan neuronas provenientes de ratones tratados con oxaliplatino
(oxa+S1RA) y su grupo control (oxa). Los valores fueron de 14 % (69/481) en el grupo
control, 20 % (88/435) en el grupo oxaliplatino (datos mostrados en apartado 4.3.4) y
18 % (72/402) en el grupo oxaliplatino incubado con S1RA. La comparacién del efecto
del S1IRA (grupos oxa y oxa+S1RA) no resulto significativa (p = 0.43 n.s., prueba exacta
de Fisher) (Fig. 4.21A).

La incubacidn con S1RA reestablece el valor promedio del umbral de
temperatura de neuronas provenientes de ratones tratados con oxaliplatino a valores
similares a los obtenidos en el grupo vehiculo. Como se menciond en el apartado
anterior, el valor promedio en el grupo vehiculo fue de 19 + 0.8 °C (n = 69) y en el grupo
oxaliplatino de 14 + 0.7 °C (n = 88), mientras que, en el grupo oxaliplatino+S1RA fue 18
+ 0.8 °C (n= 72) (p < 0.001, ANOVA a una via y prueba post hoc de Bonferroni) (Fig.
4.21B).
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Los valores de la amplitud de la respuesta al estimulo de frio no se vieron

modificados significativamente por la incubacién con S1IRA 100 uM-4h (Fig. 4.21C)
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Figura 4.21. La incubacion con S1IRA 100 pM-4h restablece el umbral de respuesta a un estimulo de frio
hacia valores basales. A) El porcentaje de respuestas a frio en las neuronas previamente incrementado
(14 % a 20 %) por el tratamiento con oxaliplatino no se modifica tras la incubacién con S1RA 100 uM-4h
B) La incubacién con S1RA 100 uM-4h reestablece el valor promedio del umbral de respuesta al estimulo
de frio en las neuronas previamente tratadas con oxaliplatino hacia al valor obtenido en situacién control
(p < 0.001***, ANOVA-Bonferroni). C) La incubacion con S1RA 100 uM-4h no produjo cambios
significativos en la amplitud de la respuesta al estimulo de frio en neuronas previamente tratadas con
oxaliplatino (p > 0.05 n.s., ANOVA-Bonferroni).

Come se ha mencionado previamente, posterior al estimulo de frio se aplicé AITC para

estudiar el efecto del S1RA en la poblacidn de frio dependiente de TRPAL.
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El porcentaje de respuesta a frio, cuando se divide el total de neuronas del grupo
oxaliplatino en la poblaciéon AITC+ y AITC-, no se vio modificado significativamente por
la incubacién con S1RA 100 uM-4h (Fig. 4.22A).

El restablecimiento del umbral promedio a valores basales posterior a la
incubacion con S1RA 100 uM también se observé cuando se realizd la subdivision de la
poblacion de neuronas de frio en funcidn de su respuesta a AITC. Asi, tanto en el grupo
AITC+ como en el grupo AITC- el promedio del umbral de temperatura fue similar a los
valores obtenidos en situacién control (veh), tras su incubaciéon con S1RA (p < 0.001,
ANOVA una via y prueba post hoc de Bonferroni) (Fig.4.22B).

La amplitud de la respuesta a frio, en las neuronas AITC+ y AITC- no se vio

modificado significativamente tras la incubacién con S1RA (Fig. 4.22C).
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Figura 4.22. La incubacion con SIRA 100 pM-4h restablece el umbral de respuesta a un estimulo de frio
en las neuronas de frio AITC+ y AITC- previamente tratadas con oxaliplatino a condiciones basales. A)
La incubacién con S1RA 100 uM-4h no produjo cambios significativos en el porcentaje de respuesta a frio
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de las neuronas previamente tratadas con oxaliplatino en las neuronas AITC+ ni AITC- (p >0.05 n.s., prueba
exacta de Fisher). B) La incubacién con S1RA reestablece los valores promedio del umbral de temperatura
en neuronas de ratones previamente tratados con oxaliplatino, tanto en la poblacién de neuronas AITC+
como AITC- (p <0.001***, ANOVA-Bonferroni). C) La incubacidn con S1RA 100 uM-4h no produjo cambios
significativos en la amplitud de respuesta a frio de las neuronas previamente tratadas con oxaliplatino en
la poblacién de neuronas AITC+ ni AITC- (p > 0.05 n.s., ANOVA-Bonferroni).

A continuaciodn, se estudio el efecto de la incubacion con S1IRA 100 uM-4h en las
respuestas a frio provenientes de ratones TRPA1” tratados con oxaliplatino.

El porcentaje de neuronas de frio que originalmente se vio incrementado en el
grupo oxaliplatino, (8 % (28/347) en el grupo veh vs 12 % (54/459) en el grupo oxa (Fig.
4.20A)), tras la incubacion con S1RA descendié a un 5 % (4/81). Estos cambios no
resultaron significativos. Si bien se observa una tendencia similar con las neuronas de
ratones silvestres, el tamafio muestral es muy pequefo. (Fig. 4.23A).

Respecto al umbral de temperatura de respuesta al estimulo de frio, las neuronas
del grupo oxaliplatino no cambiaron significativamente el promedio tras la incubacion
con S1RA. Como se menciond previamente, el valor promedio del umbral de
temperatura en el grupo vehiculo fue de 21 + 2 °C (n = 28), en el grupo oxaliplatino de
16 + 1 °C (n = 54) (Fig. 4.20B) y en el grupo incubado con S1RA (oxa + S1RA) 21 + 3 °C (n
=4) (Fig. 23B).

De la misma manera, la incubacion con S1RA no produjo cambios significativos
en la amplitud de la respuesta a frio en el grupo oxaliplatino. El promedio de la amplitud
fue de 0.43 + 0.12 (n = 28) en el grupo vehiculo, 0.48 + 0.11 (n = 54) en el grupo
oxaliplatino (Fig. 4.20C) y 0.28 £ 0.14 (n = 4) en el grupo oxaliplatino + S1RA. (Fig. 4.23C).

En resumen, considerando la informacién proveniente de los ratones silvestres
(debido al bajo nimero de neuronas de TRPA17), los resultados sugieren que S1RA
modula la respuesta a frio, reestableciendo los valores hacia condiciones basales.
Debido a que este efecto se observd en la poblacidn de neuronas AITC+ y AITC-, se
sugiere que existe una modulacion de S1RA sobre otro tipo de canales idnicos

contribuyentes en la respuesta a frio.
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Figura 4.23. La incubacién con SIRA 100 pM-4h restablece el comportamiento de las neuronas de frio
de ratones TRPA1” a condiciones basales. A) Porcentaje de respuesta al estimulo de frio en neuronas
provenientes de ratones tratados con vehiculo (verde), oxaliplatino (naranja) y oxaliplatino incubadas con
S1RA 100 pM-4h (azul), WT (izquierda) y TRPA17- (derecha) comparaciones entre pares con la prueba
exacta de Fisher). B) Umbrales de respuesta al estimulo de frio y promedio de la respuesta en las
condiciones experimentales mencionadas en A (WT: p < 0.001**, TRPA17: p > 0.05 n.s., ANOVA-
Bonferroni). €) Promedio de la amplitud de la respuesta al estimulo de frio en las condiciones
experimentales mencionadas en A (p > 0.05 n.s., ANOVA-Bonferroni).

4.4 Interaccion entre el canal TRPAly la chaperona ol

Los resultados funcionales que se han mostrado, sugieren una clara modulacién
del canal TRPA1 por la chaperona ol. Esto, nos llevé a comprobar si las dos proteinas
estdn interaccionando fisicamente. Para ello implementamos Ila técnica de
inmunoprecipitacion (IP) utilizando un sistema de sobreexpresién de TRPA1 y ol en
células HEK293. Para ello, expresamos por transfeccién transitoria hTRPA1-tGFP y mol-

EYFP, en ambos casos proteinas de fusion, en la linea celular HEK293.
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La precipitacion del complejo se realizé a través de la molécula de EYFP, utilizando
las inmunoesferas GFP-trap de la casa Chromotek. Estas inmunoesferas
inmunoprecipitan diferentes variantes de GFP entre las que se incluye la proteina EYFP,
aunque no es capaz de inmunoprecipitar la variedad turbo GFP (t-GFP) (ver apartado
3.5.1 de materiales y métodos).

Los resultados muestran la presencia de ambas proteinas, hTRPA1-tGFP y mo1l-
EYFP en la muestra resultante al proceso de precipitacién a través de GFP-trap (Fig. 24A
linea 1). Esta figura es un experimento representativo de un total de cuatro realizados
en las mismas condiciones. Para detectar hTRPA1-tGFP se utilizd el anticuerpo anti-
TRPA1 de la casa Novus a una dilucién 1:500 y para detectar mo1-EYFP se utilizo el
anticuerpo anti-EYFP de la casa comercial Thermo Fisher a una dilucién 1:2000.

En paralelo, se realizé la inmunoprecipitacidon control con células que expresan
hTRPA1-tGFP y EYFP. Como se puede observar, en ausencia de o1 no hay deteccion de
TRPAL1 (Fig. 24A linea 2), mientras que la proteina fue detectada en la muestra inicial
(input). La IP hTRPA1-tGFP + mo1-EYFP fue realizada tres veces (Fig. 24A panel izquierdo.
Resultado representativo).

Debido a que el método utilizado para precipitar el complejo mo1-EYFP/hTRPA1-
tGFP se realiza a través de la molécula fluorescente fusionada a o1 (EYFP), y aunque la
casa comercial indica que las inmunoesferas no precipitan la proteina fluorescente tGFP,
se realizd un control para confirmar que la sefial considerada como TRPA1l no
representaba un falso positivo por precipitacién a través de la tGFP fusionada a TRPA1.
Para ello se transfectaron células con hTRPA1l-tGFP y se incubaron siguiendo el
protocolo de inmunoprecipitacién con las inmuno esferas GFP-trap. La membrana se
reveld con el anticuerpo anti-tGFP de la casa comercial Origene y contra anti-TRPA1 de
la casa comercial Novus. Los resultados mostrados en el panel de la figura 24B, indican
que la proteina TRPA1 no se detectd en la muestra inmunoprecipitada (linea IP) y ésta
si fue detectada en la muestra inicial (input) y en la muestra posterior a la precipitacién
(post). Este experimento se realizd dos veces, con resultados similares, demostrando
gue la proteina hTRPA1-tGFP no inmunoprecipita con las inmuno esferas anti-EYFP

(Fig.24B).
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Finalmente, con este bloque experimental se demuestra que TRPA1l y el o1R

forman un complejo fisico.
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Figura 4.24. Interaccion entre TRPA1 y ol. A) Inmunoprecipitacion de hTRPA1-tGFP y mo1R-EYFP. Co-
transfeccién de molR-EYFP y hTRPA1-tGFP en células HEK293 WT. El extracto celular fue precipitado
usando GFP-trap (Chromotek). La deteccion de proteinas se realizd por western blot. Tras la
inmunoprecipitacion se detecta hTRPA1-tGFP y mol1R-EYFP (linea 1). En paralelo se transfecté EYFP y
hTRPA1-tGFP (IP control). Tras la inmunoprecipitacion se detecta EYFP, pero no hTRPA1-tGFP (linea 2).
Las lineas 3-6 representan la muestra antes (input) y después (post) de la inmunoprecipitacion en ambas
condiciones. En cada una de las condiciones se han utilizado 10-15 ug de proteina. El input corresponde
a 1/10 de la muestra total en cada experimento (n=3). Se utiliz6 GAPDH como control de carga en todos
los grupos. B) Las inmuno esferas GFP-trap no precipitan hTRPA1-tGFP. Se realizé la transfeccion de
hTRPA1-tGFP en células HEK293 WT. El extracto celular fue precipitado usando GFP-trap (Chromotek). La
deteccidon de proteinas se realizd por western blot. Tras la inmunoprecipitacion no se detecta hTRPA1-
tGFP utilizando anti TRPAL.
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5. DISCUSION
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El oxaliplatino es un quimioterapéutico utilizado en el tratamiento de algunos
tipos de tumores, especialmente en estadios avanzados del cancer colorrectal. Durante
el tratamiento con este compuesto, un alto porcentaje de pacientes, cerca del 90 %,
desarrolla una neuropatia periférica (Yin, Zimmermann et al. 2015), conocida en la
literatura como neuropatia periférica inducida por oxaliplatino (NPIO). Esta neuropatia
se caracteriza por la afectacidon orofacial donde los pacientes describen una marcada
sensibilidad al frio cuando el aire ingresa por la cavidad bucal y, principalmente, por una
afectaciéon de las extremidades superiores e inferiores con una marcada
hipersensibilidad mecanica y al frio impidiendo, en algunos casos, continuar con el
tratamiento quimioterapéutico, o limitando la dosis del mismo (Argyriou, Cavaletti et al.
2013).

La NIPO afecta principalmente al sistema somatosensorial, por lo que, en los
ultimos afos, se ha comenzado a incluir la frase “neurotoxicidad periférica” debido a la
afectaciéon producida por los quimioterapéuticos de las terminales nerviosas, los somas
neuronales, gliales, asi como en las células satélite (Cavaletti and Marmiroli 2018). Las
investigaciones realizadas hasta ahora, fundamentalmente en modelos murinos,
muestran un cierto grado de reproducibilidad en cuanto al fenotipo desarrollado tras la
administracion de oxaliplatino, el cual se asemeja a la sintomatologia observada en
humanos. Sin embargo, los mecanismos bioldgicos que subyacen a la sensibilizacién
conductual permanecen sin clarificarse, resultando, indefectiblemente, en una gran
cantidad de terapias fallidas.

En este trabajo nos hemos centrado en estudiar la posible implicacion del canal
idnico TRPA1 enla NIPO y si dicho canal es modulado por la chaperona ol en condiciones

patoldgicas y fisiolégicas. Los resultados obtenidos se discuten a continuacién.
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5.1 El canal TRPA1 contribuye en el desarrollo de la neuropatia periférica

por administracion de oxaliplatino

En este trabajo se desarroll6 un modelo de neuropatia en ratones mediante la
administracién sistémica de tres inyecciones de oxaliplatino 6 mg/Kg (a los dias DO, D2
y D4). En la bibliografia existen diferentes métodos para la induccién del modelo de
dolor, asi como diferentes dosis y concentraciones utilizadas (Descoeur, Pereira et al.
2011, Deuis, Zimmermann et al. 2013, Gris, Portillo-Salido et al. 2016). Normalmente los
modelos en los cuales los sintomas son evaluados pocas horas después de una inyeccién
de oxaliplatino se los considera como modelos de neuropatia aguda. Cuando la
evaluacién de sintomas se realiza varios dias o semanas posteriores a la administracién
de oxaliplatino suele considerarse como un modelo subagudo o crénico
respectivamente (Zhao, Isami et al. 2012, Nakagawa and Kaneko 2017). En nuestro
modelo, la evaluacidon conductual se realizé entre los dias 7 y 12 desde la primera
inyeccion con un protocolo similar al publicado por (Gris, Portillo-Salido et al. 2016) en
el cual se aplican dosis repetidas de oxaliplatino, y donde la dosis final acumulada resulta
similar a la administrada en nuestro modelo, 21 mg/Kg y 18 mg/Kg respectivamente.

Consistente con los sintomas clinicos, la administracidon de oxaliplatino en ratones
produjo el desarrollo de alodinia mecdnica, asi como alodinia e hiperalgesia al frio en las
extremidades traseras, cuando los animales fueron evaluados a partir de 3 dias
posteriores a la uUltima administracién de oxaliplatino (Fig. 4.2 y 4.3). Los sintomas
observados fueron similares a los que relatan los pacientes tratados con oxaliplatino
(Extra, Marty et al. 1998, Cersosimo 2005, Forstenpointner, Oberlojer et al. 2018).

En el campo de la experimentacidén animal, la presencia de alodinia al frio se ha
estudiado de diversas maneras. Entre ellas, se encuentra la implementacion de pruebas
de preferencia de temperatura donde se ha visto que los animales tratados con
oxaliplatino invierten menos tiempo en zonas con temperaturas frias respecto a los
animales no tratados (Descoeur, Pereira et al. 2011). Otra de las pruebas para evaluar
alodinia al frio, quizds la mas utilizada por su facil implementacién, es la prueba de
acetona. Asi, los animales tratados con oxaliplatino mostraron un comportamiento

aversivo significativamente mayor, cuando la extremidad evaluada entré en contacto
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con la acetona, que aquellos considerados controles. En este sentido, nuestros
resultados (Fig. 4.2C, 4.5C) son coherentes con los publicados por otros laboratorios
(Gris, Portillo-Salido et al. 2016, Chukyo, Chiba et al. 2018).

Curiosamente, cuando realizamos esta prueba en ratones deficientes para el canal
idnico TRPA1, no se vieron diferencias significativas tras el tratamiento con oxaliplatino
(Fig. 4.3B). Cabe destacar que la comparacién de los valores basales obtenidos en la
prueba de acetona, entre ratones silvestres y TRPA17" no mostraron diferencias
significativas, sugiriendo que TRPA1l tendria un papel relevante en un escenario
patoldgico exclusivamente (Fig. 4.1F). Si bien se sabe que en mamiferos el canal TRPA1
es un sensor de temperaturas nocivas, estos resultados sugieren que también podria
participar en el mecanismo necesario para el desarrollo de la alodinia al frio tras el
tratamiento con oxaliplatino, ya sea de manera directa o indirecta.

Nassini y colaboradores, en el afio 2011, demostraron que en ratas, la alodinia al
frio inducida por oxaliplatino se veia revertida tras la aplicacion intragastrica del
antagonista del canal TRPA1, HC-030031 (Nassini, Gees et al. 2011). Sin embargo, en el
trabajo de Descoeur del mismo afio, la administracion intraperitoneal de HC-030031 en
ratones no indujo cambios en la sensibilidad al frio.

Por otro lado, Nativi y colaboradores en el afno 2013, describieron un nuevo
antagonista de TRPA1l con propiedades antioxidantes que denominaron ADM_09 vy
demostraron que administrado oralmente era capaz de revertir de forma aguda la
alodinia al frio en ratas tratadas con oxaliplatino (Nativi, Gualdani et al. 2013).

Clasicamente se considera al canal TRPM8 como el sensor por excelencia de
temperaturas de frio inocuas, por lo que ha sido muy relacionado en la respuesta
exagerada por aplicacion de acetona observada en los animales tratados con
oxaliplatino. Asi, en 2009 Gauchan y colaboradores demostraron mediante |la
administracion de capsacepina, un inhibidor no selectivo de TRPM8 (Malkia, Pertusa et
al. 2009), que ésta producia una inhibicidon del comportamiento nocifensivo producido
por la aplicacion de acetona en ratones previamente tratados con oxaliplatino. Ademas,
encontraron un incremento significativo en la expresién de ARNm de TRPMS tres dias
posteriores a una inyeccion de oxaliplatino (6 mg/Kg) (Gauchan, Andoh et al. 2009). Sin

embargo, Knowlton en el afio 2011 demostrd que el uso de un antagonista especifico
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para el canal TRPMS8, como lo es el PBMC (Ongun, Sarkisian et al. 2018), no producia
cambios significativos en la prueba de acetona en ratones tratados con oxaliplatino
(Knowlton, Daniels et al. 2011).

Adicionalmente, Fernandez Peia en el ailo 2015 demostrd que tanto la ausencia
del canal idnico TRPMS, asi como la aplicacion de un antagonista del mismo, BCTC, no
afectaron el desarrollo de la alodinia al frio en ratones tratados con oxaliplatino. Sin
embargo, la inhibicion del canal TRPA1 por administracion del antagonista AP18 resulto
suficiente para revertir transitoriamente las respuestas exacerbadas al estimulo de frio
inocuo (prueba de acetona) (Fernandez-Pefia 2015).

En los resultados mostrados en la figura 4.3C puede observarse como tras el
tratamiento con oxaliplatino, los ratones silvestres mostraron una marcada hiperalgesia
al frio en comparacion con los ratones TRPA17". Asi, cuando una de las patas traseras
fue colocada en una placa fria a 10 °C, los animales silvestres que previamente habian
recibido oxaliplatino mostraron latencias de respuesta significativamente menores que
los ratones inyectados con vehiculo, mostrando mayor sensibilidad al estimulo. Sin
embargo, los ratones TRPA17- no se vieron afectados por el tratamiento con
oxaliplatino, mostrando latencias similares a las obtenidas en los ratones TRPA1”-
tratados con el vehiculo. Estos resultados van en concordancia con los publicados por
Zhao y colaboradores en el afio 2012, donde mostraron la presencia de hiperalgesia al
frio cuando los ratones tratados con oxaliplatino fueron colocados en una placa friaa 5
9C, su reversioén por la inyeccion de HC-030031, y la ausencia de dicha hiperalgesia en
los animales deficientes para el canal TRPA1 (Zhao, Isami et al. 2012) Por otro lado, del
Camino y colaboradores en el afio 2010 demostraron con registros de patch-clamp in
vitro que la estimulacion de TRPA1 de rata con frio (inocuo y nocivo), expresado en
células HEK293 asi como en neuronas de DRG, producia pequefios cambios de corrientes
que se vieron significativamente incrementados en presencia de AITC, agonista
especifico de TRPA1l. Ademds, en el mismo trabajo demostraron con pruebas de
conducta que la sensibilidad a la placa fria a 10 °C fue mayor en ratas a las que se les
habia producido una lesidn nerviosa por ligacion del nervio tibial y que la aplicacion del
antagonista de TRPA1, HC-030031, fue capaz de revertir esta hipersensibilidad. Sin

embargo, en animales sin lesién nerviosa el antagonista HC-030031 no produjo cambios

157



en la latencia de la respuesta a la placa fria (del Camino, Murphy et al. 2010). En
conjunto, estas evidencias sugieren una vinculacién del canal TRPA1 en el desarrollo de
la hiperalgesia al frio, aunque, de acuerdo a los resultados obtenidos por del Camino y
colaboradores, TRPA1 se comportaria como sensor de frio Unicamente en condiciones
patoldgicas. En contraste con esto ultimo, en nuestro trabajo encontramos que las
latencias basales obtenidas en la prueba de placa fria unilateral a 10 °C resultan
significativamente diferentes si comparamos ratones silvestres y deficientes para TRPA1
(Fig. 4.1G), sugiriendo un papel relevante de TRPA1 como sensor per sé de temperaturas
nocivas en condiciones fisioldgicas. Esta contraposicién de resultados podria deberse a
que las pruebas conductuales se han realizado en diferentes especies. En este trabajo
hemos utilizado ratones y del Camino y colaboradores han desarrollado su investigacion
en ratas. Ademas, la prueba conductual difiere en cuanto a la metodologia. Nosotros
hemos utilizado la prueba de placa fria unilateral a 10 °C donde sélo una pata trasera
estd en contacto con la placa fria, diferente a la tradicionalmente utilizada, donde el
animal es colocado en un cubiculo y las cuatro extremidades estdn en contacto con la
placa atemperada para luego contabilizar la latencia de la primera reaccidn nocifensiva.

También hemos observado que el tratamiento con oxaliplatino dio lugar al
desarrollo de una marcada alodinia mecéanica cuando ésta fue evaluada con la prueba
de von Frey, como ha sido demostrado en otros trabajos (Nassini, Gees et al. 2011,
Deuis, Zimmermann et al. 2013, lllias, Gist et al. 2018, McDonald, Luiz et al. 2020) y que
en los ratones deficientes para TRPA1 ésta fue significativamente menor que la
observada en los ratones silvestres (Fig. 4.2A, 4.3A). Estos resultados apoyan los
encontrados por trabajos previos como el de Descoeur vy colaboradores donde la
administracion intraperitoneal de HC-03001 fue capaz de revertir la alodinia mecanica
provocada por una inyeccién de oxaliplatino (Descoeur, Pereira et al. 2011). En
concordancia con estos resultados, Trevisan y colaboradores observaron una reduccién
significativa de la alodinia mecanica producida por una Unica inyeccion de oxaliplatino
con una inyeccion intraplantar del antagonista HC-030031 (Trevisan, Materazzi et al.
2013). Previo a la induccion del modelo de dolor, la comparacién de los umbrales

mecanicos basales entre ratones silvestres y deficientes del canal TRPA1 no mostré
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cambios significativos (Fig. 4.1E) sugiriendo un papel de TRPA1 como sensor mecanico
en condiciones patoldgicas.

Recientemente se ha relacionado el desarrollo de hipersensibilidad mecéanica en
ratas por administracién de una dosis de oxaliplatino con el incremento en la expresién
del ligando de quimiocina 2 (CCL2) en neuronas de DRG lumbares (lllias, Gist et al. 2018).
CCL2 y su receptor, el receptor de quimiocinas C-C tipo 2 (CCR2), han sido relacionados
en el reclutamiento de monocitos hacia sitios de lesidn e inflamacién (Babcock, Kuziel
et al. 2003, White and Miller 2010). Ademas, se ha visto que CCL2 aumenta la
excitabilidad de las neuronas de DRG (Sun, Yang et al. 2006) y se lo ha relacionado con
el reclutamiento de macréfagos. Concretamente, lllias y colaboradores observaron a
través de técnicas de inmunohistoquimica que la expresion de CCL2 fue
significativamente mayor en DRG lumbares (L4-L5) de ratas tratadas con oxaliplatino.
Curiosamente, el incremento en la expresion de CCL2 tuvo lugar principalmente en las
neuronas de DRG de pequefio tamafio y en neuronas que expresaban isolectina B4 (IB4)
y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP). Teniendo en cuenta que un
alto porcentaje de las neuronas TRPA1 co-localizan con IB4 (Barabas, Kossyreva et al.
2012) y que la activacién de TRPA1 induce la liberacion de CGRP (Meseguer, Alpizar et
al. 2014) se podria especular que el canal TRPA1 estaria involucrado en el desarrollo de
la hipersensibilidad mecanica en el modelo de oxaliplatino y en los mecanismos
inflamatorios inducidos por la neuropatia. Estudios enfocados en el componente
inflamatorio desarrollado por administracién de oxaliplatino y su posible vinculacion con
el canal TRPA1 ayudarian a conseguir un mejor entendimiento de los mecanismos
alterados en esta neuropatia.

En nuestro trabajo, los experimentos de comportamiento en ratones silvestres y
TRPA17 fueron realizados en grupos mixtos de machos y hembras, que fueron
evaluados conductualmente por separado, previo a unificar los grupos. Tanto en los
ratones silvestres como en los TRPA17", los ratones machos y hembras mostraron un
nivel basal similar de sensibilidad mecdanica (prueba de von Frey, Fig. 4.1Ay C) y al frio
(prueba de acetona, Fig. 4.1B y D). Estos resultados van en concordancia con los
publicados por Sorge y colaboradores usando la misma cepa que en este trabajo

(C57BL/6) (Sorge, Mapplebeck et al. 2015). Por otro lado, Bravo-Caparros en la cepa CD-
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1 tampoco ha encontrado diferencias en el comportamiento basal de ratones silvestres
(Bravo-Caparros, Perazzoli et al. 2019). Adicionalmente, la reciente publicacion de
Castellanos y colaboradores muestra que tanto en la evaluacién de la sensibilidad
mecdanica como al frio los ratones machos y hembras silvestres presentan valores
similares (Castellanos, Pujol-Coma et al. 2020).

En conjunto, nuestros resultados conductuales apoyan el papel del canal TRPA1
como sensor de estimulos de frio, asi como de estimulos mecanicos in vivo en la
neuropatia por oxaliplatino.

Sin embargo, existen otros canales idnicos implicados en el desarrollo de la
sensibilidad al frio y mecdanica. Recientemente, se ha demostrado que el canal de potasio
TRESK presente en las neuronas sensoriales y considerado como un canal de freno para
reducir la activaciéon neuronal, estd vinculado en el desarrollo de la alodinia e
hiperalgesia al frio, pero también a la alodinia mecanica. Animales deficientes del canal
TRESK presentan mayor sensibilidad a estimulos de frio (inocuos y nocivos) y a la
estimulacion mecdnica en condiciones fisioldgicas que ha sido correlacionada con un
aumento en la activacion de fibras C nociceptivas cuando se aplicaron estimulos
mecanicos y de frio. Ademas, en el mismo trabajo, la alodinia al frio desarrollada en
ratones deficientes de TRESK en condiciones basales no se vio modificada tras una
inyeccidn de oxaliplatino, y fue similar a la desarrollada en ratones silvestres, sugiriendo
una via de accion en comun (Castellanos, Pujol-Coma et al. 2020).

Ademas de la evidencia conductual mencionada, varios trabajos han estudiado los
cambios en los niveles de expresidn de proteinas, asi como los niveles de ARNm tras el
tratamiento con oxaliplatino. Descoeur en el afo 2011, contrario a una previa
publicacién por Gauchan en 2009, no observé cambios en la expresién del ARNm para
TRPMS8, mientras que los cambios observados para TRPA1 resultaron significativos.
Adicionalmente, Yamamoto, en el afio 2015, observd un incremento en el nivel de
expresion del ARNm y de proteina de TRPA1 tras el tratamiento con oxaliplatino en
neuronas de DRG de ratas (Yamamoto, Chiba et al. 2015). Cabe destacar que en los
trabajos mencionados previamente los modelos utilizados para la induccién de la
neuropatia difieren tanto en el nimero de dosis de oxaliplatino administradas como en

la concentracién de las mismas, siendo ésta una posible explicacién de la discrepancia
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de los resultados. Se ha demostrado que la neuropatia por oxaliplatino induce
remodelacién de canales idnicos pertenecientes a otras familias, como los son los
canales de canales de potasio Ky 1.1, Ky 1.2, TREK-1, TREK-2 y TRAAK que se han visto
regulados negativamente y donde otros como el canal de sodio dependiente de voltaje
Nay 1.8 se ha visto incrementado (Descoeur, Pereira et al. 2011, Pereira, Busserolles et
al. 2014, Poupon, Lamoine et al. 2018).

Respecto al canal de potasio, Ky 1.1, se sabe que controla el disparo de potenciales
de accién como respuesta a estimulos mecanicos y de frio. Se ha demostrado que el
bloqueo farmacolégico de K, 1.1 con 4-aminopiridina (4-AP) en las terminales nerviosas
de ratones, induce un incremento en las repuestas nocifensivas evocadas por estimulos
de frio (Madrid, de la Pefia et al. 2009). Adema3s, se ha demostrado la vinculacién de Ky
1.1 en condiciones de dolor neuropatico. Concretamente, la administracidn intraplantar
de 4-AP indujo hipersensibilidad al frio en ratones sin lesionar, mientras que, tras la
ligacidn del nervio ciatico la aplicacion de 4-AP no incrementd drasticamente la
hipersensibilidad previamente desarrollada por la lesién (Gonzalez, Ugarte et al. 2017).
Estos resultados sugieren una similitud en la via de accién del desarrollo de la
hipersensibilidad al frio por administracion de 4-AP y la provocada en condiciones de
dolor neuropdtico. Teniendo en cuenta estas evidencias, no se puede excluir la

posibilidad de una modulacién de estos canales en la NIPO.

5.2 S1RA reduce el dolor producido por la inyeccidon de AITC a través de

TRPA1

Se ha demostrado que el AITC provoca comportamientos nocifensivos cuando es
inyectado en la superficie plantar en ratas y ratones (Bandell, Story et al. 2004, Dai,
Wang et al. 2007, Eid, Crown et al. 2008, Schmidt, Dubin et al. 2009). Con el objetivo de
testar el posible efecto inhibitorio de S1RA, antagonista de la chaperona o1, sobre la
funcionalidad del canal TRPA1, se realizd una inyeccidn intraplantar de AITC 1 % (10 mM)
en ratones previamente inyectados con S1RA 40 mg/Kg intraperitoneal (Fig. 4.4). Los
ratones silvestres que previamente recibieron SIRA mostraron un marcado descenso en

el tiempo de lamida de la pata inyectada con AITC respecto a los que recibieron salino
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(vehiculo del S1RA). Los ratones deficientes para TRPA1 no mostraron cambios tras la
aplicacion de AITC. Ademas, el tiempo de lamida en los ratones silvestres tratados con
S1RA fue similar a los obtenidos en los ratones TRPA17". Estos resultados sugieren que
el S1IRA, presumiblemente debido a su accidn sobre la chaperona o1, modula la actividad
del canal TRPA1 por lo que éste parece no estar disponible para su activacion por la
inyeccion intraplantar de AITC cuando o1 se encuentra antagonizado.

Si bien, hasta el momento no hay evidencias de la vinculacién entre la funcién de
oly el canal TRPA1, en el afio 2018 se publicé por primera vez un trabajo describiendo
la modulaciéon de un miembro de la familia de canales TRP por o1. Asi, Ortiz-Renteria y
colaboradores mostraron que el tiempo de lamida producto de una inyeccién
intraplantar de capsaicina, agonista especifico del canal TRPV1, se vio disminuido en
ratones pre-tratados con una inyeccién intraescapular de BD1063, otro antagonista de
la chaperona o1 (Matsumoto, Bowen et al. 1995, Ortiz-Renteria, Juarez-Contreras et al.
2018). Los resultados obtenidos en el presente trabajo van en la misma direccién que
los publicados por Ortiz-Renteria, lo que apoyaria la hipdtesis de la modulacién del canal
TRPA1 por la chaperona ¢l. Como se ha mencionado previamente, en nuestros
experimentos los ratones fueron inyectados con S1RA, 24 horas previas a la inyeccién
de AITC. Desde el punto de vista farmacocinético, el SIRA ha mostrado un tiempo medio
de eliminacién de 14.8 a 19.7 horas en pruebas realizadas en humanos, cuando se
administra una dosis Unica de S1RA (Abadias, Escriche et al. 2013). Sin embargo, el
tiempo de vida media en ratones y ratas es de solo 1.4 horas (Romero, Zamanillo et al.
2012, Gris, Portillo-Salido et al. 2016). Recientemente, Bravo-Caparrés y colaboradores
en su estudio realizado en ratones, mostraron a través de la técnica de espectrometria
de masas (HPLC-MS/MS) que, 12 horas posteriores a la ultima administracién del
compuesto, no se detectaron niveles apreciables de SIRA en muestras de plasma
sanguineo ni en tejido cerebral (Bravo-Caparros, Perazzoli et al. 2019). Teniendo en
cuenta esta informacion, se podria especular que el efecto analgésico observado en los
ratones silvestres, 24 horas posteriores a la inyeccion de S1RA puede provenir de
modificaciones a largo plazo sobre el canal TRPA1 en vez de un efecto directo del
farmaco sobre éste. Se podria hipotetizar que la chaperona 61 modula el trafico y/o el

correcto plegamiento del canal TRPA1 y por lo tanto cuando es antagonizada por S1IRA

162



parte de este mecanismo se ve afectado, provocando déficits en la funcionalidad del

canal. En los siguientes apartados se discutird respecto a esta posibilidad.

5.3 La administracion simultanea de S1RA y oxaliplatino ayuda a prevenir

el desarrollo de la neuropatia periférica

El compuesto S1RA actualmente ha finalizado la fase Il de ensayos clinicos
realizados en pacientes con cancer colorrectal bajo tratamiento con oxaliplatino,
mostrando buenos resultados en la tolerancia del farmaco y con niveles de toxicidad
aceptables (Bruna, Videla et al. 2018). Asi, la perspectiva para su uso clinico es
alentadora ya que ademads se ha demostrado que la administracién en humanos de S1IRA
ayudo a reducir los sintomas de hipersensibilidad al frio, disminuyé la proporcién de
pacientes que desarrollaron una neuropatia crénica y permitié que los pacientes
pudieran recibir una mayor dosis de oxaliplatino que aquellos que recibieron placebo
(Bruna and Velasco 2018). Con lo cual, la compresion del mecanismo de accién del SIRA
en estados neuropaticos resulta primordial.

El tratamiento con agentes quimioterapéuticos es un proceso planificado. Esto
brinda la posibilidad de implementar terapias preventivas con la intencién de impedir o
minimizar el desarrollo de la neuropatia periférica. Para testar esta posibilidad,
adaptamos un protocolo publicado previamente por Gris y colaboradores en el aino 2016
(Gris, Portillo-Salido et al. 2016) (Fig. 4.5A). En este bloque experimental, encontramos
gue los ratones silvestres, machos y hembras, que recibieron oxaliplatino y una dosis
diaria de S1RA 40 mg/Kg intraperitoneal durante once dias, mostraron una reduccién en
el desarrollo de la alodinia mecanica, asi como menor hipersensibilidad al frio. Si bien,
el tratamiento con S1RA no previene el desarrollo total de la neuropatia, mejora
significativamente los sintomas antes mencionados, mostrando un efecto
antinociceptivo. Adicionalmente, los resultados obtenidos cuando se evalué la alodinia
al frio (Fig. 4.5C) van en concordancia con los publicados por Gris 2016 donde también
observaron una reduccion en el nimero de respuestas aversivas en ratas tras el
tratamiento repetido con S1RA. El efecto analgésico que hemos observado cuando los

animales fueron evaluados en la placa fria, se realizaron entre uno y hasta tres dias
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posteriores a la ultima administracion de S1RA. Teniendo en cuenta que entre 6
(Romero, Zamanillo et al. 2012) y 12 horas (Bravo-Caparros, Perazzoli et al. 2019) post
S1RA no se detecta presencia del farmaco en muestras de suero, médula espinal y tejido
cerebral, nuestros resultados antinociceptivos obtenidos de la placa fria indican de
forma clara que el tratamiento repetido con S1RA podria generar alteraciones en los
canales TRPA1 de las neuronas sensoriales primarias de forma que se modifiquen los
umbrales de deteccidn in vivo sensibilizados por la administracién de oxaliplatino. Por
otro lado, la rapida tasa de eliminacion que presenta el S1RA excluiria la posibilidad de
gue se produzca una acumulacién del farmaco a lo largo del tratamiento, lo cual
apoyaria la hipétesis de la existencia de una modificacion a largo plazo, en el sistema de
deteccion de estimulos sensoriales, debido al antagonismo de la chaperona ol.
Respecto a esto ultimo, se sabe que ol es capaz de translocarse desde el reticulo
endoplasmatico hacia la membrana plasmdtica y modular la actividad de diversos
canales idnicos (Su, Hayashi et al. 2010, Morales-Lazaro, Gonzalez-Ramirez et al. 2019).
Ademas, Ortiz-Renteria en su trabajo demostraron que o1 es necesaria para la adecuada
sintesis del canal nociceptivo TRPV1 ya que cuando o1 fue antagonizado por el BD1063,
se detectd menos proteina que en la situacion control (Ortiz-Renteria, Juarez-Contreras
et al. 2018). A su vez, Tsai y colaboradores en el afio 2015 demostraron que o1 es capaz
de translocarse desde el reticulo endoplasmico hacia el nucleo celular y producir
cambios transcripcionales (Tsai, Chuang et al. 2015).

Recientemente, Poupon y colaboradores han demostrado que la administracién
en de riluzol (un farmaco utilizado en el tratamiento de esclerosis lateral amiotrofica)
induce efectos antinociceptivos cuando es administrado en simultaneo con el
oxaliplatino. Los autores observaron que el riluzol previene en cierta medida el
desarrollo de la hipersensibilidad mecanica y al frio y que este efecto antialodinico es a
través de la modulacién del canal de potasio TREK-1. En ratones deficientes de éste, la
administracion de riluzol no evito el desarrollo de la neuropatia (Poupon, Lamoine et al.
2018). Teniendo en cuenta que la chaperona ol es capaz de modular la actividad de
diversos canales iénicos incluidos canales de potasio, no se puede excluir que los efectos

analgésicos del tratamiento con S1RA, provengan de la modulacién sinérgica TRPA1 y
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otros canales. Estudios funcionales a nivel celular serian necesarios para comprender los
mecanismos subyacentes a las evidencias conductuales encontradas.

Muy recientemente, Bravo-Caparrds y colaboradores han propuesto que la
chaperona o1 controla lainfiltracion de macréfagos en los ganglios raquideos de ratones
después de una lesion en el nervio cidtico. Dentro de sus observaciones encontraron
gue neuronas de DRG de ratones lesionados presentaban altos niveles del ligando de
quimiocina 2 (CCL2), infiltracién de macrdéfagos y un gran aumento de la interleuquina
IL-6. Ademas, en este escenario, ol se vio translocada hacia la membrana plasmatica.
Por el contrario, las neuronas de ratones deficientes de o1 mostraron una reduccion de
CCL2, infiltracién de macréfagos y los niveles de IL-6, mejorando también la alodinia
mecanica desarrollada en comparacion con en los ratones silvestres (Bravo-Caparrds,
Ruiz-Cantero et al. 2020). Teniendo en cuenta que lllas y colaboradores han demostrado
que una inyeccion de oxaliplatino induce un incremento en los niveles de CCL2 en
neuronas de DRG de rata (lllas 2018), estos resultados sugieren que la chaperona ol
también podria tener un papel en el control de la repuesta inflamatoria provocada por
oxaliplatino y se podria hipotetizar que esto tiene lugar a través de la modulacion del

canal TRPA1.

5.4 El oxaliplatino induce un incremento en la actividad del canal TRPA1 a

nivel celular que se reduce con la administracion de S1IRA

Si bien el dolor neuropdtico en la clinica puede deberse a una lesién o
enfermedad a nivel del sistema nervioso central o periférico, muchos de los modelos de
dolor neuropatico, como la neuropatia periférica inducida por oxaliplatino, estan
fuertemente ligados a la afectacidn de los nervios espinales y los ganglios raquideos
(DRG) de la médula espinal (Kumar, Kaur et al. 2018). En este trabajo nos propusimos
estudiar si existian cambios relacionados con el canal TRPA1 a nivel celular provocados
por la administracién de oxaliplatino y si el tratamiento con S1RA modulaba la actividad
de estos. De acuerdo con nuestros resultados conductuales, el canal TRPA1 ha mostrado
una fuerte vinculacion con el desarrollo de la neuropatia, asi como su modulacién por

ol.
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Pero, éa nivel celular, TRPA1 se encuentra sensibilizado por la administracién de
oxaliplatino?, el efecto antinociceptivo observado tras el tratamiento con S1RA implica
un efecto directo sobre las neuronas TRPA1 positivas?

En los experimentos de imagen de calcio in vitro, encontramos que el
tratamiento de los animales con oxaliplatino aumenta la sensibilidad de las neuronas de
DRG cultivadas al estimularlas con AITC 50 uM. En concreto, presentan respuestas de
mayor amplitud, aunque no aumenta el nimero de neuronas que responden a dicho
agonista (Fig. 4.16D). Si bien no existe evidencia bibliografica de la caracterizacién in
vitro de la respuesta mediada por TRPA1 tras la administracién repetida de oxaliplatino,
en el trabajo publicado por Zhao y colaboradores encontraron que en condiciones in
vitro, la preincubacién de neuronas de DRG con diferentes concentraciones de
oxaliplatino (30, 100 y 300 uM) durante dos horas produce un incremento en el nimero
de neuronas que responden a AITC 10 uM (Zhao, Isami et al. 2012). Para las
concentraciones mas altas de oxaliplatino, en dicho estudio se recluta un porcentaje de
neuronas similar al que hemos observado en esta investigacion. Adicionalmente,
cuando las neuronas fueron incubadas con oxalato (uno de los metabolitos producidos
por el oxaliplatino) también encontraron un incremento en la amplitud de la respuesta
evocada por AITC. Si bien estos resultados no son comparables directamente, entre si,
debido a las distintas condiciones experimentales en las que se han obtenido, muestran
gue tanto el oxaliplatino como uno de sus metabolitos ejercen una modulacidn sobre la
actividad del canal TRPAL.

Por otro lado, Anand y colaboradores en el afio 2010, encontraron resultados
similares, con experimentos en cultivos neuronales de ratas. Posterior a un primer
estimulo de icilina (agonista no electrofilico de TRPA1) incubaron las células con
oxaliplatino 20 pug/ml durante 10 minutos y midieron los cambios de calcio intracelular
de un segundo estimulo de icilina. Observaron que la incubacién con oxaliplatino
produjo un incremento en la amplitud de la respuesta del segundo estimulo de icilina
ademas de reclutar neuronas adicionales. Estos resultados fueron similares cuando se
utilizd como estimulo la capsaicina, agonista del canal TRPV1, pero no cuando las
neuronas fueron estimuladas con WS12, agonista especifico del canal TRPM8. Debido a

que la icilina también es capaz de activar al canal TRPMS, pero utilizado un agonista
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especifico para éste (WS12) no observaron diferencias tras la incubacién con
oxaliplatino, sugieren que el efecto observado es a través del canal TRPA1 (Anand, Otto
et al. 2010).

Nuestros experimentos realizados en los cultivos de neuronas de DRG de
ratones TRPA17- donde la neuropatia fue practicamente ausente, como se esperaba no
hubo respuestas al estimulo de AITC (datos no mostrados). Teniendo en cuenta que las
neuronas estudiadas in vitro provienen de ratones que mostraron un fenotipo marcado
de alodinia mecanica, asi como alodinia e hiperalgesia al frio, los resultados de imagen
de calcio in vitro sugieren que al menos parte la hipersensibilidad desarrollada proviene,
total o parcialmente, de una sensibilizacion del canal TRPAL.

Otros grupos de investigacién han utilizado estrategias adicionales para testar la
vinculacion de diferentes canales TRP en |la neuropatia por oxaliplatino. Asi, muchos de
ellos han demostrado que el tratamiento con oxaliplatino in vivo aumenta los niveles de
ARNm de TRPA1 (Descoeur, Pereira et al. 2011, Nassini, Gees et al. 2011, Yamamoto,
Chiba et al. 2015, Lee, Cho et al. 2017). Sin embargo otros trabajos también demuestran
el aumento en ARNm de TRPMS8 (Gauchan, Andoh et al. 2009, Kawashiri, Egashira et al.
2012, Mizuno, Kono et al. 2014). Por tanto, si bien hay mayor evidencia enfocada en el
canal TRPA1, no es el Unico TRP que se ha visto afectado por el tratamiento con
oxaliplatino.

Por otro lado, se sabe que un alto porcentaje de las neuronas de DRG que
expresan el canal TRPA1 son positivas para la isolectina B4 (IB4) (Barabas, Kossyreva et
al. 2012). Curiosamente, Joseph y colaboradores demostraron en el afio 2008 que la
administracion de la neurotoxina para neuronas IB4+, saponina unida a IB4, eliminé
selectivamente poblacidn IB4+ y evito el desarrollo de la hipersensibilidad mecanica por
administracion de oxaliplatino (Joseph, Chen et al. 2008).

Adicionalmente, se ha demostrado la existencia de una variante de splicing del
canal TRPA1 (TRPA1b) de ratdn (Zhou, Suzuki et al. 2013). La presencia de esta variante
de splicing incrementa la actividad del canal TRPA1. Zhou y colaboradores mostraron
mediante experimentos de calcio in vitro un aumento en la amplitud de la respuesta a
AITC. Ademas, en el contexto de dolor neuropatico, cuando realizaron una ligacién

parcial del nervio cidtico en ratones, observaron que el desarrollo de la hipersensibilidad
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mecanica aguda (un dia posterior a la lesién) estaba relacionada con un incremento de
los niveles de expresion de ARNm de TRPA1, mientras que el incremento en el ARNm de
la variante de splicing fue observada a los 14 dias de la lesidn. Finalmente, los autores
concluyen que la presencia de esta variante de splicing podria tener una funcién en el
contexto patoldgico, especificamente en el desarrollo de la alodinia mecanica a largo
plazo (Zhou, Suzuki et al. 2013). Si bien, no hay evidencias de que esto suceda en el
modelo de dolor neuropdtico inducido por oxaliplatino, podria representar una
explicacion al incremento de la respuesta a AITC que hemos observado en los cultivos
de neuronas de DRG obtenidas de ratones tratados con oxaliplatino (Fig. 4.16D). Sin
embargo, esta especulacidon debe cefiirse a un modelo en ratéon ya que la presencia de
esta variante de empalme parece ser especifica para esta especie. En conjunto, todos
estos hallazgos sugieren un papel importante del canal TRPA1 en la neuropatia periférica
desarrollada por oxaliplatino en condiciones in vivo e in vitro.

Parte de las neuronas sensoriales extraidas de los DRG de los grupos de ratones
tratados con oxaliplatino y vehiculo fueron incubadas con S1RA 100 uM durante 4 horas
(condiciones de incubacién establecidas previamente) (Fig. 4.16 D). En el grupo
incubado con S1RA se observé una reduccién de la respuesta del calcio intracelular tras
el estimulo de AITC, sin cambiar el porcentaje de neuronas que respondieron respecto
a la situacion control, lo que sugiere que la incubacidén con S1RA no afecta la viabilidad
celular.

La inhibicidn en la respuesta dependiente de TRPA1 también se observé en las
neuronas de ratones inyectados con vehiculo, lo que sugiere que el efecto del S1IRA
sobre el canal TRPA1 esta presente también en condiciones fisioldgicas. No existe en la
bibliografia informacién comparable con estos resultados, sin embargo, Ortiz-Renteria
y colaboradores demostraron en un trabajo reciente, la inhibicién de la corriente
dependiente de la activacién del canal TRPV1 en células incubadas con BD1063, otro
antagonista de la chaperona o1 (Ortiz-Renteria, Juarez-Contreras et al. 2018). Asi, podria
especularse que la chaperona ol module la actividad de otro miembro de la familia TRP,
ya que ademas se ha visto involucrada en la modulacion de otros tipos de canales, como
por ejemplo los canales de sodio y potasio mencionados en el apartado introductorio

1.6.4 de este trabajo (revisado por Kourrich 2017).

168



El efecto encontrado con la incubacion de S1RA in vitro, se observé también en
las neuronas provenientes de ratones tratados de manera sistémica con S1RA 40 mg/Kg
y oxaliplatino en simultéaneo (Fig. 4.17 C y D). En este caso, también se observé una
disminucion del calcio intracelular en respuesta a AITC en las neuronas de ratones
previamente tratados con S1RA respecto a los que recibieron solamente oxaliplatino.
Este es, quizds uno de los hallazgos mas importantes de este trabajo ya que confirma
gue el tratamiento con S1RA evita que el oxaliplatino altere las neuronas positivas para

el canal TRPA1 (Fig. 4.17).

5.5 El tratamiento con oxaliplatino incrementa las respuestas a frio de

neuronas de DRG in vitro

Si bien los resultados provenientes de la estimulacion in vitro con AITC brindan
informacién sobre la activacién especifica del canal TRPA1 y su vinculacién con la
neuropatia por oxaliplatino, nos propusimos aplicar un estimulo de frio en neuronas en
cultivo, con el objetivo de correlacionar los cambios conductuales obtenidos en las
pruebas de frio y la vinculacion del canal TRPA1 ante este estimulo. De la aplicacién de
una rampa de frio observamos un incremento general en el porcentaje de neuronas
activadas posterior al tratamiento con oxaliplatino, aunque la amplitud de esta
respuesta no se vio modificada respecto a la situaciéon control (Fig. 4.18A y C). Sin
embargo, en contradiccidon con lo esperado, el promedio del umbral de temperatura de
respuesta al estimulo de frio fue significativamente menor tras el tratamiento con
oxaliplatino (Fig. 4.18B). En situacion control las neuronas respondieron en todo el rango
de temperaturas aplicado (desde 33 a 8 °C). Los umbrales de respuesta en los cultivos
de animales tratados con oxaliplatino también abarcan todo el rango de temperaturas,
pero se produce un aumento en el niumero de neuronas que responden con umbrales
térmicos entre 15y 8 °C.

Estos resultados son contradictorios con los publicados por Descoeur vy
colaboradores, donde si bien encuentran un incremento en el porcentaje de respuestas
a frio, aunque estos son significativamente menores a los que se describen

candnicamente en neuronas de DRG, este incremento es debido a un mayor nimero de
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neuronas de bajo umbral posterior al tratamiento con oxaliplatino (Descoeur, Pereira et
al. 2011). Muy recientemente, McDonald y colaboradores han utilizado la técnica de
imagen de calcio in vivo para el estudio de los patrones de activacién de la sonda
GCaMP3 por estimulos térmicos en un modelo de neuropatia aguda por oxalipaltino,
registrando directamente en el ganglio raquideo L4. La evaluaciéon funcional de la
poblacion neuronal se realizd tres horas tras la inyeccidn intraplantar de oxaliplatino
donde observaron un incremento en el porcentaje de respuestas a frio aunque los
umbrales de respuesta a este estimulo no se vieron modificados respecto a los animales
en situacion control (McDonald, Luiz et al. 2020).

Las diferencias metodoldgicas en los modelos inducidos entre los autores
previamente mencionados impiden una comparacidon directa con los resultados
obtenidos en nuestras condiciones. La induccion de la neuropatia en nuestro trabajo se
ha aplicado con tres dosis sistémicas de oxaliplatino mientras que, Descoeur aplica una
Unica inyeccion. Aun asi, debido a que, a nivel conductual observamos una clara
sensibilizacidn a los estimulos térmicos, se podria hipotetizar que el estudio in vitro de
las respuestas a frio no resulta el escenario mas apropiado para su caracterizacién.
Podemos avanzar posibles explicaciones a estas diferencias:

Primero, aunque los experimentos de imagen de calcio fueron realizados de
manera aguda (3-4 horas posterior a la disociacion de los DRG) posiblemente algun
metabolito del oxaliplatino se pierde en el proceso de disociacidon de los DRG impidiendo
el estudio de la sensibilizacién a frio en neuronas en cultivo. Aunque McDonald y
colaboradores han implementado registros in vivo, directamente sobre el ganglio L4, el
modelo de neuropatia utilizado es diametralmente opuesto al que hemos desarrollado
por lo que este aspecto también limita la comparacién de los hallazgos.

Segundo, para llegar a conclusiones mas robustas, deberiamos abordar el
estudio de las respuestas a estimulos de frio con técnicas funcionales mas directas como
registros de electrofisiologia, ya que el uso del calcio intracelular como medida de
excitabilidad resulta una medicidn indirecta de los fendmenos observados teniendo en
cuenta que el calcio intracelular es un segundo mensajero de los procesos intracelulares.

Tercero, los cambios observados en la respuesta a frio podrian deberse a otro

mecanismo independiente del canal TRPA1 por ejemplo a cambios en los canales que
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controlan la excitabilidad de las neuronas. Los cambios de excitabilidad en las neuronas
sensoriales de frio también se han relacionado con la corriente de freno Ixp (Viana, de la
Pefia et al. 2002, Madrid, de la Pefia et al. 2009, Gonzalez, Ugarte et al. 2017). Asi, se ha
visto que cuando la Ikp es bloqueada farmacoldégicamente con 4-AP hay un incremento
en las respuestas al estimulo de frio. Neuronas que originalmente eran insensibles al
frio, durante la aplicacidon de 4-AP se convierten en termosensibles. De acuerdo a sus
propiedades biofisicas, un grupo de éstas neuronas reclutadas por la 4-AP, ha sido
definido como neuronas nociceptoras. Ademas, las neuronas originalmente sensibles a
frio mostraron un cambio del umbral de respuestas a temperaturas mas altas durante
el bloqueo de la Ikp (Viana, de la Peiia et al. 2002, Madrid, de la Pefia et al. 2009). Si bien,
en esta investigacion no hemos estudiado los cambios en las corrientes Ikp, el
incremento de neuronas que responden a frio observadas post tratamiento con
oxaliplatino, podria representar la activacion de sensores de frio silentes (neuronas
nociceptoras) debido a un desajuste de la Ikp por la neuropatia por oxaliplatino
(Gonzalez, Ugarte et al. 2017).

Otro factor a tener en cuenta, es el estrés oxidativo que se genera por las NIPO.
Se sabe que el tratamiento con oxaliplatino provoca un incremento en la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Jiao, Li et al. 2016) que son capaces de activar a
TRPA1 (Miyake, Nakamura et al. 2016) y que la administracidn de antioxidantes mejora
la hipersensibilidad al frio (Lee, Cho et al. 2017). En los experimentos de imagen de calcio
in vitro no hemos estudiado la presencia de ROS por lo que éste es otro aspecto a
profundizar. También es posible que la sensibilidad al frio desarrollada en los animales
tratados con oxaliplatino provenga de modificaciones no sélo en las neuronas
sensoriales sino también en otros tipos celulares o células satélite que sinérgicamente
sean las responsables de aumentar la sensibilidad al frio.

Teniendo en cuenta los multiples factores que pueden alterarse cuando se
trabaja en escenarios in vitro y especificamente lo variable que puede ser el estudio de
los cambios de las respuestas a frio provocadas por una neuropatia tan compleja como
la inducida por oxaliplatino, creemos que implementar estudios en escenarios mas

fisioldgicos como los registros de calcio in vivo permitirian obtener informacidn
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directamente comparable con la que se obtiene a nivel conductual y ayudaria a mejorar
el entendimiento de los procesos bioldgicos afectados en escenarios patoldgicos.

Debido a que el canal TRPA1 es activado por frio nocivo (temperaturas < 17 °C)
(Karashima, Talavera et al. 2009) y que este estimulo también es capaz de activar a otros
canales idnicos como el canal TRPM8 (Knowlton, Daniels et al. 2011), utilizamos AITC,
agonista especifico de TRPA1, para dividir la poblacién de neuronas de frio entre AITC
positivas y AITC negativas y estudiar la contribucién del canal TRPA1 en el descenso del
umbral promedio de temperatura observado en el grupo oxaliplatino. Encontramos que,
de acuerdo a lo descrito en la bibliografia, en situacién control las neuronas AITC
positivas responden a temperaturas mas bajas que las neuronas AITC negativas y que
estas respuestas representan, generalmente, cambios en la amplitud de la respuesta de
calcio intracelular menores que en las neuronas AITC negativas, resultados que también
han sido observados en otras publicaciones (Memon, Chase et al. 2017) (Fig. 4.19 C). Sin
embargo, el tratamiento con oxaliplatino afectd de igual manera al umbral de respuesta
en ambas subpoblaciones de neuronas de frio (AITC+ y AITC-), demostrando que no es
un efecto dependiente del canal TRPA1 (Fig. 4.19 B).

En nuestro trabajo, por estar interesados en el papel del canal TRPAL1 en el
sensado de frio, hemos aplicado un estimulo térmico en el cual la temperatura
desciende a valores bajos (10 £ 2 °C) manteniéndolo al menos 10 segundos. Por el
contrario, la gran mayoria de investigaciones han aplicado estimulos de corta duracién
y donde la temperatura no desciende a tales valores. Asi, esta caracteristica
metodoldgica podria generar resultados diferentes y nuevas interpretaciones de las
respuestas a frio obtenidas.

Otro aspecto a tener en cuenta, como he mencionado previamente, es que la
gran mayoria de los estudios estan realizados en condiciones in vitro, donde los
estimulos se aplican directamente sobre el soma de las neuronas sensoriales en cultivo
y, evidentemente, los efectos pueden ser distintos a los observados in vivo. Teniendo en
cuenta este aspecto, Luiz y colaboradores publicaron en el aiio 2019 un estudio in vivo
de las respuestas a frio en neuronas de DRG utilizando la tecnologia GCaMP. Los autores,
aplicaron rampas de frio prolongadas directamente sobre la superficie plantar de

ratones y estudiaron los patrones de activacion de las neuronas del DRG L4. Una de las
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conclusiones a las que llegaron, es que existe una poblacidén de neuronas que expresa el
canal de sodio dependiente de voltaje Nay 1.8 el cual fue necesario para deteccion de
estimulos de frio extremo prolongado pero que no para el sensado de frio agudo a
temperaturas mayores o iguales a 1 °C (Luiz, MacDonald et al. 2019). En una reciente
publicacién del mismo grupo de investigadores, mostraron que el incremento en el
numero de repuestas a frio provocado por una inyeccién intraplantar de oxaliplatino, se
debe a la activacién de un grupo de neuronas silentes, capaces de responder a frio.
Ademas, estas neuronas de frio silentes presentaron un perfil nociceptivo y expresaron
el canal Nay 1.8 (McDonald, Luiz et al. 2020). Extrapolando esta informacion a nuestros
resultados, se podria especular que el aumento de las neuronas de frio de alto umbral
reclutadas con el tratamiento de oxaliplatino podria deberse a un incremento en la
excitabilidad del canal Nay, 1.8. Cabe destacar que las temperaturas alcanzadas en
nuestro trabajo (10 £ 2 °C) no son tan bajas como las aplicadas por Luiz y colaboradores
(t =1 °C) pero, teniendo en cuenta la barrera de la piel, considerado uno de los mejores
aislantes térmicos, se podria sugerir un efecto, hasta cierto punto, comparable.
Adicionalmente, nuestros resultados sugieren que el incremento del porcentaje de
respuestas a frio posterior al tratamiento de con oxaliplatino no afecta exclusivamente
a las neuronas TRPA1l positivas ya que el aumento significativo se observd en la
subpoblacion AITC negativa.

Por otro lado, sabemos que el canal TRPM8 es el principal sensor de
temperaturas no nocivas (Knowlton, Daniels et al. 2011), que la co-expresion con el
canal TRPA1 es baja (Memon, Chase et al. 2017) y existen trabajos que lo vinculan con
los cambios en la hipersensibilidad térmica post oxaliplatino (Gauchan, Andoh et al.
2009). En este trabajo no aplicamos agonistas especificos para el canal TRPMS8 por lo
gue no podemos concluir que los cambios observados en la subpoblacion AITC negativa
signifiqguen una afectacién solo en la poblaciéon de neuronas TRPM8 positiva.

Curiosamente, el aumento de la concentracidn de calcio intracelular provocado
por la estimulacién con frio se vio incrementada en la poblaciéon AITC positiva,
mostrando un cambio muy cercano a la significancia estadistica, mientras que en las

neuronas AITC negativas se mantuvo exactamente igual (Fig. 4.19C). En conjunto estos
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resultados in vitro muestran que TRPA1 no es el responsable directo del incremento de
neuronas sensibles a estimulos de frio.

En neuronas provenientes de ratones TRPA1”- tratados con oxaliplatino, el
aumento en el porcentaje de respuestas a frio, no resulté significativo, respecto a la
situacion control (Fig. 4. 20A). Sin embargo, hubo una reduccién del umbral medio de
respuesta al estimulo de frio, pero significativamente menor que en las neuronas de
ratones silvestres (Fig. 4.20B) indicando un papel importante del canal TRPA1 en el
sensado de temperaturas de frio, aunque, una vez mas, no exclusivo.

Las diferencias obtenidas sobre la vinculacion del canal TRPAL en el cambio de la
respuesta a frio producida por oxaliplatino en ratones silvestres y TRPA1 /- se podria
explicar si consideramos la posibilidad de que, la deteccidén de frio por el canal TRPA1
esté involucrado en el desarrollo de la hipersensibilidad al frio de manera indirecta,
concepto que, ya ha sido sugerido por Miyake 2016, donde demuestran que la presencia
de ROS potencia la capacidad de sensar frio del canal TRPA1 (Miyake, Nakamura et al.
2016). Asi, cuando el canal TRPA1 se elimina genéticamente, las especies reactivas,
capaces ademads de activarlo (Andersson, Gentry et al. 2008) no tienen su diana para
producir la sensibilidad exagerada al frio.

Adicionalmente, el efecto de la incubacidon con S1IRA 100 uM en la respuesta a
frio también se estudié en cultivos de neuronas. Observamos que la incubacién con
S1RA reestablece los umbrales de respuesta a las condiciones basales. Este efecto fue
observado en todas las poblaciones y grupos neuronales, sugiriendo que la incubacién
con S1RA esta actuando sobre TRPA1 (Fig. 4.21 y 4.22) y sobre otros canales i6nicos
implicados en la determinacion de los umbrales de frio. Estudios especificos sobre
canales involucrados en el sensado de estimulos de frio y en el control de la excitabilidad
neuronal, bajo los efectos de S1RA son necesarios para mejorar el entendimiento de los

resultados obtenidos con el antagonista de la chaperona ol.
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5.6 La chaperona o1 modula la actividad del canal iénico TRPA1 en un

sistema de expresion heterdloga

Los resultados conductuales, sugieren una modulacién de la chaperona o1 sobre
el canal idnico TRPAL. Los resultados obtenidos en las medidas de calcio intracelular en
neuronas de DRG in vitro mostraron la misma tendencia. Para estudiar si la modulacion
observada era un efecto del antagonista de o1, S1IRA, sobre la actividad de TRPA1,
realizamos un estudio in vitro de la actividad del canal expresado en un sistema
heterdlogo.

En los experimentos de imagen de calcio realizados en HEK293 expresando el
canal TRPA1, encontramos que la incubaciéon con S1RA induce una inhibicién en la
respuesta de AITC dosis y tiempo dependiente, donde la maxima inhibicion se obtuvo
con la incubacién durante 4 horas con S1RA 100 uM (Fig. 4.6). La inhibicion obtenida en
las condiciones 100 uM 4 horas, fue igual a la que se obtuvo con una incubacién de 25
UM durante 24 horas, lo cual resulta importante a nivel terapéutico ya que una dosis
menor es mejor metabolizada, y resultard en menos efectos inespecificos (Fig. 4.7). Los
resultados de imagen de calcio se confirmaron con los registros electrofisioldgicos de
patch-clamp, en los cuales la corriente de entrada dependiente de TRPA1 inducida por
la aplicacién de AITC se vio inhibida de manera dosis dependiente por la incubacién con
S1RA (Fig. 4.8). Resultados similares fueron obtenidos a potenciales de voltaje positivos
y negativos. Ademas, la cinética de la respuesta también se vio modificada tras la
incubacién con S1RA; con la méxima concentracion, las corrientes obtenidas fueron en
promedio 2,6 veces mas lentas que en la situacién control.

Debido a que la chaperona o1 ha sido involucrada en el trafico y plegamiento de
proteinas (Su, Su et al. 2016), estos resultados pueden sugerir que cuando ol se
encuentra antagonizada por el efecto del S1IRA, no estaria disponible para regular
correctamente el trafico y/o el plegamiento del canal TRPA1 hacia la membrana
plasmatica.

También observamos que la incubacidn con BD1063, otro antagonista de la
chaperona o1, provoca una inhibicién en la actividad del canal TRPA1 cuando se

realizaron medidas de calcio intracelular y registro de corrientes en patch-clamp en
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células HEK293 expresando TRPA1-tGFP. Estos datos apoyan que la modulacion de la
actividad de TRPA1 estd mediada por o1y no es un efecto directo de sus ligandos.

Al comparar el efecto de S1IRA y BD1063 sobre TRPA1, los resultados de las
curvas dosis respuesta obtenidas con imagen de calcio in vitro mostraron que la ICso para
el BD1063 es un tercio mas alta que la obtenida con S1RA, lo que indica una mayor
potencia de este ultimo (Fig. 4.11 y 4.12). Respecto a las corrientes evocadas por la
aplicacion de AITC, observamos una inhibicidn significativa tras la incubacion con
BD1063 respecto a la situacién control, aunque con S1RA ésta fue el doble de potente;
estos resultados fueron consistentes a potenciales positivos y negativos. Sin embargo,
la incubacién con BD1063 no produce cambios significativos en la cinética de la
respuesta a AITC (Fig. 4.11 y 4.12). No se puede excluir la posibilidad de que a
concentraciones mas altas de BD1063 se obtuvieran cambios en la cinética de la
respuesta.

Ortiz-Renteria y colaboradores demostraron que la incubaciéon con BD1063
inhibe la corriente dependiente del canal TRPV1. Los autores atribuyen dicha deficiencia
funcional a un menor niumero de canales disponibles tras la incubacion con BD1063, ya
que también observaron una disminucidon en los niveles de proteina total y de
membrana de TRPV1 utilizando la técnica de western blot. Experimentos de deteccién
de cantidad de proteina de TRPA1 deberian realizarse para considerar esta posibilidad.

Debido a que S1RA y BD1063 son ligandos sintéticos, nos preguntamos si un
antagonista enddgeno de la chaperona ol era capaz de producir inhibicién de la
actividad del canal TRPAL.

La progesterona, aunque comunmente se conoce por su papel como una
hormona reproductiva femenina, es ademds un antagonista endégeno de o1 (Maurice,
Su et al. 1998). Se ha demostrado que posee un papel neuroprotector, inhibiendo la
actividad de canales de calcio, sodio y potasio dependientes de voltaje, principalmente
durante procesos de traumatismo cerebral (Kelley and Mermelstein 2011, Wei and Xiao
2013) y que podria tener un papel en la regeneracion mielinica en las células de Schwann
(Schumacher, Hussain et al. 2012). Recientemente, Ortiz-Renteria ha demostrado que la

progesterona es capaz de atenuar el comportamiento nocifensivo inducido por una
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inyeccidén intraplantar de capsaicina, debido a que evita la modulacién del canal
nociceptivo TRPV1 por la chaperona ol (Ortiz-Renteria, Juarez-Contreras et al. 2018).

En base a esta evidencia, se realizaron experimentos de imagen de calcio en
células que expresan de manera estable el canal hTRPA1-tGFP, incubadas durante 24
horas con diferentes concentraciones de P4 (25, 50 y 100 uM) y estimuladas con AITC
50 uM. Como control positivo se incubaron células con S1RA 25 uM durante 24 horas.
Experimentos de imagen de calcio realizados por Pablo Ros en nuestro laboratorio y que
formaron parte de su Trabajo Final de Grado en Medicina, muestran que la incubacion
con P4 100 uM también induce una inhibicién de la amplitud y del nimero de
respuestas, TRPA1l dependiente cuando se estimula con AITC, comparable con la
inhibicidn obtenida con S1RA 25 pM. La incubacion con P4 50 uM también produjo una
inhibicidn significativa de estas respuestas a AITC respecto a la condicién control.
Adicionalmente estos resultados fueron confirmados en neuronas sensoriales
disociadas de DRG (Ros Arlanzén 2019).

En la reciente revisiéon publicada por Morales-Lazaro, se muestra la vinculacién
entre la chaperona ol, esteroides como la progesterona y canales idnicos como los
pertenecientes a la familia de los TRP (especificamente el canal TRPV1) y su rol en la
nocicepcion (Morales-Lazaro, Gonzalez-Ramirez et al. 2019). Adicionalmente, se ha
demostrado que P4 es capaz de reducir los niveles de ARNm de TRPA1l y TRPV1 en
células de endometrio en cultivo (Pohdczky, Kun et al. 2016).

Asi, los resultados de este trabajo aportan informacién novedosa acerca de la
modaulacién funcional de 61 sobre la actividad del canal TRPA1, demostrando que tanto
antagonistas enddégenos como exdgenos de la chaperona inhiben la actividad de este

canal.

5.6.1 La inhibicion de la actividad de TRPAl es independiente del tipo de
agonista quimico con el que se le estimula

La mayor parte de este trabajo ha sido desarrollado utilizando AITC, un
compuesto electrofilico, considerado un activador especifico del canal TRPAL. Se sabe
gue los compuestos electréfilos activan a TRPA1 formando uniones covalentes en los

residuos de cisteinas presentes en su extremo N terminal, por lo que también se los
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suele llamar agonistas covalentes (Story, Peier et al. 2003, Bandell, Story et al. 2004,
Bautista, Jordt et al. 2006, Macpherson, Dubin et al. 2007). Sin embargo, los agonistas
no electroéfilos como el carvacrol, activan al canal TRPA1 sin causar modificaciones en
sus cisteinas (Lee, Buber et al. 2008, Talavera, Gees et al. 2009); lo hacen por interaccion
con un sitio localizado dentro del quinto dominio transmembrana, siendo éste el mismo
sitio de accidon que el del mentol. Meents y colaboradores en el ailo 2016, demostraron
gue mutando los aminoacidos S873 y T874 presentes en el quinto dominio
transmembrana de TRPA1l humano, eran capaces de abolir completamente Ia
sensibilidad a carvacrol (Meents, Fischer et al. 2016).

Para comprobar que la reduccién de la actividad de TRPA1 tras la incubacién con
S1RA es independiente del tipo de agonista que se utilice para su activacion,
desarrollamos un grupo de experimentos de imagen de calcio in vitro donde las células
HEK293 que expresaban TRPA1 fueron estimuladas con carvacrol 100 uM posterior a la
incubacidén de éstas a diferentes concentraciones (10, 30 y 100 uM) de S1RA durante 4
horas. Con la concentracién mas alta de S1RA (100 uM), la inhibicién de la respuesta
TRPA1 dependiente por activacion con carvacrol fue significativamente menor que en la
situacién control y ademads similar a la inhibicién obtenida cuando se estimulé con AITC
(Fig. 4.9 y 4.10). Sin embargo, a concentraciones menores (10 y 30 uM) de S1RA no se
observaron cambios significativos en la respuesta a carvacrol. Adicionalmente, es
importante destacar que la ICsp del S1RA para estos agonistas es diferente (ICso AITC 47
UM, 1Cso carvacrol 98 uM). Aun asi, en las células incubadas con 25 pM de S1RA y
estimuladas con AITC, observamos que la producida por 30 uM de S1RA y estimuladas
con carvacrol. Por un lado, esto podria sugerir que el extremo N-terminal, regién de
accién del AITC, esté mas relacionado con el sitio de modulacidn de la chaperona o1 ya
gue ademas se ha demostrado que ol es capaz de interaccionar directamente con
anquirinas, especificamente el isomero AKN220 (Hayashi and Su 2001, Cobos, Entrena
et al. 2008), dominios proteicos que también se localizan en este extremo del canal. Sin
embargo, se ha demostrado que Ila modificacion del extremo N-terminal
(especificamente modificacion de las cisteinas donde actian los componentes
electréfilos) no modifica la sensibilidad del canal cuando se lo estimula con carvacrol

(Meents, Fischer et al. 2016), por lo que la inhibicion observada con ambos agonistas
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podria sugerir un defecto en el plegamiento del canal o disminucidon del nimero de

canales disponibles para su activacién.

5.7 La chaperona ol modula la actividad del canal TRPA1 en neuronas

sensoriales de DRG

Ademas del estudio de la modulacién de TRPA1 por o1l en el sistema heterdlogo,
mediante la técnica de imagen de calcio y los registros electrofisioldgicos en la
modalidad de patch-clamp, confirmamos los resultados funcionales en neuronas
primarias disociadas de DRG. En estos experimentos observamos que el incremento de
calcio intracelular en respuesta a AITC es menor en aquellas células que fueron
incubadas con S1RA, siguiendo estos resultados la misma tendencia en el sistema
heterdlogo (Fig. 4.15).

Asimismo, datos obtenidos por el Dr. Alejandro Gonzélez en nuestro laboratorio,
en experimentos de registro electrofisioldgico en neuronas de DRG de ratones,
mostraron que tras ser incubadas con S1IRA 100 uM-4h, éstas presentaban menor grado
de despolarizacién en la modalidad “whole-cell current-clamp” y menor frecuencia de
disparo de potenciales de accién en la modalidad “cell-attached” cuando fueron
estimuladas con AITC respecto de aquellas que no fueron incubadas con SIRA. Ademas,
los registros en “whole-cell voltage-clamp” también mostraron una inhibicién en la
amplitud de la densidad de corriente en respuesta a AITC. Datos pendientes de
publicacidn y presentados de en congreso de la Sociedad Americana de Neurociencias
2019 (De la Pefna, Marcotti et al. 2019).

Estos resultados confirman a nivel electrofisioldgico, en neuronas sensoriales
primarias, el efecto del S1IRA que se ha demostrado con registros de imagen de calcio in
vitro, apoyando la modulacion por parte de la chaperona ol sobre el canal TRPA1

cuando éste se expresa en un sistema nativo.
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5.8 La chaperona ol es necesaria para que S1RA module la actividad del

canal TRPA1

Para comprobar si la modulacién observada por S1RA sobre TRPA1 depende de
o1, incubamos células HEK293 en las cuales la chaperona ol se encontraba silenciada
(i.e. con niveles muy reducidos de 01) con S1RA, y en las cuales se expresé de manera
transitoria TRPA1-tGFP.

En los experimentos de imagen de calcio in vitro, la incubacién con S1RA no
indujo inhibicién de la respuesta a AITC. Este resultado se confirmd con los registros
electrofisiolégicos, en los cuales no hubo cambios significativos en las corrientes TRPA1
dependientes entre el grupo control y el incubado con S1RA (Fig. 4.13). Estos resultados
sugieren que la inhibicion producida por S1RA se produce por el antagonismo de ol y
no por un efecto directo del ligando de o1 sobre TRPA1L. En otras palabras, es necesaria
la presencia de o1 para modular la actividad de TRPA1.

Para confirmar esta hipotesis y utilizando la linea celular con o1 silenciada como
punto de partida, se realizé la co-transfeccién del canal TRPA1 y la chaperona ol y se
procedid a incubar con S1RA. Los resultados obtenidos fueron los esperados; en las
células que co-expresaban ol y TRPA1, la incubacion con S1RA indujo una inhibicién del
calcio intracelular en respuesta a AITC, tal y como como ha sido observado en las células
silvestres que expresan de manera enddgena la chaperona ol (Fig. 4.14).

Ademas, observamos que el incremento de calcio intracelular por estimulacion
con AITC es mayor cuando o1l esta silenciado que en células silvestres (Fig. 4.13 A), esto
podria deberse a un desajuste en el control del trafico desde el reticulo endoplasmico
hacia la membrana celular debido a la ausencia de la chaperona ol.

Considerando la posibilidad de que o1 esté involucrada en el control de calidad
del transporte del canal TRPA1, estos experimentos sugieren que en ausencia de ol no
se evita el trafico del canal y que un mecanismo paralelo estaria actuando de manera
compensatoria para inducir el trafico de TRPA1 la membrana. En este sentido se ha
relacionado a las chaperonas XPORT-A y XPORT-B en el trafico de los canales TRP en la
mosca Drosophila (Chen, Chen et al. 2015). En su trabajo proponen que XPORT-A sirve

como chaperona para facilitar la translocacion de los canales TRP desde el reticulo
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endoplasmatico hacia la membrana plasmatica. Ademas, demostraron que la
eliminaciéon de XPORT-B induce la retencién de TRP en el reticulo endoplasmatico y que
la estimulacidon luminica de este mostraba un patrén que no se puedo distinguir del
fenotipo mutante.

En base a esta evidencia, nos preguntamos si la disminucién en la actividad de
TRPA1 observada después de incubar las células con el antagonista de o1, S1IRA, fue
debida a una modulacidn del trafico de canales hacia la membrana plasmatica.

Para ello, el Dr. Jorge Fernandez-Trillo realiz6 experimentos de recuperacién de
fluorescencia posterior al foto-blanqueamiento (FRAP) en células HEK293 transfectadas
con hTRPA1-GFP, restringiendo la visualizacion de foto-blanqueamiento y recuperacién
a la proximidad de la membrana plasmatica utilizando la reflexion de la fluorescencia
interna total (TIRF) (datos pendientes de publicacion). El 80 % de la intensidad de
fluorescencia cerca de la membrana plasmatica se foto-blanqued con iluminacién TIRF
sostenida durante 100 segundos y luego, la recuperacién de fluorescencia debido al
trafico de canales hTRPA1-GFP desde regiones no blanqueadas se monitorizé durante
10 minutos. Los resultados obtenidos mostraron que el nivel FRAP observado fue menor
en las células tratadas con S1IRA 100 uM 4 h (17.2 £ 1.4 %) que en las células incubadas
con vehiculo (DMSO) (21.0 + 1.3 %). En otras palabras, esto sugiere que hay menos
canales para repoblar la membrana plasmatica y regiones cercanas a ella en las células
donde 01 se encuentra antagonizado por S1RA. Esta primera aproximacién apunta a que
ol podria estar involucrado en la modulacién del trafico de TRPA1 hacia la membrana
plasmatica. Al mismo tiempo, estos datos generan nuevas preguntas: éiLa menor
recuperacién de florescencia posterior al foto-blanqueo en las células tratadas con SIRA
se debe a que originalmente habia menos canales en la membrana celular?, i puede ol
estar afectando solo al correcto plegamiento de TRPA1, pero no a su translocacidn hacia
la membrana plasmatica o viceversa? Sera necesario realizar mas estudios para dilucidar
el posible mecanismo molecular por el cual el 61 podria modular el trafico del canal
TRPAL.

A través de experimentacion in vitro, se ha demostrado que la chaperona o1 esta
presente en diferentes niveles de oligomerizacién (Mishra, Mavlyutov et al. 2015, Hong,

Yano et al. 2017). y que éstos son modulados por sus ligandos. Existe evidencia que el

181



extremo C terminal de o1 por si mismo es capaz de actuar como chaperona (Hayashi
and Su 2007, Wu and Bowen 2008), ademas de interaccionar con BiP (otra chaperona
presente en las MAM del RE). Ademads, se ha demostrado que la incubacién de células
COS, que expresan ol, con el agonista pentazocina promueve la formacién de dimeros
y mondémeros, mientras que el tratamiento con haloperidol, antagonista de o1, favorece
la formacién de niveles de oligomerizacién mas altos (Mishra, Mavlyutov et al. 2015).
Teniendo en cuenta esta informacién, se ha propuesto que, los agonistas de ol son
capaces de disociar la chaperona en mondémeros o dimeros exponiendo su regién C
terminal, mientras que los antagonistas mantienen a ¢l en niveles mayores de
oligomerizacién, donde el extremo C terminal estaria inhabilitado para interacciones
con otras proteinas. Esto ha dado lugar a especular que los niveles de oligomerizacion

mas altos dan como resultado chaperonas 61 no funcionales (Fig. 5.1).
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Figura 5.1: Modulacién de la funciéon de o1 por sus ligandos: mecanismo propuesto. En base a la
evidencia in vitro e in vivo se ha propuesto que la chaperona ol existe en diferentes niveles de
oligomerizacién en donde los agonistas de o1 se unen o son capaces de crear dimeros 0 monémeros
funcionales a partir de niveles de oligomerizacion mas complejos, mientras que los antagonistas de o1 se
unen a tetrdmeros o niveles mas altos de oligomerizacion dando como resultado una chaperona no
funcional. Modificada de (Chu and Ruoho 2016).

Si 01 es necesario para el correcto funcionamiento del canal TRPA1, tendria
sentido pensar que el tratamiento con SIRA o BD1063 mantienen a 01 en un alto estado
de oligomerizacién impidiendo, por ejemplo, el correcto plegamiento o adecuado

transporte del canal TRPA1 y consecuentemente una inhibicidn a nivel funcional como

182



se ha observado en los experimentos del presente trabajo. Sin embargo, los estudios de
modulacion de estados de oligomerizacién de o1 por sus ligandos han sido realizado en
condiciones in vitro, donde el contexto no refleja exactamente el escenario biolégico,
por ejemplo, en el uso de detergentes de purificacion con caracteristicas diferentes a las

bioldgicas representando una limitacidn en los resultados (Ryskamp, Korban et al. 2019).

5.9 La chaperona ol y el canal TRPA1 forman un complejo fisico

Teniendo en cuenta la modulacién funcional de o1 sobre TRPA1, nos preguntamos
si ademas estas dos proteinas eran capaces de formar un complejo proteico, es decir, si
existia una interaccion fisica entre ellas. Puesto que se ha descrito que ol forma
complejos con diversos canales idbnicos, como canales de sodio, potasio, ASIC (revisado
por Kourrich 2017) y entre ellos el canal TRPV1 (Ortiz-Renteria, Juarez-Contreras et al.
2018), se implementd la técnica de inmunoprecipitacion en un sistema de
sobreexpresidn, donde se observé que 61y TRPA1 forman un complejo fisico (Fig. 4.24).
El hecho que tanto o1 (Hayashi and Su 2003, Hayashi and Su 2007, Palmer, Mahen et al.
2007) como TRPA1 (Startek, Boonen et al. 2019) se encuentran localizados en las balsas
lipidicas de las membranas celulares apoya el resultado de que ademads estén
fisicamente en contacto. Las balsas lipidicas son microdominios de membrana que
organizan espacialmente moléculas para vias de sefializacidn especificas que regulan
diversas funciones celulares (Palmer, Mahen et al. 2007). Se ha publicado que o1 puede
modificar los componentes lipidicos de la membrana plasmatica y como consecuencia
afectar los niveles de las balsas lipidicas (Takebayashi, Hayashi et al. 2004). Esta
remodelacién de la membrana podria afectar la funcidn de las proteinas que contiene,
como canales idnicos. Asi, no podemos descartar la posibilidad de que el antagonismo
de o1 provoque cambios en las balsas lipidicas y afecte funcionalmente al canal TRPA1
(Startek, Boonen et al. 2019).

Seria interesante abordar con estrategias de mutagénesis la eliminacién de sitios
claves, como la eliminacién de los dominios con residuos de anquirina del canal para
evaluar si ol aun es capaz de formar un complejo fisico con el canal TRPA1 y modular su

actividad ya que se ha demostrado que, la eliminacién de estos dominios en el canal
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TRPA1 humano, no modifican su funcionalidad siendo éste capaz de responder a
estimulos de frio y estimulos quimicos (AITC, cinamaldehido) (Moparthi, Survery et al.
2014). Adicionalmente, el Dr. Fernandez-Trillo realizé experimentos de transferencia de
energia por resonancia de fluorescencia (FRET) en células HEK293 transfectadas con
hTRPA1-GFP y hol-mCherry, para evaluar si ambas proteinas se encontraban dentro de
una distancia compatible con una interaccién fisica. Para ello, se utilizé una construccién
en tdndem que contenia una variante GFP y Cherry covalentemente unido (Rho-pCG)
como control positivo de FRET. El nivel de FRET neto (nFRET) se tomé como el maximo
observable en nuestras condiciones, este valor se utilizé como referencia para
normalizar los niveles de nFRET observados con otras construcciones. Como resultado
se obtuvo que el nivel de nFRET fue significativamente mayor cuando hTRPA1-GFP se
co-transfectd con hol-R-mCherry (16.22 + 2.07 %, n = 17) que cuando hTRPA1-GFP fue
co -transfectado con mCherry soluble libre (0 £ 1.86 %, n = 15). Estos datos sugieren que
TRPA1 y o1 estan ubicados lo suficientemente cerca como para formar complejo de
proteinas, resultado que refuerza el obtenido con la técnica de inmunoprecipitacion.
Curiosamente, cuando las células se incubaron con S1RA 25 uM durante 24 h, el nivel
de nFRET (17.92 + 2.14 %, n = 21) fue similar al nivel obtenido con las células no tratadas
(16.22 + 2.07 %, n = 17), lo que sugiere que el efecto antagonista de S1RA sobre la
modulaciéon de TRPA1 no se ejerce por un deterioro de la formaciéon del complejo TRPA1-

ol.

En conclusién, como he mencionado al comienzo de este apartado, la complejidad
de la neuropatia por oxaliplatino y el poco conocimiento de los mecanismos de accién
gue subyacen en el desarrollo de la sintomatologia descrita, dificulta el desarrollo de
terapias efectivas. El antagonista de 61, S1RA, ha concluido la fase 2 de ensayos clinicos
y se ha comprobado que presenta niveles de tolerancia y toxicidad aceptables (Bruna,
Videla et al. 2018). Se ha demostrado que la administracion de SIRA en humanos reduce
los sintomas de hipersensibilidad al frio por administracidn de oxaliplatino, disminuye
de la proporcion de pacientes que desarrollaron una neuropatia crénica y ademas
permitio que éstos pudieran recibir una mayor concentracién de quimioterapéutico que

aquellos que recibieron placebo (Bruna and Velasco 2018).
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Teniendo en cuenta el impacto y los alentadores resultados obtenidos en la clinica,
el presente trabajo representa la primera evidencia en la que se muestra que los efectos
analgésicos tras el tratamiento con S1RA en la neuropatia por oxaliplatino provienen en
parte por la modulacién de la chaperona o1 sobre el canal TRPAL.

Como perspectiva a futuro, seria interesante profundizar en el estudio de la modulacion
del trafico de TRPA1 por ol e implementar registros de imagen de calcio in vivo para
estudiar diferentes poblaciones neuronales involucradas en la neuropatia de

oxaliplatino y el efecto del S1RA sobre estas.
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6. CONCLUSIONES
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En condiciones in vitro, el antagonismo de la chaperona o1 con los farmacos S1RA o
BD1063, disminuye la actividad del canal TRPA1 humano y de ratdn. Esta inhibicion
es dependiente del tiempo de incubacion y de la dosis de farmaco utilizada e
independiente de la naturaleza de los agonistas utilizados para la activacién del

canal. Por tanto, se sugiere una modulacion de la chaperona o1 sobre el canal TRPAL.

Ademas de la interaccidn funcional observada, la chaperona ol y el canal TRPA1

forman un complejo fisico en un sistema de expresidn heteréloga.

En células carentes de o1, el tratamiento in vitro con S1RA no produce cambios en
la actividad de TRPA1. Concluimos que, la modulacién de la actividad de TRPA1 es

ejercida por la chaperona ol y no por su ligando.

La inyeccidn intraperitoneal repetida del agente quimioterapéutico oxaliplatino en
ratones silvestres (hembras y machos) produce hipersensibilidad mecénica vy al frio,
en la cual el canal TRPA1 tiene una contribucion relevante. En ratones deficientes de
este canal, la sensibilidad mecanica fue significativamente menor y no desarrollaron

hipersensibilidad al frio.

El tratamiento con oxaliplatino induce un incremento en la actividad de las neuronas
sensoriales TRPA1 positivas y un incremento en el nimero de neuronas sensibles a
frio el cual no parece estar asociado a la poblacién de neuronas TRPA1. La incubacidn
in vitro con S1RA restablece la actividad del canal TRPA1, asi como las respuestas al
estimulo de frio, hacia valores basales. Se concluye que, el tratamiento con
oxaliplatino como la incubacién con S1RA, modulan la funcionalidad del canal TRPA1

y la de otros canales idnicos sensores de frio.

La inyeccidn intraperitoneal de S1RA simultanea con la inyecciéon de oxaliplatino,
reduce la sensibilidad mecanica y al frio en ratones silvestres. Ademas, la inyeccion

intraperitoneal de S1RA disminuye la respuesta nocifensiva producida por la
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aplicacién intraplantar de AITC. Se concluye que la mejoria observada por el SIRA
en la neuropatia por oxaliplatino, se debe, al menos en parte, a la modulacién de la
actividad del canal TRPA1 por la chaperona o1. Sin embargo, no se excluye un efecto

sinérgico por la modulacién de o1l sobre otros canales iénicos.

Las neuronas sensoriales primarias obtenidas de ratones tratados en simultaneo con
S1RA y oxaliplatino muestran una menor actividad del canal TRPA1 respecto a las
neuronas obtenidas de ratones tratados solo con oxaliplatino. Se concluye que la
reduccion en el desarrollo de la neuropatia se debe en parte al descenso de la

actividad del canal TRPAL.

Debido a que, en nuestras condiciones experimentales in vitro, no se ha podido
observar la sensibilizacion a estimulos de frio en neuronas sensoriales de DRG tras
el tratamiento con oxaliplatino, consideramos que un estudio de imagen de calcio in
vivo es la herramienta mds apropiada para correlacionar las observaciones celulares

con las conductuales.
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Abstract
The mechanisms whereby deposition of monosodium urate (MSU) crystals in
gout activates nociceptors to induce joint pain are incompletely understood. We tried
to reproduce the signs of painful gouty arthritis, injecting into the knee joint of rats
suspensions containing amorphous or triclinic, needle MSU crystals. The magnitude of
MSU-induced inflammation and pain behavior signs were correlated with the changes
in firing frequency of spontaneous and movement-evoked nerve impulse activity
recorded in single knee joint nociceptor saphenous nerve fibers. Joint swelling,
mechanical and cold allodynia, and hyperalgesia appeared 3 hours after joint injection
of MSU crystals. In parallel, spontaneous and movement-evoked joint nociceptor
impulse activity raised significantly. Solutions containing amorphous or needle-shaped
MSU crystals had similar inflammatory and electrophysiological effects. Intraarticular
injection of hyaluronan (HA, Synvisc), a high-MW glycosaminoglycan present in the
synovial fluid with analgesic effects in osteoarthritis, significantly reduced MSU-induced
behavioral signs of pain and decreased the enhanced joint nociceptor activity. Our
results support the interpretation that pain and nociceptor activation are not triggered
by direct mechanical stimulation of nociceptors by MSU crystals, but are primarily
caused by the release of excitatory mediators by inflammatory cells activated by MSU
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crystals. Intra-articular HA decreased behavioral and electrophysiological signs of pain,
possibly through its viscoelastic filtering effect on the mechanical forces acting over
sensitized joint sensory endings and probably also by a direct interaction of HA
molecules with the transducing channels expressed in joint nociceptor terminals.

Keywords: Gout, Arthritis, Hyaluronan, Nociceptors, Knee-joint inflammation, TRP
channels.

1. Introduction

Gout is a disease caused by the deposition of monosodium urate (MSU) crystals on
the surface of the joint cartilage and periarticular structures, leading to acute attacks of
usually very painful arthritis. Notably, at intercritical periods, the disease is
asymptomatic, despite the regular presence of needle-shaped urate crystals in the joint
structures and synovial fluid (SF).3%%° This observation raises questions about the
mechanisms whereby sodium urate induces the intense joint pain observed during gout
flares and the contribution to this pain of a direct mechanical stimulation of synovial
nociceptor sensory nerve terminals by the MSU crystals, besides the well-established
interactions of MSU crystals with mononuclear phagocytes and neutrophils.%% These
interactions activate the inflammasome, with the production of multiple
proinflammatory products such as lysosomal enzymes, oxygen-derived free radicals,
eicosanoids and cytokines, as well as oxidative stress and cell damage.?®3%>3
Proinflammatory substances act on the various ion channel types involved in stimulus
transduction and impulse coding by joint nociceptors,?? either opening them directly or
modulating their opening probability.212432545> The final consequence is augmented
impulse firing by joint nociceptors leading to spontaneous pain and mechanical and
thermal hyperalgesia.334%°% However, the translation of the complex response triggered
by MSU crystals in the joint into an excitation of joint nociceptor nerve terminals evoking
gouty pain is still incompletely understood.

Hyaluronan (sodium hyaluronate, HA), a glycosaminoglycan polymer present in
synovial membranes and SF, has been postulated as a lubricating agent and protective
rheological buffer, reducing the force transmitted by movements to joint nociceptor
nerve endings.>1%2946 |n osteoarthritis and in joint inflammatory processes, the
viscosity, concentration, and molecular weight (MW) of HA contained in the SF seem to
be markedly reduced.? This is also the case for the HA present in the SF of symptomatic
gout patients.*” Notably, restoration in osteoarthritic patients of SF rheological
properties by intra-articular injection of high molecular weight hyaluronan (HMW-HA)
alleviates pain.>**2 This pain reduction is apparently due to the attenuation by HA of the
augmented nerve impulse discharges generated at sensitized joint nociceptor
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fibers.3192046 There is experimental evidence that HMW-HA molecules dampen the
transmission of external mechanical forces to stretch-activated channels of the cell
membrane,*® but recent data also indicate that HA reduces directly the opening
probability of TRPV1 channels of joint nociceptor fibers,® thus acting on the main final
molecular target for many of the inflammatory mediators released in gout.®42627 |n this
study, we analyzed the time course and characteristics of knee joint pain behavior
associated with knee-joint inflammation evoked by intra-articular injection of MSU
crystals of different size and shape in rats, and studied the correlation between
inflammatory signs and the changes in spontaneous and movement-evoked nerve
impulse activity in knee-joint nociceptor fibers. We also used this experimental model
of gouty arthritis to explore whether intra-articular injection of HMW-HA attenuates
MSU-induced enhancement of joint nociceptor activity as occurs in osteoarthritis.

2. Methods

2.1. Animals

The study was performed in adult male Wistar rats weighing 300 to 350 g, housed singly
in cages in sanitary ventilated animal rooms with controlled temperature (20°C),
humidity (45%), and maintained on ad libitum food and water supply with 12 hours of
light/dark cycles. All experimental procedures were performed according to the Spanish
Royal Decree 53/2013 and the European Community Council directive 2010/63/EU. The
Ethics Committee from Universidad Miguel Herndndez, Alicante, Spain, approved this
study.

2.2. Reagents

4.5 mg of MSU, purchased from Sigma (C5H3N403Na, MW 5 190.1 g/mol; St Louis, MO),
was sterilized by UV light exposition during 1 hour and suspended afterward in sterile
phosphate buffered saline (PBS) from Sigma (St Louis, MO). Monosodium urate
suspensions prepared using Sigma’s product appeared under the microscope as
aggregates of amorphous, small crystals. Monosodium urate triclinic crystals were
purchased from InvivoGen (C5H3N403Na, MW 5 190.1 g/mol; San Diego, CA).
Suspensions of these crystals from InvivoGen were prepared in sterile PBS. Under the
microscope, the appearance of these crystals is, as the conventional, large needle-
shaped crystals seen in gouty SF. A sterile HMW-HA solution, commercially
manufactured for human use as Synvisc (Sanofi Genzyme Biosurgery, Cambridge, MA)
was purchased. Synvisc contains 80% (vol/vol) of Hylan A (MW ;6 3 106) and 20%
(vol/vol) of Hylan B (vinyl sulfone crosslinked Hylan A) in 0.9% NaCl.
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2.3. Inflammation of the knee joint

Sterile suspensions of MSU (4.5 mg in 50 mL PBS) containing either small and amorphous
crystals (Sigma) or needle, aciculate, triclinic crystals (InvivoGen) were injected into the
right knee joint of isoflurane-anesthetized rats. Rats of control groups received an intra-
articular injection of the vehicle alone (50 mL of PBS).

2.4. Measurement of knee diameter

The mediolateral diameter of the knee joints was measured using an electronic digital
micrometer. The relationship between the diameter values of treated joints, related to
their value before treatment was used as an index of knee-joint edema.

2.5. Behavioral assays

Rats were habituated to the behavior room for a minimum of 3 hours before testing,
and to the testing chamber for at least 1 hour before testing. The same investigator
performed the scoring in all behavioral tests, which were blind in respect to the type of
intraarticular solution injected. Animal’s groups were also randomized.

2.5.1 Weight-bearing measurements

Pain related to knee-joint inflammation was assessed measuring right and left hind limb
weight distribution using an incapacitance tester device (Bioseb In vivo Research
Instruments, Vitrolles, France). Rats were placed in an angled chamber positioned so
that each hind paw rested on a horizontal force-transducing plate. The weight (g) borne
by each hind limbwas averaged over 5 seconds; 3 readings were taken and mean values
then calculated. The hind limb weight-bearing behavior was measured on the same
animals repeatedly along the course of the study. Results are expressed as % of
asymmetry 5 weight in contralateral limb 2 weight in ipsilateral limb/total weight on
both limbs 3 100. Presence of asymmetry was considered a sign of hyperalgesia.

2.5.2. Mechanical threshold

Changes in hind paw withdrawal thresholds were assessed using mechanical stimulation
with calibrated von Frey filaments BIOVF-M model from Bioseb (Bioseb In vivo Research
Instruments, France). Thresholds were determined using a modified version of Dixon
up—down method.11 Rats were placed in transparent plastic cylinders on a metal mesh
platform (2 3 1.5 mm) and von Frey filaments were applied to the plantar surface of a
hind paw for up to 1 second. Brisk withdrawal of the hind paw during or immediately
after application was considered a positive response. The threshold force required to
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elicit withdrawal (50% hind paw withdrawals) was determined for left and right hind
paws. The threshold force data are presented as the difference with baseline values,
with negative value indicating mechanical allodynia. Threshold values were assessed in
rats before (baseline) and 3, 5, and 8 hours after injection in the right knee joint of MSU
or vehicle (PBS) solutions. In a different group of rats, after baseline values were
obtained, the corresponding MSU solution was injected in the right knee joint and
mechanical threshold evaluated 3 hours later. Immediately afterward, an injection of
Synvisc was performed and mechanical threshold evaluated again 2 and 5 hours later.
In these animals, change in the von Frey threshold is expressed as the difference
between threshold values after treatment minus baseline threshold.

2.5.3. Acetone testing

To test acetone-evoked evaporative cooling-induced sensations, rats were placed within
a round plastic chamber on a metal mesh platform. A drop (100 mL) of acetone was
applied sequentially onto the plantar surface of both left and right hind paws, and the
number of lifting, licking, biting, shaking, and guarding nocifensive events was counted
over the next 60 seconds. The number of events counted after treatment was divided
by the number before treatment (baseline value); thus, a quotient value close to 1
indicates no difference with the baseline situation, whereas a higher value reflected cold
allodynia.

2.6. Air pouch model

The rat air pouch model of synovial cavity was used.6 Male Wistar rats (300 g) were
anaesthetized using isoflurane and injected subcutaneously with 20 mL of sterile air
(gauge syringe with 0.22- mm filter) on the dorsal surface, just behind the scapula. The
procedure was repeated 3 and 6 days after the first air injection. Then, rats with air
pouches were anaesthetized using isoflurane and an 18-G cannula was inserted into the
air pouch to inject 5 mL of a 1-mg/mL solution of amorphous or needle-shaped MSU
crystals, or PBS alone. A 400-mL sample of air pouch fluid was removed immediately and
5 hours after injection, and collected into ethylenediaminetetraacetic acid (10 mM final
concentration). Fifty microliters of this sample were used for flow cytometry.

2.7. Analysis of exudate cells by flow cytometry.

Flow cytometrywas performed using a FACSAria Il flowcytometer. CD451 antibody (FITC
Mouse Anti-Rat CD45; BD Pharmingen, San Jose, CA) was used to identify leukocyte
population. From samples collected at 0 and 5 hours, 50 mL were centrifuged for 10
minutes at 3303g and then resuspended in 99 mL of FACS buffer (PBS10.5%bovine
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serumalbuminl2-mMethylenediaminetetraacetic acid). Cells were treated for 10
minutes at 4°C with 1-mL CD45-antibody (0.5 mg/mL). Then, 1 mL of FACS buffer was
added and the suspension centrifuged for 10 minutes at 330 3 g. The supernatant was
removed and cells resuspended in 200 mL of FACS buffer for the analysis by flow
cytometry. CD45 (leukocyte common antigen) is ubiquitously expressed in all nucleated
hematopoietic cells excluding erythrocytes.

2.8. Electrophysiological recordings in rat knee-joint afferent fibers

The detailed procedure for recording of joint nociceptor fibers in vivo has been reported
previously.'® Animals were initially anaesthetized using ketamine (75 mg/kg) and
xylazine (10 mg/kg) (intraperitoneally) followed by an injection of 40 mg/kg (i.p.) of
sodium pentobarbital for deep anesthesia. Supplementary doses of sodium
pentobarbital were injected intraperitoneally when required. The trachea, the left
femoral vein, and femoral artery were cannulated. Body temperature was maintained
at physiological levels. Heart frequency and blood pressure values were continuously
monitored to evaluate the anesthesia level. The right femur was fixed by a special grip,
and a pool was formed by skin flaps and filled with warm paraffin oil. The saphenous
nerve from the right leg was cut and dissected. Fine filaments were split from the
peripheral end and placed over a silver wire electrode for extracellular recording, until
a functional single unit was obtained. The receptive fields of knee-joint afferent units
were identified and located by probing the tissue over the knee joint and its
surroundings with a hand-held glass rod. Thereafter, the receptive field of the nerve
fiber was electrically stimulated (5-15 V for 0.5 ms) to calculate the conduction velocity
from the latency of the evoked impulse and the distance measured between the
stimulating and recording electrodes. Mechanical stimulation was performed every 5
minutes and started from the middle flexed (resting) position of the joint and consisted
of a passive, manually performed 10-second outward rotation (OR) within the working
range of the joint (10-20 mNm, innocuous OR) followed by an OR of 10-second duration,
which exceeded the normal working range of the joint (40-60 mNm, noxious outward
rotation, NOR). Thereafter, the joint was returned to the resting position for 10 seconds
and the same 2 steps were performed using inward rotations (innocuous, IR and
noxious, NIR). Rotation to 10 to 20 mN was considered innocuous because at this
intensity, the hind limb could be rotated to the end of the normal movement range
without appreciable force. Rotation to 40 mNm was considered noxious because these
rotations were performed against the resistance of the joint structures.'8205152 The
discharges recorded during the movements were analyzed by counting the total number
of impulses obtained during the complete cycle ie, ORINOR1IR1NIR. Also, the number
of impulses evoked by each of these 4 movements was counted separately. The impulses
recorded during the nonnoxious and noxious movements (outward and inward
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movements) were added separately (OR 1 IRand NOR 1 NIR). Movement-evoked activity
varied widely among individual fibers because of their different exposure to mechanical
stress depending on the location of the receptive field in the joint. For this reason,
impulse responses were normalized taking the preinjection values of activity as 100%
response (control) and expressing the effects of experimental maneuvers as percentage
of this value.

2.9. Statistical analysis

Statistical comparisons were made using GraphPad Prism. We used the paired t test to
compare changes in the animals before and after treatments and unpaired t test for
comparison between animal groups, as indicated.

3. Results

3.1. Intra-articular injection of monosodium urate crystals induces knee-joint
inflammation and behavioral signs of pain

Three hours after intra-articular injection of MSU solutions containing either amorphous
(n =10) or needled crystals (n = 7), the joint volume had increased, as reflected in the
significantly larger joint diameter that persisted 5 and 8 hours later, in contrast with rats
injected with PBS (n = 12) where no joint diameter change was observed (Figs. 1B and
C). Amorphous crystals produced a significantly larger diameter increase than needle
crystals (A=1.9+0.3,n=10and A =1.01 £ 0.3, n = 8, respectively, Student t test P =
0.04%*). Weight-bearing asymmetry between hind limbs was significantly larger in MSU-
traded animals but did not differ with the type of crystals injected (Fig.1D). Before MSU
injection, body weight distribution between legs was very similar (mean baseline
asymmetry 2 + 1% n 5 10), whereas 3 hours after injection of both types of MSU crystals,
asymmetry raised around 30%, ie, approximately 70% of the weight was now supported
by the noninjected hind limb (see methods); a modest recovery was observed 5 and 8
hours later (Fig. 1D). In Supplementary Figure 1, results were represented using the raw
data (available online as supplemental digital content at
http://links.lww.com/PAIN/A524).

In the same groups of rats, von Frey mechanical threshold was measured in the

paw of the injected limb. Three hours after intra-articular injection of urate crystals,
mechanical threshold was significantly lower, but not influenced by the type of crystal
(amorphous crystals 1.4 £ 0.5 g, baseline value =5.5+ 1.1 g, n = 7, needle crystals 1.0 +
0.2, baseline value = 4.8 £ 0.5, n = 7), and it was smaller than in rats injected with PBS
alone (Fig.1E).
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Figure 1. Nocifensive responses in rats evoked by intra-articular injection of MSU crystals. (A) Timeline of
behavioral experiments after injection of amorphous or needle MSU crystals or PBS into the right knee
joint; arrows signal the time atwhich experimental measures were performed. (B) Images of the knee
joints exposed by removal of the skin, in the MSU-injected (left panel) and the contralateral, non-injected
(right panel) hind limb. (C-F) Change in knee-joint diameter (C), % weightbearing asymmetry (D), von Frey
mechanical threshold (E) and cold (acetone) sensitivity (F), measured 3, 5, and 8 hours after ipsilateral
injection of: amorphous MSU (black, n = 10); needle MSU (blue, n = 7); PBS (green, n = 12), and in
untreated joint (cyan, n = 12). Paired t test ***P < 0.001, **P < 0.01 with baseline values. MSU,
monosodium urate; PBS, phosphate buffered saline.

The reduction in mechanical threshold reflecting mechanical allodynia persisted
5 and 8 hours after MSU injection. These rats also exhibited an enhanced sensibility to
acetone-induced cooling evoked in the paw of the injected side (cold allodynia). Three
hours after MSU injection, the response was 2 (needle) and 4 (amorphous) times higher
than before MSU, or than after injection of PBS (Fig. 1F). Sensitization to cold persisted
8 hours after injection of MSU amorphous crystals, whereas when needle crystals were
injected, a modest recovery was observed 5 and 8 hours later. Mechanical and thermal
sensitivity at the untreated, contralateral hind limb did not change after the ipsilateral
MSU injection (data not shown).

The level of inflammation induced by MSU amorphous and needle crystals was
evaluated as the number and profile of leukocytes measured by flow cytometry in the
exudate recruited in the air pouch gout model. Five hours after injection of either
amorphous or needle-shaped MSU crystals, forward scatter and side scatter revealed
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the appearance of the 3 CD45 positive cell populations corresponding to lymphocyte,
macrophage, and granulocyte. PBS evoked a much smaller cellular recruitment
response, in which granulocytes were absent (Supplementary Figure 2, available online
as supplemental digital content at http://links.lww.com/PAIN/A524).

3.2. Movement-evoked nerve impulse activity in knee-joint sensory fibers increases after
monosodium urate injection

Activity in 25 single units obtained from saphenous nerve filaments of 24 rats was
recorded. All units included in this study responded in a variable degree to both non
noxious and noxious movements of the knee joint (see methods). Conduction velocity
measured at the end of the experiment in 10 units ranged between 0.7 and 5.25 m/s,
(average 2.16 6 0.39 m/s).

Figure 2A shows an example of the nerve impulse firing and the corresponding
instantaneous frequency change in a single joint nerve fiber, evoked by mechanical
stimulation before (control) and 3 hours after intra-articular injection of a MSU
amorphous crystals solution (intra-articular MSU). Rotations within the normal working
range (nonnoxious OR and IR) generated an impulse activity that increased markedly
when rotation exceeded the working range (noxious outward rotation, NOR and noxious
inward rotation, NIR). The firing responses to movement were clearly enhanced 3 hours
after intra-articular MSU crystals injection.

Figure 2B represents the values of movement-evoked impulse responses,
obtained by pooling the data of all the explored units, after injection of amorphous (n =
5, black symbols) and needle (n = 8, blue symbols) crystals or PBS (n = 7, green symbols),
to illustrate the gradual rise with time of the movement-evoked mean impulse activity
in MSU-treated rats in contrast with PBS injected animals. In Figure 2C, we represented
the mean values of the impulse activity evoked by 12 movements (60 minutes),
measured 1, 2, and 3 hours after PBS (green bars), amorphous (black bars), and needle
MSU crystals (blue bars), and expressed as percent of the response obtained during the
respective preinjection, control periods. The actual values in number of
impulses/movement are presented in Supplementary Table 1 (available online as
supplemental digital content at http://links.lww.com/PAIN/A524). Comparison
between the effects on the firing response of MSU crystals and PBS 3 hours after
injection confirmed that the impulse activity was significantly higher (155% in average)
in MSU-treated rats (Fig. 2C), whereas the morphology of the injected crystals did not
affect the magnitude of the nerve impulse discharges.
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Figure 2. Sensitization of knee-joint sensory fibers by MSU-evoked inflammation. (A) Sample recordings
of nerve impulse activity produced by a single fiber innervating the knee joint, before (upper panel) and
after (middle panel) intra-articular amorphous MSU injection. Impulse activity is displayed as
instantaneous frequency (dots, top) and as the original nerve impulse records (spikes, bottom). The lower
panel depicts the sequence of nonnoxious (OR and IR) and noxious (NOR and NIR) knee-joint rotations.
(B) Mean value of the total number of movement-evoked impulses (OR 1 NOR 1 IR 1 NIR) measured before
and after intra articular injection of amorphous MSU (black symbols, n = 5), MSU needle crystals (blue
symbols, n = 8), or PBS (green symbols, n = 7). Values are expressed as percentage of the average control
response (mean of the 6 movements, before injection, indicated by the arrows). (C) Mean values of
movement-evoked impulse activity in joints injected with PBS (green columns), needle MSU (blue
columns), or amorphous MSU (black columns). The first column (control) shows the mean value of the 6
consecutive movements preceding intra-articular injections; the remaining columns show the mean value
of impulse discharges evoked by 12 consecutive movements measured 1, 2, and 3 hours after intra-
articular injection of PBS or MSU. Paired and unpaired t test, *P,0.05, **P,0.01, ***P,0.001. IR, inward
rotation; MSU, monosodium urate; NIR, noxious inward rotation; NOR, noxious outward rotation; OR,
outward rotation; PBS, phosphate buffered saline.

A similar analysis was applied, separating the firing discharges that occur during
the movements performed within the working range (OR and IR), from those obtained
during movements into the noxious range (NOR and NIR, Fig. 2C). As illustrated in Figures
3A and B, the gradual increase in movement-evoked firing after injection of MSU
amorphous (black symbols) or needled (blue symbols) crystal solutions was present both
in the response to nonnoxious and to noxious stimuli. In both cases, this increase
developed gradually along the time of recording (3 hours). By contrast, changes
observed in the group of rats where PBS was injected were negligible (green symbols).
In Figures 3C and D, we summarized the mean increase in movement-evoked responses
to nonnoxious and noxious movements, at different times after the injection 3 hours
earlier of both types of MSU crystals or PBS. The data evidence that 3 hours after MSU
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amorphous and needle crystals injection, the mean impulse response to nonnoxious
movements had increased strikingly, being respectively 136% and 110% of the response
obtained with PBS injection alone. For noxious movements, firing was respectively 43%
and 52% higher than after PBS; differences were, in all cases, significant. The actual
values of number of impulses/movement during nonnoxious and noxious movements
under the different treatments are presented in Supplementary Table 2 (available online
as supplemental digital content at http://links.lww.com/PAIN/A524).

3.3. Background impulse activity on knee-joint sensory fibers at rest also increases
during MSU-evoked inflammation

We also measured whether the incidence of spontaneous impulses, occasionally fired
during the intervals between joint rotations, changed after intra-articular injection of
amorphous or aciculate crystals. During the control recording period (first 6 movements
in 30 min) detectable ongoing activity (defined as a mean firing frequency value .0.01
imps/s) explored in 12 fibers was detected in 5 of them, with an average value of 0.03 6
0.02 imps/s (n = 5). In a group of rats that had received 3 hours earlier an injection of
solution of amorphous MSU crystals, ongoing activity was present in 7 of 14 fibers, with
a mean firing frequency of 0.3 6 0.1 imps/s (n = 7), a value that was 10 times higher than
before MSU treatment (Student t test **P <0.01). When MSU needle crystals were intra-
articularly injected at 3 hours, the ongoing activity was present in 4 of 9 fibers, with a
mean frequency of 0.12 + 0.01 imps/s (n = 4), 4 times higher than in

control conditions in this occasion (Student t test **P < 0.01). There were no statistically
significant differences between amorphous and needle crystals. Eight hours after
injection of MSU amorphous crystals, ongoing activity, measured in 7 fibers during the
second and fourth hour recording periods, was present in 5 fibers (mean firing
frequency50.560.1 imps/s; n = 5, P < 0.01). Altogether, these data confirm that MSU-
evoked inflammation produced sensitization in a significant number of movement-
sensitive joint sensory nerve fibers.

3.4. High molecular weight hyaluronan (Synvisc) attenuates the behavioral signs of pain
and the increased impulse firing caused by monosodium urate—evoked inflammation

Ten rats treated with MSU amorphous and 8 treated with MSU needle crystals received
3 hours later an injection (50 mL) of Synvisc within the inflamed knee joint. Pain
behavioral tests were performed 5 hours and 8 hours after the initial MSU injection.
Figure 4 shows the changes in knee-joint diameter, weightbearing asymmetry, and
mechanical and cold sensitivity expressed as percent of the peak values measured at
various times after injection of amorphous (black, n = 10) or needle MSU crystals (blue,
n = 8), in rats additionally injected with Synvisc (red bars) and in untreated rats (black, n
= 7 or blue bars, n = 7). Five hours after Synvisc treatment, pain behavior parameters
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were significantly lower in comparison with Synvisc-untreated animals (black bars for
amorphous or blue bars for needle MSU); weightbearing asymmetry was respectively
53% and 79% lower, mechanical allodynia 52% and 62%, and cold allodynia 30% and
50%.
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Figure 3. Sensitization by MSU-driven inflammation of the response of knee-joint sensory fibers to nonnoxious and
noxious rotations. (A and B) Time course of the change in mean number of movement-evoked impulses evoked by
nonnoxious (OR 1 IR) and noxious (NOR 1 NIR) rotations after intra-articular injection of amorphous MSU (black
symbols, n = 5), MSU needle crystals (blue symbols, n = 8), or PBS (green symbols, n = 7); values are expressed as
percentage of the average control response (mean of the 6movements before intra-articular injection of the tested
solution, which is indicated by the arrows). (C and D) Mean values of nonnoxious (C) and noxious (D) movement-
evoked impulse activity in joints injected with PBS (green columns), needle MSU crystals (blue columns), or
amorphous MSU (black columns). The first column (control) shows the mean value of the 6 consecutive movements
preceding intra-articular injections; the remaining columns show themean value of impulse discharges evoked by 12
consecutive movements measured 1, 2, and 3 hours after intra-articular injection of PBS or MSU. Paired and unpaired
ttest, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. IR, inward rotation; MSU, monosodium urate; NIR, noxious inward rotation;
NOR, noxious outward rotation; OR, outward rotation; PBS, phosphate buffered saline.

In a separate group of 23 rats, we also explored the possibility that hyaluronan
influenced the increase in nociceptor impulse activity observed after MSU injection. For
this purpose, an amorphous MSU crystal solution was injected intra-articularly and 3
hours later (the time to reach the inflammation peak, Figs. 1C—F), nerve impulse activity
was recorded during 1 hour while performing complete movement cycles every 5
minutes. At the end of this period, Synvisc (n = 7) or NaCl 0.9% solution (the vehicle of

Synvisc, n = 9) were injected into theMSU-inflamed joint, maintaining the recording of
228



movement-evoked impulse activity along the following 4 hours and alternating 1 hour
of movement application with a pause of 1 hour to reduce the risk of mechanical injury
of the joint caused by the repeated stimulation. In an additional group of 7 rats, the
same protocol was followed but no Synvisc injection was performed.

Figure 5A shows that the magnitude of the firing response to repeated, complete
joint movement cycles raised gradually (black squares). In rats receiving Synvisc (whose
control response values are represented by empty red circles), mean movement-evoked
impulse activity was lower (solid red circles) 2 and 4 hours after hyaluronan treatment
while activity did not change in rats receiving saline (purple triangles). The effect of
Synvisc is illustrated in the sample recordings of the impulse firing of a single nociceptor
unit previously sensitized by a MSU injection, before and 2 hours after Synvisc (Fig. 5B).
The decrease produced by Synvisc in total movement-evoked firing activity affected the
impulse discharge produced both by the innocuous (230%, n = 6) and the noxious (240%,
n = 7) components of the movement (Figs. 5C and D, red bars). By contrast, impulse
activity did not change significantly in MSU inflamed animals that were not injected or
that received an injection of saline instead of Synvisc (Figs. 5C and D, black and purple
bars). Supplementary Table 3 presents the mean number of impulses/movement
measured during the different recording periods shown in Figure 5 (available online as
supplemental digital content at http://links.lww.com/PAIN/A524 ).
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Figure 4. Effect of hyaluronan (Synvisc) on nocifensive responses developed after MSU-evoked
inflammation. Data of all parameters are expressed as % of the values measured 3 hours after amorphous
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(black, n = 17) or needle MSU (blue, n = 15) injection, represented by the empty bars. (A) Joint diameter,
(B) weightbearing asymmetry, (C)mechanical threshold, and (D) acetone (cold) sensitivity. Values were
measured 2 and 5 hours after Synvisc injection (red bars n = 10, after amorphous MSU, n = 7, after needle
MSU). Paired t test ***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05. MSU, monosodium urate.

We also analyzed the effect of Synvisc on the ongoing activity developing in
nociceptor fibers of MSU-inflamed joints. In untreated animals, noticeable spontaneous
impulse activity during the last recording period (4-5 hours in the experiments shown in
Fig. 5A, 8 hours after amorphous MSU crystals injection) was present in 5 of 7 fibers
(mean 5 0.6 6 0.3 imps/ s; n 5 5). Notably, after MSU injection, the firing frequency of
spontaneously active fibers becomes more variable, with a tendency of mean frequency
values to increase with time (Fig. 5E, black squares). By contrast, in Synvisc-injected
joints, this tendency to display an increased ongoing activity 8 hours after MSU was
absent (red circles), a neutralizing effect that did not appear when NaCl 0.9% instead of
Synvisc was injected (purple triangles). These results suggest that spontaneous activity
values stabilized after Synvisc, which also moderated the augmented impulse activity
with time underlying the development of movement-evoked allodynia and hyperalgesia
observed in MSU-injected rats.

4, Discussion

In this study, we describe for the first time in mammals that injection of MSU crystals in
the rat knee joint evokes an augmented joint nociceptor activity that evolves in parallel
with the local inflammation and behavioral signs of pain, closely resembling those
observed in human gouty attacks and thus appearing as a potentially useful animal
model of gout arthritis. Our data further show that intra-articular injection of sodium
hyaluronate of HMW reduces joint nociceptor impulse activity elicited by movements
that likely cause joint pain, thus demonstrating that the analgesic action of HMW-HA,
previously observed in osteoarthritis, also occurs in gouty arthritis.

4.1. Mechanisms for augmented joint nociceptor activity, local inflammation, and pain
induced by monosodium urate crystals

In human gout and pseudogout arthritis, it has been proposed that deposition of MSU
or calcium pyrophosphate crystals in joint SF and tissues mechanically harms joint
surfaces contributing to acute inflammation and pain.?” Several other mechanisms
possibly determine the reaction to intra-articular crystals, and many lines of evidence
support the central role of immune cell activation as the main triggering mechanism.
Our observation in rats that larger, needle-shaped MSU crystals were not more effective
than the small, amorphous ones in causing inflammation, nocifensive behavior, and
enhancement of joint nociceptor activity speaks against direct mechanical injury by
crystals as the mechanism for stimulation of sensory nerve terminals in gout pain. This
confirms previous clinical data showing that signs of gout were not influenced by the
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size or shape of SF crystals.””1° The apparently minor contribution to gout pain of
mechanical stimulation of nociceptors by crystals also explains the absence of pain in
patients during asymptomatic periods between acute gout attacks, despite the presence
of abundant aciculate MSU crystals on the cartilage surface and SF.3%-%!
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Figure 5. Effect of hyaluronan (Synvisc) on movement-evoked nerve impulse activity in MSU-inflamed
joints. (A) Time course of the change in nerve impulse discharges evoked by complete movement cycles
(OR 1 NOR 1 IR 1 NIR) measured in 23 single nerve fibers of joints injected with amorphous MSU 3 hours
before, expressed as%of the mean6SEM of the control response value. Black symbols show the data in
MSU-inflamed knee joints that did not receive additional treatment (n 5 7), red filled circles in MSU-
inflamed knee joints that additionally received an intra-articular injection of Synvisc (red arrow, n 5 7),
and purple symbols represent the data in joints receiving an intra-articular injection of NaCl 0.9% (vehicle
of Synvisc, purple arrow, n59). The response values of these fibers previous to treatments are represented
as empty symbols. (B) Example of the impulse activity recorded in a single fiber innervating a knee joint
inflamed 3 hours earlier by MSU injection (upper panel) to illustrate the firing frequency reduction
observed 2 hours after intra-articular injection of Synvisc (middle panel). In both cases, the upper traces
represent the instantaneous frequency and the lower traces the original recordings of nerve impulse
activity. The bottom panel depicts the sequence of nonnoxious and noxious rotations applied as stimuli.
(Cand D) Mean nerve impulse activity in joints injected 3 hours earlier with MSU, expressed as percentage
of the activity evoked by the movements performed during the first hour (control period, taken as 100%).
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Empty columns represent the mean values of the last 3 movements of the control period, before any
experimental maneuver. The remaining columns show the mean value of the 12 movements performed
during each of the indicated periods, for the nonnoxious (OR 1 IR) (C) and the noxious (NOR 1 NIR) (D)
components of the movement. Unpaired t test, ***P ,0.001, **P,0.01, *P,0.05. (E) Ongoing activity
frequency values of joint nerve fibers (n57) 3 hours after intra-articular injection ofMSU(open black
squares) and 8 hours after intra-articular injection of MSU (filled black squares); in nerve fibers (n 5 8) 3
hours after intra-articular injection of MSU (empty purple triangles) and 8 hours after MSU injection but
receiving also 4 hours after MSU an intra-articular injection of saline (NaCl 0.9%, filled purple triangles);
and in joint nerve fibers (n58) 3 hours after i.a. injection of amorphous MSU(empty red circles) and 8
hours after amorphous MSU injection but receiving also 4 hours after MSU an i.a. injection of Synvisc (red
filled circles). Green circles correspond to mean values in each case. IR, inward rotation; MSU,
monosodium urate; NIR, noxious inward rotation; NOR, noxious outward rotation; OR, outward rotation.

In our experimental model of gout in rats, we provide evidence that joint
inflammatory signs evolved in parallel with the appearance of strong excitation of
nociceptors and parallel behavioral signs of nociceptor sensitization. As with mechanical
force, there is no experimental proof of direct chemical interaction of MSU molecules
with membrane receptor proteins of nociceptor endings such as TRPV1 and TRPA1, the
main ion channels mediating nociceptor’s depolarization by endogenous or exogenous
chemicals.?%°7°8 In fact, it is well established that crystals are first detected by innate
immune cells such as macrophages, monocytes, or neutrophils that respond and
produce active IL-1 b. This ultimately activates NF-kB which turns on the transcription of
cytokines and chemokines, initiating the release of inflammatory mediators, which
finally act of nociceptor endings, opening TRPV1 and TRPA1 channels either directly or
through intracellular signaling cascades. This leads to nociceptor’'s membrane
depolarization, the canonical mechanism for their sensitization in joints and other
tissues.16:222442,57,58 Antidromic firing of articular nociceptors releases neuropeptides
from peripheral nerve terminals,” thereby potentiating the local inflammatory response
(neurogenic inflammation).?®

Collectively, our study provides new experimental evidence confirming that
interaction with inflammatory mediators released by innate immune cells after their
contact with MSU crystals is the principal mechanism whereby joint nociceptor
terminals are excited in gout and develop the spontaneous ongoing activity and
enhanced responsiveness to innocuous and noxious stimuli underlying the strong pain
characteristic of gouty attacks.

4.2. Correlation between nocifensive behavior and joint nociceptor impulse activity in
monosodium urate—injected rats

Previous studies in the rat had shown that intra-articular injection of MSU evokes
nocifensive behaviors resembling painful acute gouty attacks in humans.33:3436:57,58 |
chicken, augmented joint nerve afferent activity evoked by intra-articular MSU crystals
was also reported.!” However, this is the first evidence in mammals linking directly the
time course and amplitude of increased spontaneous and movement-evoked nociceptor
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activity in joint nociceptors caused by MSU crystals, with the appearance of weight-
bearing asymmetry, lower cutaneous mechanical threshold, and larger nocifensive
responses to cold, all of them behavioral signs of peripheral and central sensitization
and pain.?®°° The observed increases in spontaneous activity, albeit discrete, seem to
be sufficient to evoke mechanical and cold allodynia, 2 typical behavioral indicators of
sensitization.®® This also occurs in cutaneous nociceptors, where the rise of the
proportion of spontaneously active nociceptor fibers from 7% to 38% during
inflammation sustains spontaneous pain.'3

4.3. Hylaluronan effects on monosodium urate—sensitized joint nociceptor nerve fibers

Hyaluronan is an important chemical component of the SF.3 Although HA does not
contribute to urate crystal deposition in gout3%3°°¢, it regulates a variety of general
cellular and molecular processes associated with inflammation, including expression of
inflammatory genes??, immune cell infiltration,3> phagocytosis of urate crystals by
macrophages,’®> macrophage transition from proinflammatory to anti-inflammatory
states, and release of inflammatory cytokines.** These effects are critically dependent
on HA’s molecular weight, with HMW-HA having a predominant inhibitory effect and
Low Molecular Weight Hylan (LMW-HA) fragments a proinflammatory action.*®
Modulation by HMW-HA molecules of the production and release of inflammatory
mediators by inflammatory cells is one of the potential mechanisms contributing to the
attenuation by Synvisc of MSU-induced joint nociceptor activity and nocifensive
behavior. However, direct reduction by HA molecules of nociceptor excitation possibly
plays a more significant role. Synovial HMW-HA behaves as an elastoviscous filter that
attenuates the transmission of external mechanical forces to nociceptor endings in joint
tissues,? thereby reducing the effective mechanical energy reaching the stretchactivated
channels located in the membrane of these nerve terminals.*® This buffering action on
nociceptor excitation is closely dependent on the rheological properties of HA and
explains the efficacy of HMW-HA in decreasing the firing response of nociceptors in
various experimental models of inflamed joints.?®2%4 But in addition, HMW-HA
interacts directly with TRPV1 reducing its higher opening probability generated by
natural stimuli, including endogenous inflammatory mediators.8 Both mechanisms may
contribute to the inhibitory effects of Synvisc on nociceptor activation and nocifensive
responses that we observed in experimental gout.

Whether HA molecules naturally present in joints counteract the onset of
inflammation and pain in human gout has not been determined. Notably, the viscosity,
concentration, and MW of HA in the SF of acute gout are low.*’ This is also the case in
OA, a form of arthritis that frequently co-occurs with gout in which injection of HMW-
HA decreases pain.»*1? Although the pathogenic link between OA and human gout has
not been established yet, it is tempting to speculate that in both diseases, endogenous
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SF HA may play a role in delimiting the intensity of joint inflammation and pain,
depending on its concentration and viscosity.

Conflict of interest statement

The authors have no conflicts of interest to declare. This work was supported by funds
from Matrix Biology Institute (EE.UU), and by grants from the Spanish Ministry of
Economy and Competitiveness SAF2014-545.18-C3-2-R, SAF2013-45608-R, SAF2016-
77233-R co-financed by the European Regional Development Fund (ERDF), and the
“Severo Ochoa” Program forCenters of Excellence in R&D SEV-2013-0317 and a
fellowship from the Generalitat Valenciana to A. Marcotti (GRISOLIA/2015/034).

Acknowledgments

The authors thank E. Quintero, A. Caler, and V. J. Rodriguez for technical assistance, S.
Ingham for illustrations, and Dr. E. Caparro’s and A. Caler for their advice on flow
cytometry experiments.

Appendix A. Supplement digital content

Supplemental digital content associated with this article can be found online at
http://links.lww.com/PAIN/A524.

Article history:

Received 28 July 2017

Received in revised form 1 December 2017
Accepted 18 December 2017

Available online 9 January 2018

References

[1] Ayhan E, Kesmezacar H, Akgun . Intraarticular injections (corticosteroid, hyaluronic
acid, platelet rich plasma) for the knee osteoarthritis. World J Orthop 2014;5:351-61.

[2] Balazs EA. The viscoelastic intercellular matrix and control of cell function by

hyaluronan. In: Laurent T, editor. The chemistry, biology and medical applications of
hyaluronan and its derivatives. London: Portland Press, 1998. p. 185-204.

234


http://links.lww.com/PAIN/A524

[3] Balazs EA, Watson D, Duff IF, Roseman S. Hyaluronic acid in synovial fluid. I.
Molecular parameters of hyaluronic acid in normal and arthritis human fluids. Arthritis
Rheum 1967;10:357-76.

[4] Bert JM, Waddell DD. Viscosupplementation with hylan g-f 20 in patients with
osteoarthrosis of the knee. Ther Adv Musculoskelet Dis 2010;2:127-32.

[5] Bjurholm A, Kreicbergs A, Ahmed M, Schultzberg M. Noradrenergic and peptidergic
nerves in the synovial membrane of the Sprague-Dawley rat. Arthritis Rheum
1990;33:859-65.

[6] Brooks PM, Burton D, Forrest MJ. Crystal-induced inflammation in the rat
subcutaneous air-pouch. Br J Pharmacol 1987;90:413-19.

[7] Busso N, So A. Mechanisms of inflammation in gout. Arthritis Res Ther 2010;12:206.

[8] Caires R, Luis E, Taberner FJ, Fernandez-Ballester G, Ferrer-Montiel A, Balazs EA,
Gomis A, Belmonte C, de la Pena E. Hyaluronan modulates TRPV1 channel opening,
reducing peripheral nociceptor activity and pain. Nat Commun 2015;6:8095.

[9] Constantin CE, Mair N, Sailer CA, Andratsch M, Xu ZZ, Blumer MJ, Scherbakov N, Davis
JB, Bluethmann H, Ji RR, Kress M. Endogenous tumor necrosis factor alpha (TNFalpha)

requires TNF receptor type 2 to generate heat hyperalgesia in a mouse cancer model. J
Neurosci 2008; 28:5072-81.

[10] Crisan TO, Cleophas MC, Oosting M, Lemmers H, Toenhake-Dijkstra H, Netea MG,
Jansen TL, Joosten LA. Soluble uric acid primes TLR-induced proinflammatory cytokine
production by human primary cells via inhibition of IL-1Ra. Ann Rheum Dis 2016;75:755—
62.

[11] Chaplan SR, Bach FW, Pogrel JW, Chung JM, Yaksh TL. Quantitative assessment of
tactile allodynia in the rat paw. J Neurosci Methods 1994; 53:55-63.

[12] Chevalier X, Jerosch J, Goupille P, van Dijk N, Luyten FP, Scott DL, Bailleul F, Pavelka
K. Single, intra-articular treatment with 6 ml hylan G-F 20 in patients with symptomatic
primary osteoarthritis of the knee: a randomised, multicentre, double-blind, placebo
controlled trial. Ann Rheum Dis 2010;69:113-19.

[13] Djouhri L, Koutsikou S, Fang X, McMullan S, Lawson SN. Spontaneous pain, both
neuropathic and inflammatory, is related to frequency of spontaneous firing in intact C-
fiber nociceptors. J Neurosci 2006;26:1281-92.

235



[14] Fang D, Kong LY, Cai J, Li S, Liu XD, Han JS, Xing GG. Interleukin-6- mediated
functional upregulation of TRPV1 receptors in dorsal root ganglion neurons through the
activation of JAK/PI3K signaling pathway: roles in the development of bone cancer pain
in a rat model. PAIN 2015;156:1124-44.

[15] Forrester JV, Balazs EA. Inhibition of phagocytosis by high molecular weight
hyaluronate. Immunology 1980;40:435—46.

[16] Gangadharan V, Kuner R. Pain hypersensitivity mechanisms at a glance. Dis Model
Mech 2013;6:889-95.

[17] Gentle MJ. Sodium urate arthritis: effects on the sensory properties of articular
afferents in the chicken. PAIN 1997;70:245-51.

[18] Gomis A,Meini S, Miralles A, Valenti C, Giuliani S, Belmonte C, Maggi CA. Blockade
of nociceptive sensory afferent activity of the rat knee joint by the bradykinin B2
receptor antagonist fasitibant. Osteoarthritis Cartilage 2013;21:1346-54.

[19] Gomis A, Miralles A, Schmidt RF, Belmonte C. Nociceptive nerve activity in an
experimental model of knee joint osteoarthritis of the Guinea pig: effect of intra-
articular hyaluronan application. PAIN 2007;130:126-36.

[20] Gomis A, Pawlak M, Balazs EA, Schmidt RF, Belmonte C. Effects of different
molecular weight elastoviscous hyaluronan solutions on articular nociceptive afferents.
Arthritis Rheum 2004;50:314-26.

[21] Gouin O, L'Herondelle K, Lebonvallet N, Le Gall-lanotto C, Sakka M, Buhe V, Plee-
Gautier E, Carre JL, Lefeuvre L, Misery L, Le Garrec R. TRPV1 and TRPA1 in cutaneous
neurogenic and chronic inflammation: pro-inflammatory response induced by their
activation and their sensitization. Protein Cell 2017;8:644—61.

[22] Hoffmeister C, Silva MA, Rossato MF, Trevisan G, Oliveira SM, Guerra GP, Silva CR,
Ferreira J. Participation of the TRPV1 receptor in the development of acute gout attacks.
Rheumatology (Oxford) 2014;53:240-9.

[23] Horton MR, Burdick MD, Strieter RM, Bao C, Noble PW. Regulation of hyaluronan-

induced chemokine gene expression by IL-10 and IFNgamma in mouse macrophages. J
Immunol 1998;160:3023-30.

236



[24] Huang J, Zhang X, McNaughton PA. Inflammatory pain: the cellular basis of heat
hyperalgesia. Curr Neuropharmacol 2006;4:197-206.

[25] Ji RR, Xu ZZ, Gao YJ. Emerging targets in neuroinflammation-driven chronic pain.
Nat Rev Drug Discov 2014;13:533-48.

[26] Jin X, Gereau RW IV. Acute p38-mediated modulation of tetrodotoxinresistant
sodium channels in mouse sensory neurons by tumor necrosis factor-alpha. J Neurosci
2006;26:246-55.

[27] Julius D. TRP channels and pain. Annu Rev Cell Dev Biol 2013;29:355-84.

[28] Kelly S, Dunham JP, Murray F, Read S, Donaldson LF, Lawson SN. Spontaneous firing
in C-fibers and increased mechanical sensitivity in Afibers of knee joint-associated
mechanoreceptive primary afferent neurones during MIA-induced osteoarthritis in the
rat. Osteoarthritis Cartilage 2012;20:305-13.7.

[29] Malawista SE, de Boisfleury AC, Naccache PH. Inflammatory gout: observations over
a half-century. FASEB J 2011;25:4073-8.

[30] Martillo MA, Nazzal L, Crittenden DB. The crystallization of monosodium urate. Curr
Rheumatol Rep 2014;16:400.

[31] Martinon F, Petrilli V, Mayor A, Tardivel A, Tschopp J. Gout-associated uric acid
crystals activate the NALP3 inflammasome. Nature 2006;440:237-41.

[32] Meng J, Wang J, Steinhoff M, Dolly JO. TNFalpha induces co-trafficking of
TRPV1/TRPA1 in VAMP1-containing vesicles to the plasmalemma via Muncl8-
1/syntaxin1/SNAP-25 mediated fusion. Sci Rep 2016;6:21226.

[33] Moilanen LJ, Hamalainen M, Lehtimaki L, Nieminen RM, Moilanen E. Urate crystal
induced inflammation and joint pain are reduced in transient receptor potential ankyrin
1 deficient mice—potential role for transient receptor potential ankyrin 1 in gout. PLoS
One 2015;10:e0117770.

[34] Moilanen LJ, Hamalainen M, Nummenmaa E, limarinen P, Vuolteenaho K, Nieminen
RM, Lehtimaki L, Moilanen E. Monosodium iodoacetateinduced inflammation and joint
pain are reduced in TRPA1 deficient mice—potential role of TRPA1 in osteoarthritis.
Osteoarthritis Cartilage 2015;23:2017-26.

[35] Monslow J, Govindaraju P, Pure E. Hyaluronan—a functional and structural sweet
spot in the tissue microenvironment. Front Immunol 2015;6:231.

237



[36] Otsuki T, Nakahama H, Niizuma H, Suzuki J. Evaluation of the analgesic effects of
capsaicin using a new rat model for tonic pain. Brain Res 1986; 365:235—-40.

[37] Pang L, Hayes CP, Buac K, Yoo DG, Rada B. Pseudogout-associated inflammatory
calcium pyrophosphate dihydrate microcrystals induce formation of neutrophil
extracellular traps. J Immunol 2013;190:6488-500.

[38] Pascual E. Persistence of monosodium urate crystals and low-grade inflammation
in the synovial fluid of patients with untreated gout. Arthritis Rheum 1991;34:141-5.

[39] Pascual E, Addadi L, Andres M, Sivera F. Mechanisms of crystal formation in gout-a
structural approach. Nat Rev Rheumatol 2015;11:725-30.

[40] Pascual E, Batlle-Gualda E, Martinez A, Rosas J, Vela P. Synovial fluid analysis for
diagnosis of intercritical gout. Ann Intern Med 1999;131:756-9.

[41] Pascual E, Doherty M. Aspiration of normal or asymptomatic pathological joints for
diagnosis and research: indications, technique and success rate. Ann Rheum Dis
2009;68:3-7.

[42] Patapoutian A, Tate S, Woolf CJ. Transient receptor potential channels: targeting
pain at the source. Nat Rev Drug Discov 2009;8:55—68.

[43] Pefia Ede L, Sala S, Rovira JC, Schmidt RF, Belmonte C. Elastoviscous substances with
analgesic effects on joint pain reduce stretch-activated ion channel activity in vitro. PAIN
2002;99:501-8.

[44] Petrey AC, de la Motte CA. Hyaluronan, a crucial regulator of inflammation. Front
Immunol 2014;5:101.

[45] Popa-Nita O, Naccache PH. Crystal-induced neutrophil activation. Immunol Cell Biol
2010;88:32-40.

[46] Pozo MA, Balazs EA, Belmonte C. Reduction of sensory responses to passive
movements of inflamed knee joints by hylan, a hyaluronan derivative. Exp Brain Res

1997;116:3-9.

[47] Praest BM, Greiling H, Kock R. Assay of synovial fluid parameters: hyaluronan
concentration as a potential marker for joint diseases. Clin Chim Acta 1997;266:117-28.

238



[48] Rayahin JE, Buhrman JS, Zhang Y, Koh TJ, Gemeinhart RA. High and low molecular
weight hyaluronic acid differentially influence macrophage activation. ACS Biomater Sci
Eng 2015;1:481-93.

[49] Richter F, Natura G, Loser S, Schmidt K, Viisanen H, Schaible HG. Tumor necrosis
factor causes persistent sensitization of joint nociceptors to mechanical stimuli in rats.
Arthritis Rheum 2010;62:3806-14.

[50] Schaible HG. Nociceptive neurons detect cytokines in arthritis. Arthritis Res Ther
2014;16:470.

[51] Schaible HG, Grubb BD. Afferent and spinal mechanisms of joint pain. PAIN
1993;55:5-54,

[52] Schaible HG, Schmidt RF. Effects of an experimental arthritis on the sensory
properties of fine articular afferent units. J Neurophysiol 1985;54:1109-22.

[53] Schroder K, Tschopp J. The inflammasomes. Cell 2010;140:821-32.

[54] Spicarova D, Palecek J. Tumor necrosis factor alpha sensitizes spinal cord TRPV1
receptors to the endogenous agonist N-oleoyldopamine. J Neuroinflammation
2010;7:49.

[55] Studer M, McNaughton PA. Modulation of single-channel properties of TRPV1 by
phosphorylation. J Physiol 2010;588:3743-56.

[56] Tak HK, Cooper SM, Wilcox WR. Studies on the nucleation of monosodium urate at
37 degrees c. Arthritis Rheum 1980;23:574-80.

[57] Trevisan G, Hoffmeister C, Rossato MF, Oliveira SM, Silva MA, Ineu RP, Guerra GP,
Materazzi S, Fusi C, Nassini R, Geppetti P, Ferreira J. Transient receptor potential ankyrin
1 receptor stimulation by hydrogen peroxide is critical to trigger pain during
monosodium urate-induced inflammation in rodents. Arthritis Rheum 2013;65:2984—
95.

[58] Trevisan G, Hoffmeister C, Rossato MF, Oliveira SM, Silva MA, Silva CR, Fusi C,
Tonello R, Minocci D, Guerra GP, Materazzi S, Nassini R, Geppetti P, Ferreira J. TRPA1
receptor stimulation by hydrogen peroxide is critical to trigger hyperalgesia and
inflammation in a model of acute gout. Free Radic Biol Med 2014;72:200-9.

239



