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Resumen

La neuropatia periférica inducida por quimioterapia (CIPN) es uno de los efectos
secundarios mas comunes y limitantes del tratamiento oncoldgico. Se estima que entre el 30
y el 60 % de los pacientes que reciben farmacos como paclitaxel u oxaliplatino desarrollan
algun grado de dafio en el sistema nervioso periférico, manifestando sintomas como dolor,
parestesias o hipersensibilidad, especialmente en las extremidades. A pesar de su elevada
incidencia, los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes aun no estdn completamente
comprendidos, y los tratamientos disponibles son poco eficaces. Por ello, resulta fundamental
el estudio de nuevas estrategias que permitan entender mejor los efectos neurotéxicos de
estos farmacos. Sin embargo, los métodos experimentales tradicionales para estudiar la CIPN
presentan importantes limitaciones, ya que muchos se basan en modelos animales que no
permiten un analisis detallado de los mecanismos celulares implicados.

En este trabajo se empled un modelo in vitro microfluidico compartimentalizado para
analizar el efecto del paclitaxel y del oxaliplatino sobre nociceptores derivados de ganglios de
raiz dorsal (DRGs), prestando especial atencién a la actividad de canales iénicos tipo TRP
(TRPV1, TRPMS8, TRPA1), implicados en la transmisién del dolor. Se evalué la viabilidad
neuronal a largo plazo, la respuesta funcional a estimulos especificos mediante imagen de
calcio, y se analizaron posibles cambios morfoldgicos en los axones.

Los resultados mostraron que el paclitaxel provocd una retraccidén axonal evidente, lo
que limité el numero de neuronas disponibles para el analisis funcional. Aun asi, se observd
un aumento significativo en la intensidad de respuesta a capsaicina (TRPV1), asi como una
tendencia hacia una mayor respuesta a AITC (TRPA1l), lo que sugiere una posible
sensibilizacién de estos canales. Estos efectos podrian estar relacionados con el dafio
progresivo en los axones y un aumento del estrés celular a largo plazo. Por el contrario, las
neuronas tratadas con oxaliplatino mostraron una mayor capacidad de respuesta a los
agonistas de TRPA1l sin cambios estructurales axonales importantes, lo que indica un
mecanismo de toxicidad diferente centrado en la desregulacién funcional.

Estos hallazgos refuerzan la utilidad del modelo microfluidico para investigar
mecanismos diferenciales de neurotoxicidad y abren nuevas vias para el desarrollo de terapias
dirigidas a canales idnicos como estrategia potencial contra la CIPN. Ademas, subrayan la
importancia de estudiar posibles tratamientos que promuevan la regeneracion axonal en el
caso del paclitaxel, con el fin de preservar la integridad funcional de las neuronas sensitivas
expuestas a este agente.



Abstract

Chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN) is a frequent and dose-limiting
complication of cancer treatment. Antineoplastic agents such as paclitaxel and oxaliplatin are
particularly associated with peripheral nerve toxicity, leading to symptoms like pain, tingling,
numbness, and hypersensitivity, especially in the hands and feet. Despite its high prevalence,
the underlying mechanisms remain poorly understood, and current therapies offer limited
effectiveness. Moreover, traditional models used to study CIPN—mainly based on animal
testing—face important limitations, as they do not allow for precise dissection of the cellular
and molecular processes involved in neurotoxicity.

To overcome these challenges, we used a compartmentalized in vitro microfluidic
platform with primary sensory neurons derived from dorsal root ganglia (DRGs), enabling the
independent analysis of axonal and somatic responses. The experimental design involved
long-term neuronal cultures (25 days in vitro) to assess cell viability under repeated exposure
to chemotherapeutic agents. Functional responses were evaluated using calcium imaging to
assess the activity of TRP ion channels (TRPV1, TRPMS8, TRPA1) following stimulation with
specific agonists. Additionally, we examined axonal morphology to identify potential
structural alterations.

Our results demonstrated that paclitaxel induced a clear retraction of axons,
compromising the availability of neurons for functional analysis. Despite this, we observed a
significant increase in calcium responses to capsaicin (TRPV1), and a trend toward enhanced
TRPA1 activation, suggesting functional sensitization in surviving neurons. These effects may
be attributed to prolonged culture time and cumulative stress, as TRPA1 is known to be
upregulated under oxidative conditions. In contrast, oxaliplatin-treated neurons showed
increased responsiveness to TRPA1 agonists without major axonal structural changes,
indicating a different mechanism of toxicity more focused on functional dysregulation.

Overall, our findings highlight the distinct neurotoxic profiles of paclitaxel and
oxaliplatin and validate the use of compartmentalized microfluidic systems to study CIPN in
vitro. Furthermore, future research should explore pharmacological strategies that promote
axonal regeneration in paclitaxel-treated neurons, potentially restoring neuronal integrity and
counteracting the severe axonal damage induced by this chemotherapeutic agent.
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Introduccién y antecedentes

1. Sistema Somatosensorial

1.1. Funcion general y componentes del sistema somatosensorial

El sistema somatosensorial es una parte esencial del sistema nervioso que permite la
deteccion, transmision e interpretacion de una gran variedad de estimulos fisicos, como el
tacto, la presidn, la temperatura o el dolor. Estd compuesto por receptores periféricos
especializados, localizados en la piel, musculos y articulaciones, asi como por vias nerviosas
gue conectan estos receptores con el sistema nervioso central (SNC). Las sefiales captadas por
los receptores viajan a través de fibras nerviosas hasta el cerebro, donde se procesan y se

genera una respuesta adecuada (Figura 1). (Wang et al., 2022)
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Figura 1. Esquema del funcionamiento del sistema somatosensorial ante un estimulo doloroso. Tomado de
https://quizlet.com/327331737/chapter-12-fundamentals-of-the-nervous-system-and-nervous-tissue-flash-cards/

Gracias a esta red funcional, el organismo puede responder de forma precisa y
adaptativa a los estimulos del entorno.
Existen diferentes tipos de receptores periféricos, cada uno especializado en un tipo

de estimulo:


https://quizlet.com/327331737/chapter-12-fundamentals-of-the-nervous-system-and-nervous-tissue-flash-cards/

- Mecanorreceptores: Detectan el tacto, la presion y las vibraciones.

- Nociceptores: Detectan estimulos dolorosos o dafiinos.

- Termorreceptores: Detectan cambios de temperatura.

- Propioceptores: Detectan el movimiento y la posicién.

1.2. Organizacion anatdmica de las vias somatosensoriales

Las senales captadas por los receptores sensoriales periféricos, como
mecanorreceptores, nociceptores o propioceptores, viajan a través de neuronas sensitivas
primarias hacia el sistema nervioso central (SNC). Estas neuronas, de morfologia
seudounipolar (Figura 2), tienen su cuerpo celular localizado en los ganglios de la raiz dorsal
(DRGs), situados a lo largo de la médula espinal.(Willis, 2007) Desde el soma, una unica
prolongacion se divide en dos ramas: una se proyecta hacia la periferia, donde recoge la
informacién sensorial, y la otra hacia el cuerno dorsal de la médula espinal, donde hace
sinapsis con interneuronas.(Hsiao et al., 2002)

A partir de aqui, la informacién asciende por vias nerviosas especificas hacia
estructuras superiores del SNC. Entre estas vias destacan el tracto espinotalamico, encargado
de transmitir sefiales relacionadas con el dolor y la temperatura, y las columnas dorsales,
responsables de la transmisién de informacion sobre propiocepcion y tacto fino. Ambas vias
terminan, principalmente, en el tdlamo, desde donde las sefiales se proyectan a la corteza
somatosensorial, donde se produce su interpretacion consciente.(Norrsell, 1980)

Esta organizacidn estructural permite una transmisién rapida, precisa y jerarquica de
la informacién sensorial, lo que garantiza una respuesta adecuada del organismo ante los

estimulos del entorno.
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Figura 2. Diferentes tipos de morfologia neuronal. Tomado de https://neuro-class.com/tipos-neuronas/

Estos receptores moleculares son, en su mayoria, canales idnicos, que permiten

convertir estimulos mecdnicos, térmicos o quimicos en sefales eléctricas capaces de ser

transmitidas hasta el SNC.(Zheng, 2013)

Entre los canales mas relevantes se encuentran:

- Canales de la familia de los receptores de potencial transitorio (TRP): Son

fundamentales en la percepcion de temperatura, dolor, presidon y compuestos

qguimicos irritantes. Dentro de esta familia se incluyen:

o

TRPV (Receptores de potencial transitorio vaniloide): implicados en la
deteccion de calor y dolor.

TRPM (Receptor potencial transitorio de melastatina): relacionados con la
percepcion del frio.

TRPA (Receptor potencial activados

transitorio de ankirina): por

compuestos quimicos irritantes. (Pedersen et al., 2005)

- Canales de sodio dependientes de voltaje (Nay): Importantes en la generacién y

propagacion del potencial de accién en los nociceptores.

- Canales de potasio (Ky) y de calcio (Cay): Implicados en la excitabilidad neuronal, la

sensibilizacidn central y el dolor crénico.(Lai et al., s. f.)


https://neuro-class.com/tipos-neuronas/
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Figura 3. Tipos de receptores sensoriales y canales idnicos asociados a diferentes modalidades sensoriales. Tomado de
https.//www.researchgate.net/figure/Molecular-basis-of-somatosensory-specificity-The-Clear-Picture-
Schematic fig4 5432514.

1.3 Relevancia clinica del sistema somatosensorial

El sistema somatosensorial tiene un papel fundamental no solo en la deteccion de
estimulos y su transmisiéon al SNC, sino también en la proteccion del organismo frente a
sefiales potencialmente peligrosas. Sin embargo, alteraciones en este sistema pueden generar
trastornos sensoriales que impactan significativamente en la calidad de vida. Entre las
manifestaciones clinicas mds comunes se encuentran:

- Hipoestesia: disminucion de la sensibilidad.

- Parestesias: sensaciones anormales como hormigueo.

- Hiperalgesia: respuesta exagerada al dolor.

- Alodinia: percepcién de dolor ante estimulos normalmente inocuos.


https://www.researchgate.net/figure/Molecular-basis-of-somatosensory-specificity-The-Clear-Picture-Schematic_fig4_5432514
https://www.researchgate.net/figure/Molecular-basis-of-somatosensory-specificity-The-Clear-Picture-Schematic_fig4_5432514

Estas disfunciones pueden ser consecuencia de lesiones nerviosas, enfermedades
metabdlicas como la diabetes, infecciones, trastornos autoinmunes o tratamientos
farmacoldgicos agresivos como la quimioterapia.(Ma, 2022)

En este contexto, el estudio del sistema somatosensorial adquiere una gran relevancia,
no solo desde el punto de vista fisiolégico, sino también como base para comprender distintas

patologias neurosensoriales y avanzar en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

2. Dolor

2.1 Definicion y tipos de dolor

El dolor es una sensacidn desagradable, como un hormigueo, pinchazo, y que envia el
sistema nervioso como una sefial para alertar de que algo no estd bien en el cuerpo. Este
dolor puede ayudar a saber que existe un problema en el cuerpo y como solucionar ese
problema. Existen varios tipos de dolor, ya sea agudo o sordo, leve o intenso, intermitente
o constante. Aunque este tipo de dolor varia dependiendo de la persona, ya que no todas
las personas perciben el dolor de la misma manera. (Dubin & Patapoutian, 2010)

- Dolor agudo: Aparece debido a una lesidn, inflamacion o enfermedad, este dolor

aparece de repente para actuar como una advertencia y normalmente suele
desaparecer al poco tiempo.

- Dolor episddico: Aparece de vez en cuando y suele estar ligado a afecciones

médicas a largo plazo.
- Dolor crénico: Dura mucho mas tiempo (mas de tres meses o el tiempo en el que
deberia haberse curado) y afecta a la vida diaria de las personas e incluso a sus

relaciones.

2.2 Fisiologia del dolor agudo

El dolor agudo se inicia con la activacion de los nociceptores, que son terminaciones
nerviosas especializadas en detectar estimulos nocivos. La sefal dolorosa es transmitida al

SNC por las fibras sensitivas A8 (mielinizadas, conduccidn rapida) y C (amielinicas, conduccién



lenta). Una vez en el SNC, la sefial es procesada en niveles como la médula espinal, el talamo
y la corteza cerebral.(Voscopoulos & Lema, 2010)

La respuesta resultante puede ser:

- Motora: retirada del estimulo.

- Auténoma: aumento de la frecuencia cardiaca o respiratoria.

- Afectiva: percepcion emocional del dolor y la ansiedad.

2.3 Nociceptores y canales TRP

Los nociceptores, se encuentran en las terminaciones nerviosas y son los encargados
de percibir el dolor. Su estructura incluye fibras A® mielinicas y fibras C amielinicas, y sus
receptores clave son los receptores de membrana que responden a estimulos mecanicos,
térmicos y quimicos. (Middleton et al., 2021)

- Fibras AS (mielinicas): Conducen la informacién del dolor mas rdpido y estan

relacionadas con el dolor agudo y bien localizado.

- Fibras C (amielinicas): Conducen la informacién de manera mas lenta y estan

asociadas al dolor crénico. (Middleton et al., 2021)

Los nociceptores detectan estimulos potencialmente dafiinos mediante la activacion
de canales idnicos especificos en sus terminaciones periféricas. Entre estos, los canales de la
familia TRP desempefian un papel crucial en la transduccion del dolor.

Los canales TRP se encuentran altamente expresados en las membranas de las
terminaciones libres de los nociceptores. Actlan como sensores polimodales capaces de
responder a estimulos fisicos (calor, frio, presidn) y quimicos (sustancias irritantes,
mediadores inflamatorios). Su activacion permite la entrada de cationes, principalmente
calcio (Ca?*) y sodio (Na*), lo que despolariza la membrana neuronal y puede generar un
potencial de accidon que se propaga hacia el sistema nervioso central.(Venkatachalam &
Montell, 2007)

Entre los canales TRP mas relevantes en nociceptores destacan:

- TRPV1:sensible al calor, a la capsaicinay al pH acido. Es un marcador caracteristico

de nociceptores peptidérgicos y esta implicado tanto en el dolor fisiolégico como

en el inflamatorio.



- TRPA1: activado por compuestos irritantes (como AITC) y estrés oxidativo.
Frecuentemente co-expresado con TRPV1, participa en respuestas nociceptivas a
estimulos quimicos, frio intenso y en el dolor neuropatico.

- TRPMS8: detecta temperaturas frias no dafiinas y mentol. Aunque también se
encuentra en fibras sensoriales no nociceptivas, su sobreexpresiéon o
sensibilizacidon puede contribuir a alodinia por frio en estados neuropaticos.

Estos canales pueden ser modulados por mediadores inflamatorios, lesiones nerviosas

o farmacos neurotoéxicos, lo que altera la excitabilidad de los nociceptores y puede contribuir
a estados de dolor crénico o neuropatico, como ocurre en la neuropatia periférica inducida

por quimioterapia (CIPN).(Zheng, 2013)

2.4 Dolor crénico y dolor neuropatico

El dolor crdénico se caracteriza por la presencia del dolor mas alla del tiempo de curacién
de una lesidn, y se considera complejo y multifactorial, ya que cuenta con la respuesta inicial
a una lesidn, como con cambios persistentes en el sistema nervioso periférico. Los
mecanismos clave del dolor crénico, conllevan una estimulacion repetida de los nociceptores,
la cual puede producir una sensibilizacion de las neuronas de la médula espinal y el cerebro,
haciendo que sean mas sensibles a los estimulos dolorosos. Cuando se produce este dolor
crénico, se produce un cambio en la estructura y la funcién de las neuronas, provocando
cambios en la forma de recibir los estimulos dolorosos.(Apkarian et al., 2009)

A menudo, este dolor esta asociado a una respuesta inflamatoria del sistema nervioso, ya
gue se llegan a liberar sustancias que contribuyen a la sensibilizacién neuronal.

Existen diferentes tipos de dolores crénicos:

- Dolor neuropatico: Se produce por dafio o disfuncion de los nervios.

- Dolor nociceptivo: Se produce cuando hay una estimulacidn de los nociceptores en

tejidos dafiados.

- Dolor nociplastico: Debido a una alteracion en la percepcién del dolor en el sistema

nervioso central. (Fornasari, 2012)



2.5 Dolor neuropdtico

El dolor neuropatico se considera un tipo de dolor que afecta directamente al sistema

somatosensorial y que presenta unos mecanismos muy especificos. Este dolor puede

originarse tanto en el sistema nervioso central como en el sistema nervioso periférico.

El dolor neuropatico involucra procesos de sensibilizacién periférica, por alteracién

funcional de los nociceptores (como la sobreexpresion o activacién andmala de canales

TRP, Na, o Cay), y de sensibilizacién central, caracterizada por una hiperactividad en las

neuronas de la asta dorsal de la médula espinal y una reduccion del umbral de respuesta

a estimulos.(Giorgi et al., 2023)

Profundizando en la sensibilizacion periférica, los nociceptores se vuelven mas sensibles y

responden con mayor facilidad a estimulos mecdnicos, térmicos o quimicos. Esta

hipersensibilidad esta mediada por:

Sobreexpresién o activacion sostenida de canales idnicos, como los TRPV1, TRPA1L,
TRPMS, Na,1.8, y canales de calcio tipo Ca.

Alteracién en la expresion génica de proteinas implicadas en la transmisién
nociceptiva.

Liberacion sostenida de mediadores inflamatorios como prostaglandinas,

bradicinina, o citoquinas proinflamatorias. (Huang et al., 2014)

Y en cuanto a la sensibilizacidon central, las neuronas de la asta dorsal de la médula

espinal experimentan cambios funcionales que potencian la transmision del dolor:

Aumento de la liberacidn de neurotransmisores excitatorios como glutamato y
sustancia P.

Pérdida de la inhibicion sindptica, por disfuncidn de interneuronas GABAérgicas o
glicinérgicas.

Plasticidad sinaptica aberrante, que genera nuevas conexiones excitatorias y
facilita la cronificacion del dolor.

Glia reactiva: la activacién de astrocitos y microglia contribuye a mantener un

entorno inflamatorio en el SNC.(Donkelaar, 2020)



2.6 Neuropatia periférica inducida por quimioterapia (CIPN)

La neuropatia periférica inducida por la quimioterapia es un efecto secundario de la
guimioterapia en la cual se produce dafio en los nervios y lleva a una sensacion de dolor
especialmente agravada en las extremidades. (Staff et al., 2017)

En este tipo de neuropatia, los nervios mas afectados suelen ser los nervios
sensoriales, que son los encargados de percibir el tacto, la temperatura o el dolor. Los
agentes quimioterapéuticos pueden dafiar estos nervios de forma directa, lo que hace que
se altere la forma en que transmiten las sefales. Esta disfuncion conduce a la aparicién de
sintomas como dolor, ardor, hormigueo o entumecimiento, con mayor frecuencia en las
extremidades, especialmente en manos y pies.(Staff et al., 2017)

Ademas, en ciertas regiones del sistema nervioso, como los ganglios de la raiz dorsal,
son mas vulnerables porque no estan tan protegidas como otras partes del cuerpo. En
estas zonas, las neuronas pueden acumular el farmaco, lo que altera su funcionamiento
fisiolégico y contribuye al desarrollo de neuropatias.

Por otro lado, la quimioterapia también puede alterar ciertas proteinas de las neuronas
llamadas canales idnicos, que son responsables de activar o inhibir la sefial de dolor.
Cuando estos canales funcionan mal, pueden enviar sefiales de dolor al cerebro incluso sin
gue exista un dafio real. Esto explica por qué algunas personas con neuropatia inducida
por quimioterapia sienten dolor ante estimulos muy suaves, como un simple roce, o frio
en ambientes que normalmente no molestarian.(Zajaczkowska et al., 2019)

Todo esto contribuye a que el sistema nervioso se vuelva mds sensible de lo normal,
lo que hace que el dolor sea mas intenso, duradero y dificil de tratar.

Los sintomas de esa neuropatia periférica dependen del tipo y gravedad del dafio en
los nervios, pero en general, causa dolor, hormigueo, entumecimiento, sensibilidad al
tacto y temperatura, etc. (Quasthoff & Hartung, 2002)

Diversos grupos de farmacos quimioterapéuticos han sido asociados con la aparicion
de neuropatia periférica.

- Taxanos: Este grupo incluye fdrmacos como el paclitaxel y el docetaxel, que se

utilizan en el tratamiento de varios tipos de cancer como el de mama, ovario y
pulmén. Su mecanismo de accién consiste en estabilizar los microtubulos,

impidiendo que se desensamblen y bloqueando asi la divisidn celular. Sin embargo,



esta accidn también afecta a los microtubulos de las neuronas, que son esenciales
para el transporte interno de sustancias a lo largo del axdn. Como consecuencia,
se interrumpe el transporte axonal y se produce una degeneracion progresiva de
los nervios, especialmente en las fibras sensoriales largas. Los pacientes tratados
con taxanos suelen presentar hormigueo, entumecimiento, pérdida de sensibilidad
y dolor, principalmente en manos y pies.(Carr et al., 2008)

- Compuestos de platino: Entre ellos se encuentran el oxaliplatino, el cisplatino y el

carboplatino. Estos farmacos se unen al ADN celular, formando enlaces cruzados
gue impiden la replicacién de las células tumorales. En las neuronas,
particularmente en las del ganglio de la raiz dorsal, esta unién con el ADN puede
alterar la actividad normal de la célula y causar su disfuncion. Ademas, el
oxaliplatino se ha relacionado con alteraciones en los canales de sodio, lo que
provoca sintomas como hipersensibilidad al frio. En este caso, los pacientes
pueden sentir dolor o calambres al tocar objetos frios o al exponerse a
temperaturas bajas, lo cual es muy caracteristico de este farmaco.

- Vinca alcaloides: Farmacos como la vincristina y la vinblastina pertenecen a este

grupo. Su funcion es inhibir la polimerizacion de los microtubulos, impidiendo Ia
formacion del huso mitético durante la division celular. En las neuronas, esta
accién provoca alteraciones en el transporte axonal y afecta tanto a fibras
sensoriales como motoras. Por eso, ademas del entumecimiento o dolor, los
pacientes pueden presentar debilidad muscular o pérdida de reflejos. el tiempo si
no se ajusta la dosis del tratamiento.(Carr et al., 2008)

Se estima que entre el 30 y el 40 % de los pacientes tratados con quimioterapia
desarrollan algin grado de neuropatia periférica durante o después del tratamiento. Sin
embargo, esta cifra puede variar de forma considerable dependiendo del tipo de farmaco
utilizado, la dosis administrada y la duracién del tratamiento. En el caso de agentes como el
paclitaxel o el oxaliplatino, la incidencia puede alcanzar hasta un 60 % o mas, especialmente
cuando se administran de forma ciclica.

Esta alta prevalencia convierte a la CIPN en una de las principales complicaciones no
hematoldgicas del tratamiento oncoldgico. Ademas de afectar significativamente la calidad de
vida del paciente, en muchos casos obliga a reducir la dosis, espaciar los ciclos o incluso

suspender el tratamiento, lo cual compromete la eficacia terapéutica contra el cancer.



A pesar de su impacto, la CIPN sigue siendo dificil de prevenir y tratar, lo que justifica
la necesidad de seguir investigando sus mecanismos fisiopatoldgicos y de desarrollar modelos

experimentales que permitan evaluar nuevos enfoques terapéuticos.(Carr et al., 2008)

2.6.1 Tratamientos actuales contra la CIPN

Los tratamientos actuales para combatir la neuropatia periférica inducida por la
guimioterapia se centran fundamentalmente en aliviar los sintomas e intentan mejorar la
calidad de vida del paciente. Los tratamientos mas generales incluyen analgésicos,
antidepresivos y anticonvulsivos, aunque estos no son especialmente eficaces. Sin embargo,
dada la poca eficacia de los tratamientos farmacolégicos, se han investigado otras areas para
tratar de mitigar esta condicién. Una de ellas es la neuromodulacidn, la cual se basa en
entrenar al cerebro para modificar su forma actual de funcionar, utilizando retroalimentacién,
estimulacion u otras estrategias no farmacoldgicas. Una de las terapias de neuromodulacién
y que esta bajo investigacion es la terapia Scrambler, que consiste en la estimulacidn eléctrica
no invasiva de fibras nerviosas periféricas sanas, con el objetivo de transmitir al cerebro
sefiales "normales" o no dolorosas que compitan y sustituyan las sefales de dolor crénico. De
esta forma, el sistema nervioso es expuesto de manera repetida a informacion sensorial no
nociva, lo que contribuye a reentrenar los circuitos cerebrales encargados de procesar el dolor
y puede llevar a una reduccion sostenida de la percepcion dolorosa. (Kaley & Deangelis, 2009)

Ademas de la neuromodulacién, existen otras estrategias que se estan investigando
para el tratamiento de la CIPN. Una de ellas es la fisioterapia y la rehabilitacion neurosensorial,
gue pueden ayudar a mejorar la funcidn nerviosa, la movilidad y el equilibrio en pacientes
afectados.

También se estan explorando tratamientos basados en nutrientes neuroprotectores,
como el acido alfa-lipoico, la vitamina B12 o la acetil-L-carnitina, aunque los resultados hasta
ahora han sido mixtos y se necesitan mas estudios clinicos para confirmar su eficacia.(Jeenia
& Sojib, 2022)

Por otra parte, en los ultimos afios ha crecido el interés en el uso de la estimulacion
eléctrica transcutanea (TENS), técnicas de mindfulness o acupuntura, como parte de un

enfoque multidisciplinar que combine intervenciones fisicas, psicoldgicas y farmacoldgicas.



En todos los casos, el objetivo comun es no solo reducir el dolor, sino también mejorar
la funcionalidad y la calidad de vida del paciente, especialmente cuando los tratamientos
farmacoldgicos convencionales no son suficientes.(Lu et al., 2020)

Dada la limitada eficacia de los tratamientos convencionales para la CIPN, se han
abierto nuevas lineas de investigacidn centradas en el estudio del sistema nervioso periférico,
con el objetivo de identificar nuevas dianas terapéuticas. Entre estas estrategias, destacan
aquellas que se enfocan en el papel de los canales idnicos implicados en la transmisidn y
modulacion del dolor. En particular, se estan investigando antagonistas de canales de la
familia TRP (como TRPV1, TRPA1 o TRPMS), asi como bloqueadores selectivos de canales de
sodio dependientes de voltaje (Nav), ambos con potencial para reducir la hiperexcitabilidad
neuronal caracteristica de la neuropatia periférica inducida por quimioterapia.(Zheng, 2013)

Durante la CIPN, los canales TRP pueden activarse de forma andmala causando una
sensacion de dolor agravada como consecuencia de la accion de los quimioterapéuticos. De
esta manera, intentar bloquear la actividad de estos canales es una estrategia prometedora
para aliviar el dolor neuropatico. Uno de los canales TRP que esta mas involucrado, es el TRPV1
gue es activado por medio del calor y la capsaicina, y el antagonista mds estudiado es la
capsazepina aunque su uso clinico se ha visto limitado por efectos secundarios como la
alteracion de la percepcidn térmica. Por otro lado, esta el TRPA1 que es activado por
compuestos como AITC y esta mas asociado al dolor y al frio, uno de los antagonistas mas
estudiado para este canal es el HC-030031, probado en modelos animales donde ha
demostrado capacidad para reducir el dolor inducido por oxaliplatino. El otro canal asociado
ala CIPN es el TRPMS8 que estd relacionado con la percepcién del frio y la alodinia al frio, pero
este canal ha sido el menos estudiado y sigue en estudios preliminares. (Venkatachalam &
Montell, 2007)

Adicionalmente, estdn los canales de sodio, particularmente Nav 1.7 y Nav 1.8 que son
muy importantes en la generacién y propagacién del potencial de acciéon en las neuronas
sensitivas. Estos canales, también tienen una activacion anémala como ocurre con los canales
TRP, esto se debe a descargas espontdneas en los nociceptores. En el caso del Nav 1.7, su
inhibicién ha demostrado aliviar el dolor en modelos animales, sin afectar significativamente
la sensibilidad normal. Sin embargo, el Nav 1.8 es el canal que esta mas involucrado el cuanto
al dolor croénico y la CIPN, su bloqueo reduce la respuesta al dolor sin alterar otras funciones

neuronales.(Lai et al., s. f.)



2.6.2 Modelos experimentales para el estudio de la CIPN

La neuropatia periférica no solo presenta desafios a nivel de terapia, sino también a la
hora de poder investigar dicha condicién, sobre todo cuando se intenta investigar en
pacientes. La diferencia entre las respuestas de los pacientes a los tratamientos, la dificultad
de llegar al tejido nervioso y las limitaciones éticas a la hora de investigar con humanos hace
gue lainvestigacion clinica de la CIPN sea muy compleja. Por ello, se han tenido que desarrollar
diferentes modelos experimentales, tanto in vitro como in vivo, para poder estudiar los
mecanismos que hay detras del desarrollo de neuropatia periférica inducida por la
quimioterapia. (Lehmann et al., 2020)

El modelo experimental mas comun y utilizado es el modelo animal de roedores,
especialmente ratones y ratas. Este modelo permite observar alteraciones en la conducta
relacionada con el dolor, asi como cambios estructurales en los nervios periféricos y expresion
de marcadores moleculares. Ademads, permite replicar los efectos neurotdxicos de
quimioterapéuticos como el paclitaxel y el oxaliplatino. Sin embargo, presenta ciertas
limitaciones, como la dificultad para aislar mecanismos celulares especificos, la complejidad
del entorno fisioldgico y la variabilidad interindividual, lo que puede dificultar la interpretacién
precisa de los resultados.(Gadgil et al., 2019)

Frente a estas limitaciones, los modelos in vitro han cobrado cada vez mas relevancia.
Estos modelos permiten trabajar directamente con neuronas sensitivas derivadas de ganglios
de raiz dorsal (DRGs), que son las mas afectadas en la CIPN. Al cultivarlas bajo condiciones
controladas, es posible estudiar su respuesta funcional, la toxicidad de diferentes farmacos,
asi como alteraciones morfolégicas o de actividad eléctrica, con mayor precision y menor
variabilidad experimental. Dentro de estos modelos in vitro, los dispositivos microfluidicos
compartimentalizados representan una herramienta avanzada y muy util. Estos sistemas
permiten separar fisicamente el compartimento somatico del compartimento axonal, lo que
ofrece la posibilidad de aplicar tratamientos de forma localizada y estudiar de forma
independiente el efecto sobre cada wuna de las regiones neuronales. Esta
compartimentalizacion es especialmente util en estudios como el presente, donde el interés

esta en analizar como los quimioterapicos afectan especificamente a los axones sensoriales.



Ademas, estos dispositivos son compatibles con técnicas de imagen funcional y
estructural, como la imagen de calcio, que permite estudiar la excitabilidad neuronal, o la
microscopia confocal, que permite observar cambios morfoldgicos con alta resolucion. En
conjunto, el modelo microfluidico empleado en este estudio proporciona un entorno versatil,
controlado y fisiolégicamente relevante para analizar los efectos de la quimioterapia sobre los

nociceptores.

No obstante, estudios previos realizados en este laboratorio han logrado mantener
cultivos viables hasta 15 dias in vitro (DIV), un periodo que resulta insuficiente para estudiar
con detalle procesos como la sensibilizacidon y la resolucién de los efectos inducidos por
agentes quimioterapéuticos. Por ello, en este trabajo se plantea como objetivo extender la
duracién de los cultivos hasta 25 DIV, lo que permite analizar con mayor profundidad tanto

los efectos iniciales como los mecanismos de recuperacion neuronal.



Objetivos

El trabajo de fin de master explora los mecanismos moleculares involucrados en la
sensitizacion y desensitizacion de nociceptores después de 2 ciclos de tratamiento (24 horas
cada uno) de dos quimioterapéuticos como paclitaxel y oxaliplatino. También, se centra en
estudiar la caracterizacion de nuevos moduladores de los canales TRP que podrian ayudar a

atenuar la neuropatia periférica inducida por quimioterapia (CIPN).

Los objetivos especificos son:

1. Extender la duracién del cultivo neuronal hasta 25 dias in vitro (DIV), con el fin de
obtener un modelo mdas maduro y fisiolégicamente representativo. Esta extension
permite estudiar no solo los efectos agudos, sino también los procesos
de sensibilizacidon progresiva y posible resolucién tras la exposicion a agentes
guimioterapéuticos.

2. Evaluar la viabilidad de las neuronas sensitivas tras la exposicion a solucién salina
(vehiculo) y a los farmacos quimioterapéuticos, con el fin de comprobar la
funcionalidad celular a largo plazo bajo condiciones experimentales controladas.

3. Analizar los efectos de paclitaxel y oxaliplatino sobre la morfologia de los axones,
observando si tras 25 dias se produce retraccién, dafio o recuperacién axonal, con
el objetivo de identificar posibles diferencias estructurales inducidas por cada

tratamiento.



Procedimiento experimental

En esta seccidn se describen los diferentes materiales y métodos utilizados en este
proyecto. Para evaluar los efectos neurotdxicos de diferentes quimioterapéuticos como el
paclitaxel y el oxaliplatino se utilizaron diferentes técnicas como la microfluidica o imagen de

calcio.

Animales

Para este proyecto se utilizé la cepa de ratones C57BL/6JRccHSd tanto machos como
hembras (entre 15 — 23 semanas de edad; Harlan, The Netherlands), estos animales fueron
cuidados y mantenidos en condiciones estandar en el animalario de la Universidad Miguel
Hernandez de Elche, con un ciclo de luz de 12 horas, con luz de 8 de la mafiana a ocho de la
noche, con acceso libre a agua y alimento. Las condiciones estandar de estos ratones eran de
21+1°Cy 55+20% de humedad. La experimentacién animal que se llevd a cabo fue aprobada
por el Comité Institucional Animal y Etico de la Universidad Miguel Hernandez de Elche
(2021/VSC/PEA/0089), siguiendo las bases de la Comunidad Europea (2010/63/EU) y del

Comité de Etica en la Investigacion de la Asociacién Internacional del estudio del dolor.

Cultivo Celular de DRGs

En el cultivo celular, se utilizaron neuronas sensitivas, en este caso los ganglios de la
raiz dorsal (DRGs). Se les practicé la eutanasia a los ratones mediante dislocacidn cervical y
después decapitacion. Tras la extraccidon de la columna vertebral, se aislaron los ganglios de la
raiz dorsal (DRGs), que posteriormente se mantuvieron en medio de cultivo Neurobasal
(Gibco) hasta que fueron tratados con colagenasa tipo Xl (0,67 mg/mL, Sigma) y dispasa tipo
Il (3 mg/mL, Gibco) disuelto en una disolucién INCmix (NaCl 155mM, K2HPO4 1.5 mM, HEPES
5.6 nM, HEPES-Na 4.8 mM, glucosa 5 nM — Sigma) a 37°C y 5% CO; durante 1 hora. Una vez
incubado, los DRGs fueron limpiados y afiadidos a una solucién de Albumina Sérica Bovina
(BSA, 15% p/v en PBS, Sigma). Esta solucidn fue centrifugada para formar el pellet y después
fue diluido en medio de cultivo para centrifugarlo de nuevo. Una vez terminada la centrifuga,

el exceso de medio fue retirado y el sedimento celular fue diluido en medio de cultivo



completo. Para terminar, los dispositivos de microfluidica fueron sembrados a 5 pL de
suspension celular en el compartimento del soma en cada dispositivo. Una vez sembrados,
fueron incubados a 37°C y 5% CO; durante 30 minutos, después 200 uL de medio completo
que contenia el factor de crecimiento nervioso murino (NGF, 25 s, 100 ng/mL, Promega) y el
factor neurotréfico derivado de la linea celular glial humano (hGDNF, 100 ng/mL, PeproTech)
fue afiadido a los dos compartimentos del somay 100 pL a los compartimentos de los axones.
El medio de cultivo fue cambiado cada 48 horas hasta llegar al dia en vitro (DIV) 25, reduciendo
la concentracion de NGF y hGDNF en los compartimentos del soma a 25 ng/m, como se detalla
en la Tabla 1. En los dias 5 y 10 del cultivo celular, se trataron los DRGs con 1 uM de paclitaxel
0 1 ug/mL de oxaliplatino durante 24 horas o con un vehiculo, DMSO en el caso del paclitaxel

y agua destilada en el caso del oxaliplatino.



DIV COMPARTIMENTO SOMATICO COMPARTIMENTO AXONAL
Medio de cultivo Neurobasal (Gibco) Medio de cultivo Neurobasal (Gibco)
GlutaMAX (Gibco) GlutaMAX (Gibco)

Suplemento B27 (Gibco) Suplemento B27 (Gibco)
DIVO | Penicilina-Estreptomicina (10000 U/mL, Gibco) | Penicilina-Estreptomicina (10000 U/mL,
mNGF 25 s (Promega) — 100 ng/mL Gibco)
hGDNF (PeproTech) — 100 ng/mL mNGF 25 s (Promega) — 100 ng/mL
hGDNF (PeproTech) — 100 ng/mL
Medio de cultivo Neurobasal (Gibco) Medio de cultivo Neurobasal (Gibco)
GlutaMAX (Gibco) GlutaMAX (Gibco)
Suplemento B27 (Gibco) Suplemento B27 (Gibco)
Penicilina-Estreptomicina (10000 U/mL, Gibco) | Penicilina-Estreptomicina (10000 U/mL,
Cada | mNGF 25 s (Promega) — 25 ng/mL Gibco)

48h | hGDNF (PeproTech) — 25 ng/mL mNGF 25 s (Promega) — 100 ng/mL
Uridina (Sigma) — 17,5 pg/mL hGDNF (PeproTech) — 100 ng/mL
5-fluoro-2’-desoxiuridina (Sigma) — 7,5 pg/mL | Uridina (Sigma) — 17,5 pug/mL

5-fluoro-2’-desoxiuridina (Sigma) — 7,5
ug/mL

Tabla 1. Composicion del medio durante los dias in vitro (DIV). La concentracion de NGF y GDNF en el compartimento
somdtico disminuye de 100 ng/mL en DIVO a 25 ng/mL en DIV3 con el fin de establecer un gradiente de neurotrofinas que

favorezca el crecimiento axonal.

Microfluidica

Para este estudio se utilizaron sistemas de microfluidica comerciales de doble

compartimento (Axon Investigation System, AX150 design) disefiados para el cultivo

compartimentalizado de neuronas (Figura 4). Estos dispositivos presentan dos camaras

proximales (soma) y dos cdmaras distales (axones) de 8 mm de didmetro cada uno, y dos micro

canales de 1.5 mm de largo interconectados por 120 micro canales finos, que permite el

crecimiento de axones hacia las camaras distales, y mantiene los somas restringidos en las

camaras proximales. Esta técnica es clave para estudiar los efectos locales de tratamientos

farmacolodgicos y respuestas funcionales especificas de axones. Antes de su utilizacién, los

cristales de 24 mm x 60 mm se irradiaron con luz ultravioleta durante 30 minutos por cada




lado para garantizar su esterilizacidn. Paralelamente, los dispositivos de microfluidica fueron
desinfectados con etanol al 70 % durante 5 minutos, seguidos de tres lavados con agua
ultrapura estéril y posterior secado en una cabina estéril.

Los cristales se recubrieron con poli-D-lisina al 0,01 % (Sigma) e incubaron a 37 °C
durante toda la noche. Al dia siguiente, se lavaron tres veces con agua ultrapura estéril y se
dejaron secar completamente. A continuacién, los dispositivos microfluidicos se adhirieron a
los cristales con los canales orientados hacia abajo, asegurando un contacto firme vy
homogéneo.

Finalmente, un dia antes de la siembra celular, se aplicé laminina a una concentracion
de 20 pg/mL disuelta en PBS: 200 puL en los compartimentos somaticos y 100 uL en los
compartimentos axonales. Este recubrimiento favorece la adhesién neuronal y promueve el
crecimiento y la orientacién axonal. Diferentes imagenes fueron tomadas usando el
microscopio confocal LSM900 con Airyscan 2, usando el objetico 20x. Para ello se afadié
calceina-AM a las neuronas, un fluoréforo que atraviesa la membrana celular en células vivas
y, una vez dentro, es hidrolizado por esterasa intracelular en su forma fluorescente activa
(calceina). Esto permite visualizar neuronas viables bajo el microscopio confocal, ya que solo
las células con metabolismo activo retienen el colorante. Asi, se obtuvo informacidn sobre la

morfologia axonal y la viabilidad celular tras los tratamientos.
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Figura 4. Dispositivo microfluidico para cultivo compartimentalizado de neuronas (Axon Investigation System, AX150). Ay B
muestran los compartimentos de los axones, C y D muestran los compartimentos del soma, permitiendo el crecimiento
direccional de los axones a través de microcanales de 150 um de longitud. Tomado de Giorgi et al, 2023.

AX150




Imagen de calcio

Las medidas funcionales fueron realizadas mediante la técnica de imagen de calcio, ya
que permite estudiar la actividad funcional de las neuronas sensitivas, en este caso de los
DRGs, mediante la deteccién de cambios en los niveles intracelulares de Ca?*. Para ello, se
utilizé el compuesto fluorescente Fluo4-AM (F14201, Thermo Fisher Scientific), que emite
fluorescencia en respuesta a un aumento del calcio citosélico. Para facilitar su incorporacién
en las neuronas, se disolvié en presencia de acido plurdnico al 0,02 % p/v (Molecular Probes,
Invitrogen). Las células fueron incubadas con tampdn de carga que contenia 6 mg/mL de
Fluo4-AMy 0,2% de acido plutdnico disuelto en HBSS (Hanks Balanced Salt Solution) (NaCl 140
mM, KCl 4mM, CaCl2 1.8 mM, MgCI2 1 mM, HEPES 10 mM y glucosa-D 5 mM), durante 1 hora.
Después de la incubacién, se removié el exceso de fluoréforo y se lavé las células con HBSS.
Para la imagen de calcio se utilizé el microscopio invertido (Axiovert 200/B, ZEISS), equipado
con la cdmara Hamamatsu Flash 4.0 LT (C11440-42U30, Hamamatsu, Sunayama-cho, Japan).
Las regiones de interés fueron seleccionadas de manera manual y las imdgenes fueron
tomadas cada 3 segundos. Durante el analisis, se aplicaron diferentes estimulos como la
capsaicina, agonista del canal TRPV1, mentol, agonista del canal TRPMS, y AITC, agonista del
canal TRPAL. Estos estimulos fueron aplicados con el objetivo de evaluar a funcionalidad de
los canales iénicos de la familia TRP expresados en las neuronas sensitivas. Lo que permitié
comprobar la viabilidad funcional de las neuronas tras la exposicién a los tratamientos
quimioterapéuticos, midiendo su capacidad de respuesta mediante el aumento de
fluorescencia asociado a la entrada de Ca?* intracelular. Los experimentos fueron llevados a
cabo a 22-26°C. Los resultados fueron normalizados para poder ser comparados. Para ello,
fueron normalizados por el control positivo en cada uno de los experimentos. Se consideraron
respuestas positivas si el aumento de fluorescencia era superior a 0,2 unidades arbitrarias, el
tamaiio de las sefiales de calcio fue calculado midiendo los valores maximos después de
aplicar el estimulo menos los valores de fluorescencia en estado basal. Los estimulos disueltos
en HBSS fueron aplicados durante un periodo de 300 segundos entre ellos para asegurase de
que los niveles de fluorescencia volvian a su estado basal antes de aplicar el siguiente
estimulo. Una vez aplicados los tres estimulos, se afadié KCl (cloruro potasico) en el

compartimento de los axones para evaluar la integridad funcional de los axones y confirmar



gue estos pueden despolarizarse y general una respuesta, mas tarde, se afadié también KCI
en el compartimento del soma para evaluar la viabilidad y funcionalidad de as neuronas.

El analisis se realizdé evaluando: El porcentaje de neuronas que respondieron,
normalizado frente a la respuesta obtenida con KCl, la amplitud de la respuesta relativa al
control positivo y el area de las células respondedoras.

Se utilizaron las siguientes ecuaciones:

Ecuacidn 1:

AF = MAX(AF_post-estimulo) - MEAN(AF_pre-estimulo)

El cambio en la fluorescencia (AF) se definié como la diferencia entre la intensidad
maxima registrada tras la aplicacidon del estimulo y la media de la sefal basal antes del
estimulo.

Ecuacidn 2:

AF_ajustado = AF - [DE(sefial basal) x 10]

Para corregir el ruido, se restd a AF diez veces la desviacién estandar (DE) de la seial
antes del estimulo. Si el valor obtenido era mayor que cero, se consideraba una respuesta
positiva.

Ecuacidn 3:

Tamafio de la respuesta = AF_estimulo / AF_KCI

La amplitud de la respuesta inducida por el estimulo se expresé como fraccion del valor

maximo de fluorescencia inducido por KCI.

Materiales
Compuesto Proveedor Disolvente Concentracion Concentracion Ablicacién
P (Referencia) Stock Final P
Taxol®, Tocris Tratamiento en
Paclitaxel Bioscience DMSO 25 nM 1uM compartimento

(Bristol, UK) axonal



Tocris

Tratamiento en

Oxaliplatino  Bioscience Agua 1 pg/mL 1 pg/mL compartimento
. destilada
(Bristol, UK) axonal
Sigma (St. Estimulo
Capsaicina Louis, MO, DMSO 10 mM 0,2 uM para imagen de
USA) calcio (TRPV1)
Sigma (St. Estimulo
AITC Louis, MO, DMSO 10 mM 100 pM para imagen de
USA) calcio (TRPA1)
Sigma (St. Estimulo
Mentol Louis, MO, DMSO 10 mM 100 pM para imagen de
USA) calcio (TRPMS)

Tabla 2. Compuestos utilizados durante el estudio

Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizd usando GraphPad Prism® 8.0.0. Las variables

cuantitativas fueron evaluadas para comprobar si seguian una distribucién normal mediante
el test de D'Agostino-Pearson. Los datos con distribucion normal se presentan como media
error estandar de la media (SEM) y se analizaron mediante pruebas t no apareadas cuando
fue apropiado.

Dada la heterogeneidad de las neuronas de los DRG y las limitaciones en el tamafio
muestral, el analisis estadistico se restringié a grupos definidos por tratamiento y sexo. Los
datos paramétricos se analizaron mediante ANOVA de dos vias, seguido de la prueba post hoc
de Tukey. En cambio, los datos no paramétricos fueron evaluados con el test de Kruskal—-
Wallis, seguido de la prueba de Dunn para comparaciones multiples.

Los datos sin distribucién normal se expresan como mediana (rango intercuartilico,
Q25-Q75) y se analizaron con la prueba de Mann—Whitney. En todos los casos, se considerd

significativa una P < 0,05.



Resultados

1. Evaluacion del cultivo neuronal a largo plazo (hasta 25 dias in vitro (DIV))

Con el objetivo de comprobar si las neuronas sensitivas derivadas de ganglios de raiz
dorsal (DRGs) pueden mantenerse viables en cultivo durante 25 dias, se llevaron a cabo
cultivos prolongados bajo condiciones controladas (Figura 5). Este paso resulta esencial para
establecer un modelo in vitro que permita simular de forma mas realista los tratamientos
quimioterapéuticos aplicados in vivo, los cuales suelen implicar exposiciones repetidas a lo

largo del tiempo.

En estudios previos, como el realizado por Lamberti et al. (en revision en FEBS Journal),
se analizo el efecto del paclitaxel en cultivos de DRGs durante un periodo de 15 dias. En el
presente trabajo de fin de master, se decidié extender la duracidn del cultivo hasta 25 dias
para evaluar la viabilidad celular a mas largo plazo. Ademas, se incorporé por primera vez el
analisis del efecto del oxaliplatino bajo las mismas condiciones experimentales, con el objetivo

de ampliar la comparativa entre distintos agentes neurotdxicos.

Vehiculo Vehiculo
[ | | I | | I I | | Vehiculo
Quimioterapéutico Quimioterapéutico
I— | — | | | | ! | | Quimioterapéutico
Dias in vitro (DIV) 0 5 6 8 10 11 13 15 17 19 21 23 25

\_'_ll_'_l

Primer tratamiento Segundo tratamiento

Figura 5. Esquema del protocolo de tratamiento in vitro con quimioterapéuticos (DIV 25).

Para ello, se llevé a cabo un experimento con una duracién de 22 dias in vitro (DIV 22).
En ese momento, se aplicd cloruro potdsico (KCl) tanto en el compartimento somdatico como
en el compartimento axonal, con el fin de comprobar si las neuronas respondian al estimulo

y, por tanto, seguian vivas y funcionales.



Figura 6. Imdgenes representativas de células tratadas con paclitaxel y vehiculo en el dia 22 de cultivo. A) Compartimento
somdtico. B) Compartimento axonal tratado con paclitaxel (1 uM). C) Compartimento axonal tratado con vehiculo.

La Figura 6A muestra la zona correspondiente al compartimento somatico, donde se
observa una alta densidad de cuerpos celulares y un patrén claro de ramificacién neuronal.
Por su parte, la Figura 6B representa los axones del compartimento axonal tratados con

paclitaxel. Finalmente, la Figura 6C muestra los axones del grupo control tratado con vehiculo.

2. Viabilidad de las neuronas sensitivas tras la exposicion a solucién salina y

a los fdrmacos quimioterapéuticos

Paclitaxel
Para ello, se aplicaron dos ciclos de paclitaxel a 1 uM durante 24 horas, seguidos de un periodo
de recuperacion de 96 horas (Figura 5). Se evalué el efecto del paclitaxel en la actividad de los
canales TRP, particularmente en los canales TRPV1, TRPM8 y TRPA1, ya que estos canales
estdn estrechamente implicados en la aparicién de la CIPN. Para analizar la funcionalidad de
los nociceptores tras el tratamiento, se llevd a cabo un ensayo de imagen de calcio mediante
la aplicacién de distintos estimulos: AITC (agonista de TRPA1), mentol (TRPMS8), capsaicina
(TRPV1) y KCI (tanto en el compartimento somatico como en el axonal) para comprobar la

viabilidad neuronal.



3

% responding neurons

o
<

IS
<

)
<

o
1

=3 Paclitaxel

=3 Vehicle
o 501
Q
&
O 401
(] p=0.0116
o
= 30
=
2 20
N
©
£ 10
o T
= o p— =
\' T \'} T \'} T \' T \' T Vv T \" T \Y T
L | 1 ] L | | |
L | L | L |
AITC Ment Cap KClI
AITC Ment Cap KCI Axons
Axons

Figura 7. Respuesta funcional de neuronas tratadas con paclitaxel frente a distintos estimulos. A) Porcentaje de neuronas
que respondieron a AITC 100 uM (TRPA1), mentol 100 uM (TRPM8), capsaicina 0,2 uM (TRPV1) y KCl aplicado en
compartimentos axonal. B) Fluorescencia normalizada como medida de la intensidad de respuesta frente a los mismos
estimulos. Los datos se representan como columnas de media * error estdndar de la media (SEM). N = 3 experimentos
independientes, n > 6 dispositivos de microfluidica utilizados en cada experimento ROI: 100 — 150. ***p < 0.0005; **p <
0.005; *p < 0.01. Mann-Whitney test.

La Figura 7 muestra los resultados del andlisis de la actividad funcional en neuronas
sensitivas tras el tratamiento con paclitaxel (T, en rojo) en comparacién con su vehiculo (V, en
azul), mediante la técnica de imagen de calcio.

En el panel A, se representa el porcentaje de neuronas que respondieron a la aplicacién
de diferentes estimulos: AITC (activador de TRPA1), mentol (TRPMS), capsaicina (TRPV1) y KCI
(despolarizacién). En términos generales, el porcentaje de neuronas que respondieron fue
bajo para todos los estimulos, sin observarse diferencias estadisticamente significativas entre
el grupo tratado y el control. No obstante, se aprecia una ligera tendencia a un mayor
porcentaje de respuesta en el grupo tratado con paclitaxel, especialmente frente a AITC y
capsaicina, aunque con una gran variabilidad entre muestras.

El panel B muestra la intensidad de las respuestas de calcio, expresada como fluorescencia
normalizada. En este caso, la sefal inducida por capsaicina fue significativamente mayor en
las neuronas tratadas con paclitaxel en comparacién con las del grupo vehiculo (*p < 0,0116),
lo que sugiere una mayor sensibilidad o activacion de los canales TRPV1 tras la exposicion al

farmaco. En el caso del AITC y mentol, no se observaron diferencias significativas entre ambos



grupos. Finalmente, la respuesta al KCl fue elevada en ambos casos, lo que indica que las

neuronas conservaban su viabilidad y capacidad funcional basica a pesar del tratamiento.

Oxaliplatino

Para ello, se aplicaron dos ciclos de oxaliplatino (1 pg/mL) durante 24 horas, seguidos de
un periodo de recuperacidon de 96 horas, utilizando el mismo protocolo descrito previamente
(Figura 5). Se evalud el efecto del oxaliplatino en la actividad de los canales TRP,
particularmente en los canales TRPV1, TRPM8 y TRPA1l, ya que estan estrechamente
implicados en el desarrollo de la CIPN. Para analizar la funcionalidad de los nociceptores tras
el tratamiento, se llevd a cabo un ensayo de imagen de calcio mediante la aplicacidon de
distintos estimulos: AITC (agonista de TRPA1), mentol (TRPMS8), capsaicina (TRPV1) y KCI

(tanto en el compartimento somdtico como en el axonal) para comprobar la viabilidad

neuronal.
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Figura 8. Respuesta funcional de neuronas tratadas con oxaliplatino frente a distintos estimulos. A) Porcentaje de neuronas
que respondieron a AITC 100 uM (TRPA1), mentol 100 uM (TRPM8), capsaicina 0,2 uM (TRPV1) y KCl aplicado en
compartimentos axonal y somdtico. B) Fluorescencia normalizada como medida de la intensidad de respuesta frente a los
mismos estimulos. Los datos se representan como columnas de media + error estdndar de la media (SEM). N = 3
experimentos independientes, n > 6 dispositivos de microfluidica utilizados en cada experimento. N = 3 experimentos
independientes, n > 6 dispositivos de microfluidica utilizados, ROI: 100 — 150. ***p < 0.0005; **p < 0.005; *p < 0.01. Mann-
Whitney test.



La Figura 8 recoge los resultados obtenidos en cultivos de neuronas sensitivas tratadas
con oxaliplatino (T, barras rojas) o con su vehiculo (V, barras azules), analizados mediante
imagen de calcio. El panel A muestra el porcentaje de neuronas que respondieron a cada
estimulo aplicado: AITC (TRPA1), mentol (TRPMS8), capsaicina (TRPV1), y KCl aplicado en
axones y somas como control positivo. El panel B, por su parte, representa la magnitud de las
respuestas de calcio intracelular (fluorescencia normalizada) inducidas por los mismos

estimulos.

En cuanto al estimulo con AITC, se observa un incremento notable y significativo tanto en el
porcentaje de neuronas que respondieron (p < 0,01) como en la intensidad de la sefal de
calcio (p < 0,01) en el grupo tratado con oxaliplatino. Esto sugiere una activacién aumentada
del canal TRPA1 tras el tratamiento. En el caso de la capsaicina, también se aprecia una
diferencia significativa: el nUmero de neuronas respondedoras fue mayor en el grupo tratado
(p < 0,05) y la sefial de calcio intracelular fue significativamente mas intensa (p < 0,0002), lo
que indica una posible sensibilizacion de los canales TRPV1.

Por el contrario, el estimulo con mentol produjo una baja respuesta en ambos grupos,
sin diferencias estadisticamente significativas ni en el porcentaje de neuronas activadas ni en
la magnitud de la sefial, lo que sugiere que el canal TRPM8 no se ve alterado de forma
apreciable por el oxaliplatino en estas condiciones.

Finalmente, la aplicacion de KCl en ambos compartimentos (axonal y somatico)
produjo una activacién robusta en todos los cultivos, sin diferencias entre el grupo tratado y
el vehiculo. La fluorescencia normalizada en respuesta al KCl fue elevada en ambos casos, lo

gue confirma la viabilidad funcional de las neuronas tras el tratamiento.

3. Efectos de paclitaxel y oxaliplatino sobre la morfologia de los axones.

Paclitaxel

Ademds de los cambios funcionales observados, se analizd también el efecto

estructural de los tratamientos sobre los axones sensoriales.



Vehiculo

Paclitaxel

En un estudio previo realizado en este mismo laboratorio, se llevé a cabo un andlisis
de la morfologia axonal tras tratamiento con paclitaxel durante cultivos de 15 dias in vitro
(DIV15). Las imagenes obtenidas a los dias 10, 11, 13 y 15 (Figura 9) post-siembra muestran
una progresiva retraccion de los axones en las condiciones tratadas con paclitaxel, en
comparacion con los controles tratados con vehiculo, donde la red axonal se mantiene estable

y densa. Estas observaciones evidencian un deterioro estructural acumulativo a lo largo del

tiempo tras la exposicién al farmaco.

Figura 9. Evolucidn de la morfologia axonal tras tratamiento con paclitaxel en cultivos de DRGs hasta DIV15. Recuperado de
Lamberti et al, en revision en FEBS Journal.

A partir de estos hallazgos, en este trabajo se decidid extender el analisis morfoldgico
hasta DIV25 para evaluar si la retraccion axonal observada se mantiene, se revierte o se

intensifica con una exposicion mas prolongada.



Figura 10. Comparacion de la morfologia axonal tras A) tratamiento con paclitaxel y B) tratamiento con vehiculo a DIV 25.

La Figura 10 muestra imagenes representativas del compartimento axonal obtenidas
mediante microscopia de fluorescencia tras 25 dias de cultivo. A la izquierda se observa el
estado de los axones en una camara tratada con paclitaxel, mientras que a la derecha se

muestra una camara tratada con su correspondiente vehiculo.

En la imagen correspondiente al tratamiento con paclitaxel se aprecia una notable
reduccion en la densidad y longitud de los axones, con proyecciones mds escasas, finas y
menos organizadas. Por el contrario, en la imagen del grupo vehiculo se observan numerosos
axones bien definidos que cruzan el microcanal, formando una red densa y estructurada. Esta
diferencia sugiere una menor extension axonal en las condiciones tratadas con paclitaxel, en

comparacion con el control.



Oxaliplatino

En el caso del oxaliplatino, se dispone también de datos previos obtenidos en este
mismo laboratorio utilizando cultivos mantenidos hasta DIV15, donde se evalud la morfologia
axonal tras el tratamiento.

La figura 11, muestra comparaciones representativas de la morfologia axonal en
cultivos de DRGs tratados con oxaliplatino frente a su vehiculo.

En la fila superior se presentan dos imagenes correspondientes al grupo vehiculo. Se
observa una red densa y bien organizada de axones que se extienden uniformemente desde
el compartimento somatico a través de los microcanales hacia el compartimento axonal, lo
que indica una buena preservacion estructural de las proyecciones neurales.

En la fila inferior, las imagenes muestran el grupo tratado con oxaliplatino. De forma
similar al control, se mantiene una abundante arborizacidn axonal sin signos evidentes de
retraccion ni desorganizacion. La densidad y distribucién de las fibras axonales son
comparables a las del grupo vehiculo, lo que sugiere que el tratamiento con oxaliplatino no

induce una pérdida estructural significativa en las condiciones analizadas.



Vehiculo

Oxaliplatino

DIV 15

Figura 11. Morfologia axonal tras tratamiento con oxaliplatino en cultivos de DRGs a DIV15.

Con el objetivo de ampliar este andlisis, en el presente trabajo se prolongé el cultivo hasta
DIV25, incorporando imdagenes adicionales que permiten valorar si el mantenimiento axonal

observado a DIV15 se conserva en un periodo mas prolongado.



Figura 12. Comparacion de la morfologia axonal tras A) tratamiento con oxaliplatino y B) tratamiento con vehiculo a DIV 25.

La Figura 12 muestra dos imagenes correspondientes al grupo tratado con oxaliplatino
(izquierda) y su vehiculo (derecha). En ambos casos se observa una extensa red de axones
atravesando los microcanales del dispositivo microfluidico.

En la condicidn tratada con oxaliplatino, los axones presentan una morfologia
conservada, con fibras delgadas, pero bien definidas y distribuidas a lo largo del
compartimento. De forma similar, en el grupo vehiculo se aprecia una red axonal densa y
continua, sin signos evidentes de interrupcidn o retraccién.

Estas observaciones sugieren que, bajo estas condiciones experimentales, el
tratamiento con oxaliplatino no provoca una alteracién visible en la estructura axonal en

comparacion con el control.



Discusion

Este proyecto tiene como objetivo estudiar los efectos de dos quimioterapéuticos
como paclitaxel y oxaliplatino en nociceptores sensoriales como son las DRGs, utilizando un
modelo in vitro microfluidico compartimentalizado. A través de este modelo se analizaron
tanto aspectos de viabilidad neuronal y morfologia axonal, como la actividad funcional de
canales idnicos tipo TRP mediante la técnica de imagen de calcio. La interpretacidn de los
resultados obtenidos permite comprender mejor cémo estos farmacos afectan la
funcionalidad de los nociceptores y su posible implicacion en la fisiopatologia de la neuropatia
periférica inducida por quimioterapia (CIPN). A continuacién, se discuten los hallazgos
experimentales en relacidn con estudios previos, destacando la utilidad del modelo empleado
y las posibles implicaciones terapéuticas.

Uno de los primeros objetivos de este estudio era evaluar si las DRGs podian
mantenerse viables y funcionales con un cultivo de 25 dias, ya que los estudios previos en el
laboratorio se limitaban a un cultivo de 15 dias, por lo que los primeros experimentos se
centraron en evaluar el cultivo a mas largo plazo. Como control de funcionalidad neuronal se
utilizé el cloruro potasico (KClI) en el compartimento axonal y somatico, se pudo ver que las
células estaban funcionales al cabo del dia 22. Con esto, se pudo establecer que se podia

empezar a realizar los experimentos con el protocolo de 25 dias.

Los resultados obtenidos tras el tratamiento con paclitaxel muestran ciertas
particularidades que merecen ser discutidas con detenimiento. Aunque no se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de neuronas que respondieron a los distintos
estimulos, si se aprecié una tendencia al aumento de la respuesta frente a AITC (TRPA1) en el
grupo tratado, asi como un incremento significativo en la magnitud de la seial inducida por

capsaicina (TRPV1) (p < 0,05), en comparacion con el grupo vehiculo.

En estudios anteriores realizados a DIV 15 (Lamberti et al. (en revisidn)), se habia
observado una alteracién mds clara en la respuesta a mentol (TRPMS8), mientras que, en este
estudio, con un cultivo mas largo de 25 dias, la tendencia se desplazd hacia una mayor
reactividad frente a TRPAL. Este cambio puede estar relacionado con el estrés oxidativo

acumulado a lo largo del tiempo en cultivo, ya que el canal TRPA1 es altamente sensible a



especies reactivas de oxigeno y se ha vinculado en diversos estudios con mecanismos de dafio

oxidativo en neuropatia periférica inducida por quimioterapia.

Por otro lado, es importante destacar una limitacion técnica relevante en este
experimento: muchas de las cdmaras tratadas con paclitaxel no presentaban axones o tenian
una cantidad muy reducida, lo que dificulté el registro de respuestas y redujo el nimero de
datos disponibles para el analisis. Esta observacion concuerda con lo descrito en la literatura,
donde el paclitaxel se ha asociado frecuentemente con fenédmenos de retraccién axonal, lo
cual podria explicar la escasa presencia de fibras en varios compartimentos axonales y, por

tanto, la limitada respuesta global observada.

A pesar de esta restriccion, los resultados sugieren que el paclitaxel podria inducir
alteraciones funcionales en canales como TRPV1 y posiblemente TRPA1, aunque el bajo
numero de células analizadas en algunas condiciones hace que estas observaciones deban
interpretarse con cautela. En conjunto, estos datos refuerzan la idea de que la CIPN inducida
por paclitaxel no solo implica mecanismos de degeneracidn axonal, sino también una posible
modulacion funcional de canales idnicos implicados en la transduccion nociceptiva, cuya

expresion o sensibilidad puede depender del tiempo de exposicion y del entorno del cultivo.

Una vez confirmada la viabilidad funcional del modelo, se procedié a evaluar la
actividad de canales TRP en respuesta al tratamiento con oxaliplatino, uno de los
guimioterapéuticos mas asociados a neuropatia periférica en pacientes. Para ello, se aplicaron
diferentes agonistas especificos (AITC, mentol y capsaicina), que activan los canales TRPA1,

TRPM8 y TRPV1, respectivamente, ademas de KCl como control de viabilidad.

Los resultados obtenidos muestran diferencias claras en la respuesta funcional de las
neuronas sensitivas tratadas con oxaliplatino frente a las del grupo control. Aunque el
porcentaje de neuronas que respondieron al mentol y a la capsaicina fue bajo y no mostré
diferencias significativas entre ambos grupos, se observé un incremento notable en el nimero
de neuronas que respondieron al AITC (agonista de TRPA1) en la condicidn tratada. Este
aumento fue ademas acompafiado por una mayor intensidad de la sefial de calcio (p < 0,01),
lo que indica una sensibilizacion funcional de las neuronas mediada por TRPA1 tras la

exposicion al quimioterapéutico.



También se detectd una diferencia significativa en la amplitud de la sefial inducida por
capsaicina (p < 0,001) en el grupo tratado, lo que sugiere una posible potenciacién funcional
del canal TRPV1, a pesar de que el nimero de neuronas que respondieron no varié de forma
significativa. Estos resultados coinciden con estudios previos que han relacionado la activacién
andmala de canales TRP con fenédmenos de alodinia y dolor neuropatico en modelos de
CIPN.(Villalba-Riquelme et al., 2025) Ademas, los datos aqui presentados son consistentes con
estudios anteriores realizados en el mismo laboratorio utilizando cultivos a DIV 15, donde se
observaron patrones similares de aumento en la reactividad frente a agonistas de TRP tras

tratamiento con oxaliplatino. (Villalba-Riquelme et al., 2025)

Por otro lado, la aplicacion de KCI tanto en el compartimento axonal como somatico
provoco respuestas robustas y similares en ambos grupos, confirmando que las neuronas se
mantenian viables y funcionales tras el tratamiento. Esto refuerza la idea de que los efectos
observados sobre los canales TRP no se deben a una pérdida de viabilidad neuronal, sino a

una alteracion funcional especifica.

En conjunto, estos hallazgos apoyan la hipdtesis de que el oxaliplatino induce una
sensibilizacion de determinados canales idnicos, como TRPA1l y TRPV1, sin provocar
neurodegeneracidn evidente. Esto es consistente con un mecanismo de hipersensibilizacion
periférica, donde los nociceptores responden de forma exagerada a estimulos normalmente
inofensivos, contribuyendo al desarrollo de la sintomatologia caracteristica de la neuropatia

inducida por quimioterapia.

Las diferencias observadas en la morfologia axonal tras el tratamiento con paclitaxel y
oxaliplatino refuerzan la idea de que estos agentes quimioterapéuticos actuan mediante
mecanismos neurotoéxicos distintos. En las imagenes obtenidas, el paclitaxel mostré una clara
retraccion axonal, con una notable disminucién del ndmero y longitud de las fibras en
comparacion con el vehiculo. Esta alteracidn estructural puede atribuirse a la propia
naturaleza del paclitaxel, ya que su mecanismo de accion se basa en la estabilizacion anormal
de los microtubulos, impidiendo su despolimerizacidn. Aunque este efecto es util para frenar
la division de células tumorales, en las neuronas —particularmente en los axones, que
dependen criticamente del transporte axoplasmico mediado por microtubulos— provoca

disfuncién y degeneracion. Ademas, se ha descrito que el paclitaxel puede generar



alteraciones mitocondriales, estrés oxidativo y desorganizacién del citoesqueleto, lo cual

contribuiria aun mas al dafio axonal y a la imposibilidad de regeneracién durante el cultivo.

Por el contrario, las neuronas tratadas con oxaliplatino no presentaron signos
evidentes de retraccidn axonal en las imagenes analizadas, y mostraron una densidad de fibras
comparable a la del grupo control. Esto se debe a que el oxaliplatino no afecta directamente
a la dinamica de los microtubulos, sino que su toxicidad parece estar mas relacionada con
alteraciones funcionales. Concretamente, se ha propuesto que el oxaliplatino modifica la
excitabilidad neuronal al interferir con canales idnicos, como los canales TRP y Nav, y que su
accién esta estrechamente ligada al desarrollo de alodinia o hipersensibilidad, mas que a una
pérdida estructural marcada. Asi, el oxaliplatino induciria una neuropatia funcional basada en
una hiperrespuesta de los nociceptores, sin llegar a comprometer significativamente la
integridad de las fibras neuronales, al menos en las condiciones experimentales empleadas en

este modelo in vitro.



Conclusiones

Este trabajo de fin de master ha permitido evaluar, mediante un modelo in vitro de
microfluidica compartimentalizada, los efectos funcionales de dos quimioterapéuticos —
paclitaxel y oxaliplatino— sobre nociceptores primarios, centrandose especialmente en la
actividad de los canales TRP implicados en la neuropatia periférica inducida por quimioterapia
(CIPN).

En base a los resultados obtenidos, se pueden extraer las siguientes conclusiones
principales:

- El modelo microfluidico in vitro permite mantener cultivos de neuronas
sensoriales viables y funcionales durante al menos 25 dias.

- El tratamiento con paclitaxel produce una retraccion axonal evidente y una
reduccion del numero de axones en los compartimentos distales.

- Anivel funcional, paclitaxel induce un aumento significativo en la respuesta a
capsaicina (TRPV1) y muestra una tendencia de aumento en la respuesta a AITC
(TRPA1).

- El tratamiento con oxaliplatino no genera degeneracion axonal aparente, pero
si provoca una hiperrespuesta significativa a AITC, indicando una sensibilizacion
funcional del canal TRPA1.

- La degeneracién axonal solo se observé tras el tratamiento con paclitaxel,
mientras que oxaliplatino afecté principalmente la funcionalidad sin
comprometer la estructura.

- El modelo empleado permite estudiar de forma compartimentalizada los
efectos de los fdrmacos sobre soma y axones, asi como aplicar técnicas como
el calcium imaging para el analisis funcional de la CIPN.

A partir de estos hallazgos, se hace evidente la necesidad de continuar investigando
los mecanismos moleculares implicados en la CIPN, particularmente en lo que respecta a la
sensibilizacién de canales idnicos como TRPA1, TRPV1 y TRPMS8. Ademas, considerando la
importante retraccién axonal observada en cultivos tratados con paclitaxel, futuras
investigaciones podrian centrarse en evaluar compuestos neuroprotectores o regenerativos
que favorezcan el mantenimiento y crecimiento axonal. Identificar estrategias que no solo

mitiguen la hipersensibilidad, sino que también contribuyan a revertir la degeneracién axonal,



seria clave para mejorar la comprension de la patologia y avanzar hacia nuevas opciones

terapéuticas mas eficaces en pacientes oncolégicos que desarrollan neuropatia periférica.
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