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RESUMEN.

Antecedentes y Propdsito.

La organizaciéon funcional de las terminaciones nerviosas de frio de la cornea, estructuras criticas para
mantener la integridad de la superficie ocular, sigue siendo escasamente conocida. En este
trabajo, se utilizo la molécula fotoisomerizable DENAQ para modular mediante el uso de luz, la
actividad de las terminaciones nerviosas sensibles al frio en cérneas control y con deficiencia
lagrimal crénica. Ademas, se usé DENAQ para la regulacion fotoquimica in vivo del reflejo de
parpadeo inducido mediante estimulos térmicos.

Enfoque Experimental.

Se registré extracelularmente la actividad de los impulsos de las terminaciones nerviosas de frio en
cérneas extirpadas de cobayas sanas y con deficiencia lagrimal, previamente incubadas con DENAQ.
Se aplicaron pulsos de luz con una longitud de onda de 460 nm a las cérneas perfundidas. Se realizo
un analisis inmunohistoquimico en cérneas de ratdn para determinar la expresién de los receptores
P2X2 y P2X3 en las terminales nerviosas de frio. El reflejo de parpadeo inducido térmicamente se
evalué mediante electromiografia del musculo orbicular del ojo (OOemg) en ratas anestesiadas
después de la administracién tépica de DENAQ en el ojo, bajo condiciones de luz azul y oscuridad.
Resultados Clave.

La exposicion a la luz azul redujo notablemente la actividad espontdnea de las terminaciones
nerviosas de frio, tanto las de animales sanos como las de animales con deficiencia lagrimal, que
habian sido previamente incubadas con DENAQ, mientras que las respuestas evocadas por el frio no
se vieron afectadas. La incubacion previa al registro de cdrneas extirpadas con DENAQ, junto con
antagonistas farmacoldgicos del receptor P2X, previno la fotorreduccion de la actividad espontanea
de la terminacidn nerviosa de frio mediada por DENAQ. Se detectd la expresidén inmunohistoquimica
de receptores P2X2 y P2X3 en terminaciones de frio en la cdrnea del ratén. Ademas, la luz azul
aumento el reflejo de parpadeo evocado por el frio en ojos tratados previamente con DENAQ.
Conclusiones e Implicaciones.

El DENAQ entra en las terminaciones nerviosas sensoriales de frio del cobaya, principalmente a través
de los canales P2X en las cérneas extirpadas. Posteriormente, el DENAQ disminuye la actividad
espontanea de los impulsos de las terminaciones nerviosas tras la irradiacion con luz, al modular la
actividad de los canales Kv. Ademas, el reflejo de parpadeo evocado por el frio se modula con la
luz en ojos tratados con DENAQ. Los compuestos fotoconmutables como el DENAQ, podrian
suponer nuevos tratamientos potenciales para el malestar y el dolor ocular en la enfermedad del

0jo seco.
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ABSTRACT.

Background and Purpose.

The functional organization of corneal cold nerve endings, critical structures in maintaining the
ocular surface, remains poorly understood. Here, the photoisomerizable small molecule DENAQ
was used to photomodulate cold-sensing nerve terminals’ activity in control and chronic tear-
deficient corneas. Furthermore, DENAQ was used for in vivo photochemical regulation of the
thermally induced blink reflex.

Experimental approach.

Extracellular nerve terminal impulse activity was recorded on cold terminals in excised corneas
of naive and tear-deficient guinea pigs, pre-incubated with DENAQ. Pulses of light at a
wavelength of 460 nm were delivered to the perfused corneas. An immunohistochemical analysis
was performed on mouse corneas to determine the expression of P2X2 and P2X3 receptors in
cold nerve terminals. The thermally induced blink reflex was assessed using orbicularis oculi
electromyography (OOemg) in anesthetized rats after topical administration of DENAQ to the
eye, under blue light and darkness conditions.

Key results.

Exposure to blue light robustly reduced spontaneous activity of both naive and tear-deficient
cold nerve terminals pre-incubated with DENAQ, while cold-evoked responses remained
unaffected. Pre-incubation of excised corneas with DENAQ, along with pharmacological P2X
receptor antagonists, prevented the DENAQ-mediated photoreduction of the cold nerve terminal
spontaneous activity. P2X2 and P2X3 receptor expression was immunohistochemically detected
in cold terminals in the mouse cornea. In addition, blue light increased cold-evoked reflex blink
in eyes pretreated with DENAQ.

Conclusions and implications.

DENAQ enters guinea-pig cold sensory nerve endings primarily through P2X channels in excised
corneas. Subsequently, DENAQ decreases the spontaneous nerve terminal impulse activity upon
light irradiation by modulating Kv channel activity. Furthermore, the cold-evoked blink reflex is
modulated by light in DENAQ-treated eyes. Chemical photoswitches like DENAQ might be

potential new treatments for ocular discomfort and pain in dry eye disease.

15



1. INTRODUCCION.
1.1. La Cdornea: anatomia, fisiologia e inervacion sensorial.

La cdrnea, el tejido mas externo del ojo, se sitla por delante de la cdmara anterior, que alberga
el humor acuoso, el iris y la pupila. Su transparencia, una de sus caracteristicas mas distintivas,
es fundamental para su funcidn principal, la refraccién de la luz. Aproximadamente dos tercios
del poder refractivo total del ojo humano se atribuyen a la cérnea, un proceso esencial para que

la luz se enfoque en la macula retiniana, permitiendo asi la visiéon (Kaufman & Alm, 2011).

Anatémicamente, la cérnea es un tejido avascular, lo que contribuye a su transparencia y la
distingue de la esclera circundante (Zeiss et al., 2017). La cdrnea estd constituida por cinco capas,
cada una con una estructura y funcién especificas que garantizan la integridad del tejido y su
papel en la vision (Figura 1) (DelMonte & Kim, 2011; JJ Ivanusic et al., 2013; Zeiss et al., 2017). La
capa mas externa es el epitelio, un tejido epitelial estratificado no queratinizado de 5-7 células
de espesor. Este epitelio esta profusamente inervado y es fundamental para la proteccién del
ojo, actuando como una barrera contra patdégenos y agentes externos. Bajo el epitelio se
encuentra la membrana de Bowman, en humanos, también conocida como lamina basal en
ratén. Se trata de una capa delgada y acelular de coldgeno, que confiere resistencia al tejido. El
estroma, la capa mas gruesa, constituye aproximadamente el 90% del grosor total de la cérnea.
Estd compuesto por una matriz extracelular de fibras de coldageno y células especializadas
llamadas queratocitos. La disposicidn regular de las fibrillas de colageno en el estroma es crucial
para mantener la transparencia corneal. Por debajo del estroma se encuentra la membrana de
Descemet. Finalmente, la capa mas interna es el endotelio, una Unica capa de células hexagonales
gue regulan el contenido hidrico del estroma, bombeando iones y agua hacia el humor acuoso
para mantener la transparencia (DelMonte & Kim, 2011; Frutos-rincén et al., 2022; JJ lvanusic et al.,

2013; Zeiss et al., 2017).
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Figura 1. Organizacion anatémica y distribucion de fibras nerviosas en la cérnea. Se muestra un esquema
de las distintas capas corneales (epitelio, membrana de Bowman, estroma y membrana de Descemet),
destacando la abundante inervacion que penetra desde el limbo hacia el estroma y asciende hacia la
superficie epitelial. En el epitelio basal, las terminaciones nerviosas se ramifican y forman una densa red
subbasal que se proyecta hacia las capas superficiales. Se incluyen ampliaciones que ilustran la disposicién
radial de las fibras en la cérnea central, el entramado nervioso en el limbo y la penetracion de fibras hacia

el epitelio, reflejando la compleja organizacidn del plexo nervioso corneal. Adaptado de Lum et al., 2019.
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La cérnea no solamente actla como una barrera protectora para los componentes internos del
globo ocular, sino que también alberga una inervacidn somatosensorial excepcionalmente densa
y compleja. Esta profusa inervacidon es la responsable de la transduccién de estimulos
fisicoquimicos externos en impulsos eléctricos, un proceso fundamental para la generacién de
las sensaciones del ambiente y el mantenimiento de la integridad de la superficie ocular

(Belmonte, Acosta, et al., 2004; Kaufman & Alm, 2011; Shaheen et al., 2014).

La base de la sensibilidad corneal reside en las neuronas somatosensoriales de primer orden,
cuyos cuerpos celulares se encuentran en el ganglio del trigémino (GT), ubicado en la base del
craneo (Figura 2) (Kaufman & Alm, 2011). Estas neuronas pseudounipolares extienden un axén con
dos ramas a través de la rama oftdlmica (V1) del nervio trigémino (V par craneal). Una de las
ramas sigue un recorrido centrifugo hacia la superficie ocular, formando una red nerviosa en el
estroma, el plexo nervioso subepitelial. Las fibras mas finas de este plexo penetran la membrana
de Bowman para formar el plexo nervioso subbasal en el epitelio, organizandose en un patrén
de espiral convergente hacia el centro corneal. Finalmente, estas fibras forman las terminaciones
nerviosas en la superficie ocular, clasificadas morfolégicamente como simples, ramificadas o

complejas (Alamri et al., 2018; Frutos-rincon et al., 2022; Ivanusic et al., 2013).

La otra rama del axdn sigue un trayecto centripeto, estableciendo una sinapsis en los nucleos
caudalis e interpolaris del nucleo trigeminal en el tronco encefalico (Figura 2). Esta via se extiende
a otras areas del sistema nervioso central, como el talamo y el cértex somatosensorial primario,
permitiendo el procesamiento consciente de las sensaciones. Ademads de esta inervacion
somatosensorial, la cornea cuenta con una inervacidon auténoma proveniente de los sistemas
simpatico y parasimpatico, que regulan funciones como el flujo sanguineo, la produccién lagrimal
y la sensibilidad corneal, contribuyendo indirectamente a la percepcion del dolor y la respuesta

a estimulos (Guerrero-Moreno et al., 2020; Meng & Kurose, 2013).
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Figura 2. Vias neuronales de la sensibilidad corneal. Las terminaciones nerviosas libres ubicadas en el
epitelio corneal detectan estimulos quimicos, térmicos o mecanicos, transmitiendo la sefial a través de
las fibras sensoriales de primer orden que hacen sinapsis en el ganglio trigeminal. Desde alli, la
informacién se transmite hacia el complejo sensorial del tronco encefalico trigeminal, donde se integra 'y
es retransmitida por las neuronas de segundo orden hacia el talamo. Finalmente, las neuronas de tercer

orden transmiten la sefial hacia la corteza somatosensorial, donde se genera la percepcidn consciente del

estimulo. Adaptado de Park et al., 2025.

Las fibras nerviosas terminales de la cdrnea se clasifican funcionalmente segln la velocidad de

conduccién de sus potenciales de accién (Figura 1). Las fibras A, mielinizadas y con una velocidad
de conduccidn rapida (3-15 m/s), constituyen aproximadamente el 20% de la inervacién total y
son cruciales para la deteccién de estimulos nocivos agudos, como los mecanicos (presion). En

contraste, las fibras de tipo C, amielinicas y con una velocidad de conducciéon mas lenta (< 2 m/s),

representan el 80% de la inervacién y estan implicadas en el desarrollo de la inflamacién y la
19



sensibilizacidn periférica. La ausencia de mielina en la mayoria de estas fibras es un factor clave
para mantener la transparencia corneal. La interaccidon neuroglial, a través de las células de
Schwann no mielinizantes, también desempefia un papel en la homeostasis neuronal, el trofismo
y la regeneracion tisular (Abdo et al., 2019; Bargagna-Mohan et al., 2021; Mirmoeini et al., 2023;
Ojeda-Alonso et al., 2024; Rinwa et al., 2021).

1.2. Bases moleculares de la transduccién sensorial en la superficie ocular y el papel de

los termorreceptores de frio, mecanonociceptores, receptores polimodales y pruriceptores.

Las terminaciones nerviosas corneales estan dotadas de una variedad de canales idnicos
transductores que les permiten detectar estimulos fisicos y quimicos. Entre estos, se encuentran
los canales idnicos del Potencial Receptor Transitorio (TRPs), los canales idnicos sensibles a los
acidos (ASICs) y el canal idnico Piezo 2. La activacion de estos canales idnicos conduce a la entrada
de cationes al interior de la neurona, la despolarizacion de la membrana plasmatica y la
generacion de un potencial generador. Ademas, la excitabilidad de estas terminaciones esta
modulada por otros canales idnicos activados por voltaje y ligando, como los canales iénicos de
sodio (Navs), de potasio (Kvs), de calcio (VGCCs) y los canales idnicos activados por nucledtidos
ciclicos hiperpolarizados (HCN), que en conjunto regulan la formacién y propagacion de los

potenciales de accidn (Belmonte et al., 2015; Matzner & Devor, 1994).

Desde el punto de vista de su funcién, lasterminaciones nerviosas que inervan la superficie ocular
se han clasificado en termorreceptores de frio, mecanonociceptores, receptores polimodales y

pruriceptores (Figura 3).

1.2.1. Termorreceptores de frio.

Los termorreceptores de frio corneales representan un 10-20% de la inervacion corneal (Pifia et
al., 2019) y su principal funcidn es la transduccién sensorial del enfriamiento de la superficie
ocular (Figura 3) (Belmonte, Aracil, et al., 2004; Kaufman & Alm, 2011; Palchevskyi et al., 2023).
La deteccion de este descenso de temperatura depende en gran medida de la expresion del
receptor ionotropico TRPMS8 (transient receptor potential cation channel subfamily M member
8). Este canal idnico, un miembro de la superfamilia de los canales idnicos TRP, se activa por el

descenso de la temperatura y cambios en la osmolaridad en la superficie ocular. Estos estimulos
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ocurren de manera natural en ambientes secos debido a la evaporacion de las lagrimas
(Gonzdlez-Gonzdlez et al., 2017; Parra et al., 2010, 2014). Los termorreceptores de frio presentan
una actividad espontanea (conocida como actividad basal) a temperaturas fisioldgicas que
aumenta con el enfriamiento. Su actividad se ha relacionado con la regulacion refleja del flujo

lagrimal y la tasa de parpadeo (Parra et al., 2010; Quallo et al., 2015).

Desde un punto de vista electrofisioldgico, se han descrito dos subtipos de termorreceptores de
frio (Figura 3) (Acosta et al., 2014; Guerrero-Moreno et al., 2020; Parra et al., 2010; Pifia et al.,
2019), los de umbral alto y actividad basal baja (LB-HTCs), que requieren de mayores reducciones
de temperatura para activarse y se asocian a la percepcion de sequedad y dolor nociceptivo, y
los de umbral bajo y actividad basal alta (HB-LTCs), que son mas sensibles a pequefos cambios
de temperatura y estan relacionados con funciones reflejas como el parpadeo y el lagrimeo
basales. Esta diferenciacién funcional parece estar ligada a la expresién diferencial de canales

idnicos, como TRPMS, Kv1, o TRPV1 (Guerrero-Moreno et al., 2020).

1.2.2. Mecanonociceptores.

Son terminaciones nerviosas altamente especializadas en la deteccién de estimulos mecdanicos
de alta intensidad (tacto y presion intensos) (Figura 3). Suponen alrededor de un 15-20% del total
de los receptores corneales y responden exclusivamente a estimulos mecdanicos nocivos, pero no
a cambios de temperatura o irritantes quimicos (Kaufman & Alm, 2011). Expresan una variedad
de canales idnicos, incluyendo el canal idnico Piezo 2, que son cruciales para la transduccién de
la energia mecdnica en sefiales eléctricas. Su activacion genera un reflejo de parpadeo y la

percepcion de dolor (Belmonte, Acosta, et al., 2004; Belmonte, Aracil, et al., 2004).

1.2.3. Receptores polimodales.

Los receptores polimodales constituyen la mayoria de las terminaciones nerviosas corneales
(alrededor del 60 %) (Figura 3). Su nombre deriva de su capacidad para responder a distintos
estimulos nocivos, incluyendo mecénicos de alta intensidad, quimicos (como acidos o irritantes)
y térmicos (frio o calor intensos). La transduccién sensorial de estos estimulos depende de la
expresion de distintos canales idnicos, como TRPV1 (que se activa con calor y compuestos

guimicos como la capsaicina), TRPA1 (sensible al frio intenso, compuestos quimicos irritantes y
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estrés mecanico), y ASICs (canales sensibles a los acidos) (Figura 3). La activacion de estos
receptores polimodales estd asociada con la sensacidn de dolor y con la respuesta inflamatoria

(Belmonte, Acosta, et al., 2004; Gonzdlez-Gonzdlez et al., 2017).

Cabe destacar que la activacion repetida de los canales idnicos P2X contribuye a la
sensibilizacién periférica, lo que puede resultar en hiperalgesia y alodinia, produciéndose dolor
ante estimulos que normalmente no lo causan (Belmonte et al., 2015; Guerrero-Moreno et
al., 2020). Sin embargo, los P2X no han sido identificados funcionalmente en los receptores
polimodales corneales (Matthews et al., 1997). Futuras investigaciones serdn necesarias para

dilucidar un posible papel de los canales idnicos P2X en la nocicepcién corneal.

1.2.4. Pruriceptores.

Algunas terminaciones nerviosas de la conjuntiva expresan el receptor acoplado a proteina G
relacionado con MAS, miembro D (Mrgprd) y el receptor acoplado a proteina G relacionado con
MAS, miembro A3 (MrgprA3). Estos son marcadores caracteristicos de las terminaciones
nerviosas pruriceptoras responsables de la induccidn de la sensacidn de prurito (picazén) (Galor
et al.2025).

Ademas de los receptores de la familia Mrgpr, en términos generales, la transduccion de la sefial
en los pruriceptores esta intimamente ligada a los receptores purinérgicos. En este sentido, se
ha descrito que los receptores P2X3 se expresan funcionalmente en las terminaciones nerviosas
MrgprA3 de la piel. El receptor P2X3 es activado por la liberacion de adenosin trifosfasto (ATP)
extracelular, que ocurre en el contexto de dafo celular o inflamacidn, y activaria el P2X3 en las
terminaciones nerviosas. Por lo tanto, el P2X3 podria ser un mediador en la sefializacion
neurogénica que subyace al prurito crénico y patolédgico (Shiratori-Hayashi et al., 2019). No
obstante, la contribucidn especifica del receptor P2X3 a la actividad de los pruriceptores en la

conjuntiva aun no se ha determinado y requiere investigacion.

22



Evoked Ocular Nerve terminal at Stimuli

Sensation trigeminal  the ocular surface
neuron
TRPA1 : / /

e | R Noxious mechanical forces, ® | s |
Irritation, < Polymodal nociceptor 18 ! endogenous and exogenous chemicals, - /
pain = TRPV2/3 hyperosmolarity, heat, acid, intense I\ / @ g % %

‘. Piezo2 cold, ... :
ASIC

—/—\ Noxious mechanical forces ‘ =/

Pricking pain g Mechano-nociceptor w4 Piezo2

@ TRPMS
Freshness, o __ Coldreceptor M TRPMS Cold, hyperosmolarity ;‘>1<:
dryness (HB) & 1rex

B TRPVI : )
Dryness, P a— Cold receptor B TRPMS Cold, hyperosmolarity ;&f: %:
irritation {t5) ™ K2P
Touch e Mech p o Piezo2 Innocuous mechanical forces

= ol 274

M TRPVY Endogenous and exogenous
Itch s Pruriceptor o 3 / -
tc M p2x3 chemicals, acid, heat, ... P 4
\* MrgprA3 » @
MrgprD

Figura 3. Representacion de los diferentes tipos de neuronas trigeminales oculares, sus terminaciones
nerviosas en la superficie ocular, los receptores idnicos asociados y los estimulos que evocan sensaciones
especificas. Los nociceptores polimodales (en rosa) median la irritacién y el dolor ante fuerzas mecanicas
nocivas, compuestos quimicos enddgenos o exdgenos, hiperosmolaridad, calor, acido o frio intenso, a
través de canales idnicos como TRPA1, TRPV1, TRPV2/3, Piezo2 y ASIC. Los mecano-nociceptores (en
verde) detectan fuerzas mecdnicas nocivas mediante Piezo2, generando dolor punzante. La estimulacion
de los termorreceptores de frio tipo HB (en azul claro) produce sensacion de frescor y sequedad inducidos
por frio o hiperosmolaridad, principalmente a través de TRPM8 y TREK2. Los termorreceptores de frio de
tipo LB (en azul oscuro) responden también al frio y la hiperosmolaridad, mediando la sensacion de
sequedad e irritacidn, con participacién de TRPV1, TRPMS8 y K2P. Los pruriceptores (en rojo) median la
sensacion de picor ante estimulos quimicos endégenos o exdgenos, acido o calor, a través de los canales

idnicos Piezo2, TRPV1, Mrgpr o P2X3. Adaptado de Galor et al., 2025.
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1.3. Bases moleculares de la excitabilidad de las fibras nerviosas en la cérnea y el papel de

canales dependientes de voltaje.

1.3.1. Canales idnicos de potasio dependientes de voltaje.

Los canales idnicos de potasio forman parte de una extensa y diversa familia de canales idnicos
gue desempenfian un papel fundamental en la regulacidon de la excitabilidad neuronal y muscular.
Se han descrito varias familias segun la cantidad de dominios transmembrana, sus mecanismos
de activacién y su comportamiento fisiolégico (Kuang et al., 2015); (1) canales de potasio
activados por voltaje (Kv) y activados por Ca?*(KCa), (2) los canales de potasio de “fuga” o
“rectificadores de entrada” (Kir), (3) canales de potasio de dos dominios en tdndem (K2P también
conocidos como TASK, TREK, entre otros) (Aronson, 1992; Bryant, 1995; Kuang et al., 2015; Miller,

2000; Stillwell, 2013) y (4) canales idnicos activados por hiperpolarizacién (HCN).

Aunque todos estos canales idnicos comparten la funcidn general de trasportar iones de potasio,
sus estructuras y mecanismos evolutivamente distintos, los han adaptado para cumplir funciones
especificas en diferentes tejidos y contextos fisioldgicos (Aronson, 1992; Kuang et al., 2015; Lai
& Jan, 2006). En neuronas sensoriales primarias, se ha descrito la expresion de canales idnicos Kv
(Lai & Jan, 2006). En este contexto, Kv3.1 presenta una expresion discreta, mientras que Kv2.1
muestra una expresion marcadamente elevada (Stewart et al., 2024; Tsantoulas et al., 2014,
Zheng et al., 2019). En el caso de Kv4.2, aunque algunos estudios reportan una expresion elevada
(Zheng et al., 2019), los resultados son inconsistentes (Na Phuket & Covarrubias, 2009). En la
misma linea, se ha demostrado la presencia de Kv7.2 y Kv7.3 en terminales sensoriales
nociceptivos y de frio de la cornea (Vetter et al., 2013), cuya pérdida genera alodinia mecanica e
hiperalgesia térmica (King et al., 2014). Cabe destacar que, tras la lesidén nerviosa, se produce una
regulacién a la baja de Kv2, lo que induce un fenotipo hiperexcitable y el desarrollo de dolor

crénico (Tsantoulas et al., 2014).

Desde una perspectiva mecanistica, los canales idnicos Kv se activan en respuesta a oscilaciones
del voltaje de membrana, inducidos por otros canales idnicos como, los TRPs u otros canales
idnicos dependientes de voltaje, como los Nav. Su contribucidon es permitir la salida de iones K*,

facilitando la fase de repolarizacidn rapida de la membrana durante el potencial de accién. Este

24



proceso es esencial para restaurar el equilibrio electrolitico y mantener la homeostasis eléctrica
necesaria para la correcta trasmisiéon de los potenciales de accién y los impulsos eléctricos

(Armstrong & Hille, 1998).

Se han identificado diferentes antagonistas para los canales idnicos Kv como tetraetilamonio
(TEA), (Mourot et al.,, 2011), 4-aminopiridina (4-AP), XE991, a-dendrotoxina, factores de
crecimiento, citocinas o amonios cuaternarios (King et al., 2014; Mourot et al., 2013; Vetter et
al., 2013). El bloqueo de los Kv implica una alteracion de la excitabilidad de la neurona. Esta
alteracion se traduce en una prolongacién del potencial de accién, y un aumento de la frecuencia
de disparo. El bloqueo del flujo de K* hace que la célula entre en un estado de hiperexcitabilidad.
Dicho bloqueo prolonga la actividad de la célula, lo que a su vez puede interferir con la funcidn
de otros canales idnicos dependientes de voltaje, como los Nav o HCN, alterando de manera
significativa la fisiologia neuronal y el comportamiento eléctrico general de la membrana

(Martynyuk et al., 2016).

1.3.2. Canales idnicos activados por hiperpolarizacion y nucledtidos ciclicos.

Los canales idnicos HCN comprenden una superfamilia de canales idnicos con cuatro isoformas
(HCN1-4), cuyas cinéticas de activacidn se vuelven progresivamente mas lentas en subtipos de
mayor numeracién. Estos canales idnicos permiten el paso de Na* y K* a través de la membrana
plasmatica (Lai & Jan, 2006), regulando la excitabilidad neuronal mediante la corriente Ih. Se han
identificado los subtipos HCN1, HCN3 y HCN4 en neuronas sensoriales, donde el HCN1 se observa
en los ganglios raquideos (Sartiani et al., 2017), el ganglio trigémino, y las fibras termorreceptoras
de frio corneales (Orio et al., 2009). Las subunidades homoméricas HCN1 y la heteroméricas
HCN1-2, presentes en las terminales sensoriales del frio, junto con HCN2, predominante en
terminales nociceptivas (Lainez et al., 2019), participan en la regulacién del patrén de disparo de
las terminales nerviosas, ajustando su frecuencia y amplitud.

Los canales idnicos HCN se activan mas lentamente en comparacion con los Kv (Flynn & Zagotta,
2018; Ramentol et al., 2020). Esta diferencia en las cinéticas de activacion influye en sus roles

fisioldgicos y en la temporizacion de las respuestas eléctricas en las células excitables.
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También se ha demostrado que los canales idnicos HCN, mediante activacion repetitiva de
corrientes lh en neuronas primarias, contribuyen en el procesamiento e instauracion del dolor
(Luo et al., 2007; Ramirez et al., 2018; Viana & Belmonte, 2008; Young et al., 2014). En la misma
linea, se ha demostrado que en modelos neurodegenerativos se producen cambios de expresion
de los canales idnicos HCN. De esta manera, se ha observado una reduccién de HCN1, asi como
un aumento de HCN3 en la retina interna y de HCN4 en las dendritas, el soma y los axones de las

células ganglionares de la retina (RGC) degeneradas (Tochitsky et al., 2016).

Los canales idnicos HCN son susceptibles a la modulacidn por nucleétidos ciclicos como el AMPc,
gue actla como agonista principalmente para HCN2 y HCN4 (Lainez et al., 2019). Ademds, existen
compuestos como ZD7288, Cs o cilobradina (también conocida como DK-AH 269) que inhiben su
funcién (Kase & Imoto, 2012; Orio et al., 2009). Cabe destacar que el fotomodulador DENAQ
puede bloquear la actividad de los canales iénicos HCN, lo que sugiere su potencial terapéutico
en el tratamiento de trastornos relacionados con la disfuncidn de estos canales iénicos (Nikonov

et al., 2022; Tochitsky et al., 2016).

1.4. El ojo seco y la disfuncion de los canales idnicos expresados por los termorreceptores de

frio.

La enfermedad de ojo seco se define como “una enfermedad multifactorial y sintomatica,
caracterizada por la alteracién de la pelicula lagrimal o de la superficie ocular, en la que la
inestabilidad e hiperosmolaridad de la pelicula lagrimal, la inflamacidn y el dafio de la superficie

ocular, y las anomalias neurosensoriales son factores etioldgicos” (Wolffsohn et al., 2025).

Se trata de una entidad prevalente, especialmente en la poblacién de edad avanzada y bajo
condicionante hormonal (Stapleton et al., 2025). Esta enfermedad afecta entre un 7% y un 33%
de la poblacién general (Gayton, 2009). Sus sintomas principales, incluyendo el malestar, la
sensacion de sequedad y el dolor, se asocian a un entorno crénico de deficiencia lagrimal. La
enfermedad se clasifica en distintas etiologias; deficiencia en los componentes lacrimales,
anomalias palpebrales, alteraciones de la superficie ocular e iatrogénica. Segun su fisiopatologia,
existen dos categorias principales, ojo seco acuodeficiente y ojo seco evaporativo, o una

combinacién de ambas (Wolffsohn et al., 2025).
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El ojo acuodeficiente se asocia principalmente con infiltracion inflamatoria en la glandula
lacrimal, inducida por deficiencia de andrégenos o procesos autoinmunes que conlleva una
produccién inadecuada e insuficiente de lagrimas. Este dafio activa una cascada inflamatoria
caracterizada por la liberacion de proteasas y citocinas, el reclutamiento de células inflamatorias,

la maduracién de células dendriticas y una respuesta adaptativa mediada por linfocitos T.

El ojo evaporativo presenta un aumento leve de mediadores inflamatorios en la pelicula lagrimal.
Entre sus desencadenantes destacan las alteraciones fenotipicas del epitelio corneal que afectan
al glicocdlix, la queratinizacion de las glandulas de Meibomio y la disminucidn del parpadeo y
alteraciones de la superficie ocular, especialmente durante el uso prolongado de pantallas, lo

gue favorece el estrés por desecacion (Wolffsohn et al., 2025).

Ambas formas de la enfermedad resultan en una inestabilidad de la pelicula, con cambios
cuantitativos y cualitativos, que conlleva una hiperosmolaridad de la superficie ocular, un factor
clave en la inflamacion, estrés mitocondrial y oxidativo, el dafio tisular y anormalidades
neurosensoriales (Bron et al., 2017; Guerrero-Moreno et al., 2020; Kiyoi et al., 2024; Pflugfelder
& de Paiva, 2017). A medida que progresa la enfermedad, estos mecanismos se acumulan y
amplifican entre si, agravando el dafio tisular y la pérdida de homeostasis de la superficie ocular

(Perez et al., 2025).

El manejo clinico actual de la enfermedad del ojo seco se centra en reponer la lagrima y el uso
de suplementos oculares, considerados la piedra angular. Para la disfuncién de las glandulas de
meibomio, se emplea calor y la terapia de luz pulsada. Cuando la inflamacién es la causa
subyacente, se recurre a antiinflamatorios, inmunomoduladores y sustitutos biolégicos (Jones et

al., 2025).

En modelos animales de ojo seco, se ha observado que las terminaciones sensoriales de frio de
la cdrnea muestran un aumento de su excitabilidad. Este fendmeno esta relacionado con cambios
funcionales en los canales idnicos de sodio dependientes de voltaje (Nav) y los canales idnicos de
potasio dependientes de voltaje (Kv) (Kovacs et al., 2016). Esta alteracién en la excitabilidad
neuronal contribuye a los sintomas de hiperalgesia y alodinia. La inflamacidon cronica y la
alteracion de la integridad corneal conducen a una remodelacion de la red nerviosa y a una
sensibilizacidén de los nociceptores, lo que exacerba los sintomas de la enfermedad (Belmonte,

Acosta, et al., 2004; Kovdcs et al., 2016; Meng & Kurose, 2013; Parra et al., 2014).
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La modulacidn de la actividad de los canales idnicos juega un papel crucial en la excitabilidad
neuronal, alterando el mecanismo de parpadeo y se secrecién lacrimal. En algunos casos, el dolor
ocular refleja una disfuncién somatosensorial mas amplia, que involucra la participacién del
sistema nervioso central (Perez et al., 2025). El bloqueo farmacolégico de estos canales idnicos
puede alterar significativamente la capacidad de la célula para generar o inhibir potenciales de
accion, afectando su frecuencia, duracion y morfologia (Fakih et al., 2020; James A Brock et al.,
1998; Jin et al., 2023; Mourot et al., 2011). Comprender la organizacion funcional de los canales
ionicos de membrana en las terminaciones nerviosas sensoriales de frio es esencial, dado su

papel central en la fisiologia de la superficie ocular y en estados patolégicos.

1.5. Fotomodulacion de la actividad bioldgica.

La fotomodulacion de la actividad biolégica se cimienta en dos metodologias emergentes, la
optogenética y la optofarmacologia. Estas técnicas ofrecen la posibilidad de controlar la actividad
neuronal mediante la luz con una alta precisién espaciotemporal sin precedentes (Frank et al.,

2020; Gazerani, 2017; Hull et al., 2018; Morstein et al., 2021).

1.5.1. Optogenética.

La optogenética es una técnica que emplea luz a diferentes longitudes de onda para regular la
actividad de neuronas especificas que han sido previamente modificadas genéticamente
(Mourot et al., 2013). A través de vectores viricos, se introducen genes que codifican proteinas
exogenas fotosensibles, como las opsinas, que se asocian al cromdforo 11-cis retinal, una
molécula enddgena derivada de la vitamina A. El vector virico puede dirigirse a una linea celular
particular gracias a un promotor selectivo celular (Boyden et al., 2005; Tochitsky et al., 2016). Al
tratarse de una expresidon controlada en una linea celular definida, los cambios en el
comportamiento celular seran especificos de esa estirpe. La principal ventaja de esta
metodologia es su extraordinaria precisién espacial y temporal para controlar neuronas
especificas, permitiendo activar o inhibir estas neuronas de manera extremadamente répida
mediante pulsos de luz (Mourot et al., 2013). No obstante, existen varias limitaciones asociadas
al uso de la optogenética que incluyen la necesidad de modificar genéticamente las células

objetivo, un proceso que puede requerir mucho tiempo (dias o semanas para la expresién viral
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de opsinas (Mourot et al.,, 2018)). Ademas, la modificacién genética no siempre es factible,
especialmente en tejidos humanos, debido a cuestiones éticas relacionadas con la modificacién
genética humana y el uso de organismos manipulados genéticamente. También, puede
presentarse una respuesta inmunitaria a expresiones proteicas exdgenas, por ejemplo, en forma
de retinitis autoinmune experimental (Tochitsky et al., 2018). Otro desafio es la intervencion
necesaria para implantar una fibra dptica que dirija la luz hacia la regidn cerebral deseada.
Ademas, se deberian monitorear parametros fisiolégicos criticos, como temperatura, pH, presion
intracraneal, glucemia y oxigenacién, asi como evaluar posibles dafios, lo que dificulta su
aplicacion practica (Nazempour et al., 2022).

Aungue la optogenética proporciona una potente herramienta para investigar los mecanismos
electrofisiolégicos y comportamentales subyacentes de la dindmica neuronal, aun no permite
una comprension de los mecanismos moleculares. Esto sugiere la necesidad de desarrollar
nuevas herramientas dpticas que aborden estas limitaciones y permitan una comprensiéon mas

profunda de la neurociencia celular y molecular.

1.5.2. Optofarmacologia.

El uso de optofarmacos ha surgido como una alternativa prometedora sobre la optogenética para
modular la actividad celular con alta precisiéon. A diferencia de la optogenética, los optofarmacos
combinan principios de farmacologia y foténica para modular los procesos bioldgicos sin
necesidad de modificaciones genéticas (Mourot et al., 2013). Esta estrategia se basa en el disefio
de compuestos quimicos fotosensibles, también conocidos como fotofarmacos,
fotomoduladores, fotoconmutadores, farmacdéforos, optoquimicos o fotointerruptores
(photoswitches, en inglés).

Los fotointerruptores exhiben diferentes afinidades y eficacia para interaccionar con receptores
nativos en el sistema nervioso, como los canales idnicos, alterando sus propiedades fisicas,
guimicas o bioldgicas e influyendo en la actividad celular en respuesta a la aplicacién de la luz a

diferentes longitudes de onda.

Existen tres tipos principales de fotointerruptores sintéticos:
- Ligandos enjaulados: estan formados por un agonista o antagonista unido a un grupo

fotosensible. Este grupo fotosensible inactiva al ligando hasta que es excitados por luz, lo
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gue permite que el ligando se libere y se vuelva activo de forma irreversible. Este tipo de
fotointerruptor se utiliza para desencadenar cambios rapidos y permanentes en la
actividad celular.

- Ligandos anclados fotoconmutables o PTL: Estos ligandos estan unidos a un grupo
maleimida que les permite enlazarse covalentemente a su diana proteica, la cual ha sido
modificada genéticamente para incorporar un residuo cisteina. Esta modificacion mejora
la especificidad de la interaccién, reduciendo las interferencias indeseables fuera del
objetivo. Ademas, estos ligandos pueden fotoconvertirse cuando se irradian con luz, lo
gue permite un control preciso y repetible.

- Ligandos fotocromicos o PCL: este tipo de ligandos interactia de forma reversible con su
diana mediante enlaces no covalentes (Mourot et al., 2013), lo que proporciona un
control preciso, reversible y flexible sobre la actividad celular. El fotofdrmaco DENAQ,

empleado en este trabajo de tesis doctoral, es un ejemplo de PCL.

Con la introduccion e integracién de moléculas funcionales fotosensibles como el azobenceno, y
ocasionalmente, usando otros compuestos como el estilbeno, espiropiranos, diariletenos,
fulgidos o naftopiranos (Tochitsky et al., 2018), se ha logrado el desarrollo de una amplia gama
de ligandos fotocrémicos. Cuando se usa azobenzeno como interruptor molecular, este proceso
es conocido como azonizacion o azobenzonizacidn. La azonizacién ha permitido el desarrollo de
una amplia variedad de “photoswitches”, capaces de modificar su conformacion estructural y
propiedades en respuesta a la irradiacién con luz de diferentes longitudes de onda. Esta
capacidad los convierte en herramientas altamente eficaces para la modulacién precisa de la
actividad celular. Entre las principales ventajas se incluyen; su capacidad fotomoduladora
derivada del enlace diazeno (N=N), su tamafio molecular pequefio, su resistencia al fotoblanqueo
o pérdida de fluorescencia consecuencia de la degradacion quimica, y su estabilidad fotoquimica,
gue permite muchos ciclos de fotoisomerizacién sin fatiga. Este avance ha dado lugar al
desarrollo de multitud de nuevos compuestos con aplicaciones especificas, como BTDAzo,
dirigido a fotomodular el canal iénico TRPC5 (Miiller et al., 2022); PhoDAG, OptoDArG o OptoBI-
1, disefiados para fotomodular TRPC3 y TRPC6 (Curcic et al.,, 2019); asi como fotocaina o
azovanilloides, incluyendo AzCA4, rojo-AzCA4, Azo-Capsazepina-4 y ABCTC, orientados a
fotomodular el canal idnico TRPV1 (Aleixandre-Carrera et al., 2021); optovina, TRPswitch o

PSTRAPs para la fotomodulacion de TRPA1 (Peng et al., 2025); fotocaina aplicada a los canales
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idnicos Nav; fotofentanilo-2, enfocado a receptores opioides tipo |, 0 azopropofol-2 para la foto-
modulacion del receptor GABAa.

Cabe destacar que compuestos como AAQ, BENAQ, AFM2-10 y DENAQ fotomodulan la actividad
de los canales idnicos Kv y HCN (Tochitsky et al., 2014, 2016).

Al igual que en la optogenética, cuando el tejido a fotomodular se encuentra en una region
externa, el control luminico resulta mas sencillo debido a su accesibilidad y la menor interferencia
de las estructuras anatémicas circundantes. En este contexto, la luz penetra y alcanza las células
diana de manera mas directa y eficaz. Este es el caso de la cdrnea, que se clasifica como un tejido
de acceso dptico directo o clase 1 (Lerch et al., 2016), su estructura avascular y su transparencia
permiten que la luz atraviese con facilidad, lo que la convierte en un tejido ideal para la
fotomodulacion. Ademas, la cdrnea tiene una funcion sensorial fundamental, ya que alberga una
alta densidad de terminaciones nerviosas, lo que hace que su modulacién sea de particular
interés en estudios de neurociencia y en aplicaciones terapéuticas relacionadas con el control del
dolor y la regeneracion nerviosa (Mourot et al., 2013). Una de las principales ventajas de los
optofdrmacos es que no requiere ingenieria genética para su aplicacién. Esto permite modular la
actividad neuronal sin necesidad de introducir genes exégenos, lo que amplia las posibilidades
de aplicacion al aprovechar una amplia variedad de compuestos fotosensibles (Mourot et al.,
2011). Ademas, los fotointerruptores ofrecen una gran precisién temporal y espacial de los
canales idnicos. Esta capacidad permite ajustar la dosis de manera especifica, minimizando los
efectos secundarios sistémicos que podrian afectar areas fuera de la regidon objetivo. Esta
precision de los fotointerruptores resulta especialmente efectiva en tejidos externos, como la

cornea (Mourot et al., 2013).

La funcionalidad de los fotointerruptores radica en la rapida y reversible fotoisomerizacion entre
sus formas trans y cis, lo que provoca cambios significativos en su geometria y polaridad cuando
se expone a la luz. En condiciones de oscuridad o bajo exposicion a luz de longitudes de onda
corta, el azobenzeno permanece mayoritariamente en su forma trans (>99.99%), una estructura
alargada y estable termodindamicamente. La irradiacién con luz induce su cambio a la forma cis
(>95-96% para algunos ligandos fotocrémicos como AAQ, BzAQ), siendo una configuracion
angular (Mourot et al., 2013). El retorno a su forma trans, proceso conocido como isomerizacion

térmica retroactiva, se impulsa mediante la relajacién térmica espontanea, por aplicacién de
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longitudes de onda corta e incluso en oscuridad. La velocidad de fotoisomerizacién o
fotoconversion del azobenzeno se encuentra en el rango de picosegundos, lo que la hace
significativamente mds rapida que la mayoria de procesos bioldgicos. Esta rapidez es una ventaja
clave, ya que permite modular la actividad celular de manera casi instantanea, lo que es esencial
para aplicaciones que requieren una respuesta rdpida y precisa. Gracias a esta velocidad, el
azobenceno puede interrumpir o activar procesos celulares con una temporalidad muy ajustada,
donde se busca una modulacién exacta de la actividad celular sin interferir con otros procesos
bioldgicos de forma inadvertida (Mourot et al., 2013).

Sin embargo, los fotointerruptores presentan una serie de desafios que limitan su aplicacién. Uno
de los principales es la limitada capacidad que tienen estos compuestos para atravesar barreras
biolégicas, como la barrera epitelial o la membrana citoplasmatica, que protege los tejidos
internos o a la propia célula de sustancias externas que podrian resultar potencialmente daiinas.
En este sentido, los optofarmacos suelen ser moléculas polares, una propiedad que facilita su
fotoconversién, pero que los hace menos permeables a estas barreras biolégicas. La efectividad
de estos compuestos depende en gran medida de su capacidad para superar estas barreras sin
perder su actividad bioldgica y su capacidad de alcanzar su diana terapéutica. Para lograr su
efecto, los fotomoduladores deben primero difundir hasta su zona de accidn, lo que puede
implicar atravesar membranas celulares, y luego unirse a su objetivo molecular, como los canales
idnicos. Lograr este nivel de control requiere optimizar cuidadosamente las propiedades
farmacodinamicas y farmacocinéticas de los compuestos, asegurando tanto su difusién eficaz
como su capacidad para modular de manera precisa la actividad celular o neuronal en el tejido
deseado. Curiosamente, algunos ligandos fotocromicos como el QAQ, BENAQ y DENAQ exhiben
una accién selectiva sobre las células en procesos degenerativos, lo que favorece su penetracion

y accion en tejidos alterados sin afectar a los tejidos sanos o indemnes (Tochitsky et al., 2016).

1.5.2.1. DENAQ.
El compuesto quimico Diethylaminoazobenceno-4'-Aza-Quinolizinium Bromide, mas conocido
como DENAQ, es un fotointerruptor de caracteristicas anfifilicas, cuya sintesis se basé en la

estructura del tetraetilamonio (TEA), un bloqueante clasico de los canales iénicos Kv.

Estructuralmente, el DENAQ estd compuesto por tres elementos:
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- Un azobenzeno que proporciona la capacidad de fotoconversién al compuesto.
- Un amonio cuaternario, con carga positiva, que interactda con el poro del canal iénico
bloqueando el flujo idnico.
- Un grupo alquilamino, donador de electrones, que contribuye a las propiedades
espectrales y a la estabilidad termodinamica del isémero cis (Mourot et al., 2011).
En términos funcionales, el DENAQ ha demostrado ser eficaz en conferir sensibilidad a la luz a
tejidos nerviosos como la via auditiva en jerbos, particularmente en neuronas binaurales de la
oliva medial superior y a las células ganglionares de tipo OFF en la retina de un modelo animal
de ceguera RD1. En ambos casos, la fotosensibilizacidn de estos tejidos depende de la accion del
DENAQ sobre canales iénicos HCN (Ko et al., 2016; Tochitsky et al., 2014, 2016). EIl DENAQ
presenta una respuesta éptima a la luz de 480 nm de longitud de onda (Mourot et al., 2011;
Nikonov et al., 2022; Tochitsky et al., 2014), debido a una absorcidn de luz desplazada hacia el
rojo, lo que significa que su activacién ocurre a longitudes de onda menos fotodaiiinas que otros
“fotoswitches”, cuyo pico de absorcion maxima esta en el espectro ultravioleta. En este ultimo
caso, la irradiacion luminica puede afectar la viabilidad celular y diversos procesos fisiolégicos,
incluida la transcripcion génica y la generacién de estrés oxidativo (Gataulina et al., 2024;

Tochitsky et al., 2014).

Se ha descrito previamente que el DENAQ puede restaurar comportamientos fototaxicos y
aprendizaje visual en modelos animales de ceguera, como ratones, ratas y perros con retinitis
pigmentosa o degeneracion parcial de la retina (Hull et al., 2018; Tochitsky et al., 2014, 2017).
Sin embargo, su efecto en estructuras neuronales alejadas del soma, como las terminaciones
nerviosas periféricas, aun resulta desconocido (Tochitsky et al., 2016). En los modelos de
degeneracion retiniana, el DENAQ ingresa en las células ganglionares principalmente a través de
canales idnicos nativos como los canales idnicos P2X (Nikonov et al., 2022; Tochitsky et al., 2016),
principalmente a través del canal idbnico P2X7 (Tochitsky et al., 2016). Este fendmeno podria estar
relacionado con la regulacion al alza de los canales iénicos P2X y HCN en el modelo degenerativo,
lo que explicaria la fotosensibilizacién observada en el modelo de degeneracién retiniana y no
asi en retinas sanas (Tochitsky et al., 2016).

Una vez dentro de la célula, y en condiciones de oscuridad, el isémero trans se convierte en un
bloqueante eficiente, uniéndose al poro de los canales idnicos HCN y Kv, especialmente de Kv3.1,

Kv2.1, Kv4.2 (Mourot et al., 2011; Tochitsky et al., 2016), obstruyéndolos y permitiendo el control
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de los potenciales de accion de estas células (Tochitsky et al., 2016). Asimismo, se ha descrito
gue el DENAQ no presenta afinidad por otros canales iédnicos como Ca,2.2, Nav e incluso algunos
miembros de la familia de los canales idnicos de potasio como Sharker-IR o Kir2.1 (Mourot et al.,
2013). Bajo luz visible de alta intensidad o con diodo emisor de luz (LED) azul de alta intensidad,
el DENAQ cambia a su forma cis, modificando su afinidad por estos canales idnicos, que
desaparece bruscamente, y se desplaza fuera del poro del canal iénico, lo que produce el
desbloqueo del mismo (Mourot et al., 2011) (Figura 4). Este proceso es reversible, y la relajacién
térmica de cis a trans en la oscuridad tiene un tiempo aproximado de 300 ms, aunque pueden
observarse dinamicas mas rapidas (<50 ms) (Mourot et al.,, 2011; Tochitsky et al., 2014). El
DENAQ, mediante su cambio estructural dependiente de su exposicion a la luz, modifica su
capacidad para bloquear los canales idnicos Kv y HCN, lo que induce una alteracion en el patrén
o frecuencia de disparo neuronal, fendmeno conocido como photoswitching (PS) y también
utilizado en ese trabajo de tesis como foto-conmutacién o foto-reduccion (Mourot et al., 2011;

Nikolaev & Tikhonov, 2023; Nikolaev et al., 2021; Tochitsky et al., 2014).
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Figura 4. Estructura quimica del DENAQ en conformacion trans (oscuridad) y cis (luz). El componente de

DENAQ sensible a la luz, el azobenceno, estd resaltado en naranja. Adaptado de Mourot et al.,, 2013.

Aunque los datos disponibles sobre la inyeccion intravitrea del DENAQ en ratones indican una
nula citotoxicidad (Nikonov et al., 2022; Tochitsky et al., 2014), algunos estudios reportan
hallazgos controvertidos en perros, especialmente en concentraciones elevadas. A partir de
voliumenes de 150 pL y, particularmente, con concentraciones de 0,3 mM para ojos no
vitrectomizados y entre 3 a 10 mM para ojos vitrectomizados, se han observado efectos adversos
como uveitis, malestar ocular, retinotoxicidad, catarata subcapsular posterior, glaucoma, atrofia
retiniana, deterioro visual agudo o desprendimiento de retina. Estos efectos podrian ser
explicados por el efecto del DENAQ sobre la actividad de las células de Miiller, las cuales también
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expresan P2X7 y Kir4.1. Este hallazgo resalta la necesidad de evaluar cuidadosamente la
seguridad y la toxicidad del DENAQ, especialmente en estudios preclinicos y en posibles

aplicaciones clinicas en seres humanos (Nikonov et al., 2022; Tochitsky et al., 2018).

Dado que la fotosensibilidad inducida por el DENAQ depende de la presencia funcional de canales
idnicos P2X en la retina degenerada, surge la hipdtesis de que el DENAQ también podria servir
como un indicador ultrasensible para explorar la expresion funcional de estos canales idnicos en
otras regiones del sistema nervioso, como el periférico. Esto incluye, por ejemplo, las
terminaciones sensoriales de frio de la cérnea, abriendo nuevas posibilidades prometedoras para
el estudio y la modulacidon de estas estructuras periféricas a través de la optofarmacologia
(Mourot et al., 2011; Nikonov et al., 2022; Tochitsky et al., 2016).Investigaciones previas han
revelado que la entrada del DENAQ a las neuronas puede estar mediada por receptores
especificos, como el canal idnico P2X7 (Figura 5). Los receptores P2X son canales idnicos de
membrana activados por ATP extracelular que permiten el paso de cationes. Se ha demostrado
qgue el canal idnico P2X7 media la entrada de DENAQ a células ganglionares de la retina
degenerada en un modelo de ratdn de retinosis pigmentosa (Figura 5) (Tochitsky et al., 2014,
2016). Esta propiedad del DENAQ se ha utilizado para identificar la expresion funcional de los

canales iénicos P2X7 en la retina de ratén (Tochitsky et al., 2016).

(%) HCN channels

Agonist

e,
§996999699994469

+—=
% J dark Unblock

Now
Block 3~'© @
I caave s g

Figura 5. Estructura quimica, permeacidon de la membrana y bloqueo en trans. Dado que la membrana
celular es impermeable a DENAQ, este entra en la célula a través de los canales P2X7 abiertos en células
ganglionares de retinas degeneradas en el modelo murino de ceguera Rd1. A continuacién, el DENAQ se

une al vestibulo intracelular de los canales idnicos HCN y bloquea la conduccién de iones en la
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configuracion trans (oscuridad) pero no después de la foto-isomerizacion a la configuracion cis

(estimulacion con luz de 460 nm). Adaptado de Mourot et al., 2013.

Por lo tanto, funcionalmente el DENAQ entra a la célula a través de canales idnicos P2X y actua
como un transbloqueante de los canales idonicos HCN y Kv, en condiciones de oscuridad. Bajo esta
configuracion, el DENAQ modula el patrén de disparo neuronal al bloquear la corriente Ih y la
salida de potasio, lo que provoca alteraciones tanto en la frecuencia como en la forma del
potencial de accién, dependiendo del tipo celular y su contexto fisiopatoldgico. Al ser activado
por luz visible (460 nm), cambia a su forma cis, pierde afinidad por estos canales idnicos,
generando un “photoswitching” reversible que confiere control espaciotemporal sobre la
excitabilidad neuronal. Este mecanismo también permite evaluar de forma indirecta la expresion
funcional de canales idnicos HCN y Kv, asi como su regulacion en procesos degenerativos,
convirtiéndolo en una herramienta éptica y farmacoldgica de diagnéstico y modulacién neuronal.
Asi, surge la hipétesis de que el DENAQ podria modular la actividad eléctrica de las terminaciones
nerviosas sensoriales de frio de la cdrnea del cobaya (Mourot et al., 2011; Nikonov et al., 2022;

Tochitsky et al., 2016).
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2. OBJETIVOS.

1. Determinar la capacidad del DENAQ de modular la actividad eléctrica espontanea y
evocada por frio en las terminaciones nerviosas sensoriales de frio en cdrneas de
cobaya, tanto en condiciones de control como en un modelo patoldgico de deficiencia

lagrimal.

2. Evaluar el papel de los canales idnicos P2X en la entrada del DENAQ a las terminaciones
nerviosas de frio en cdrneas de cobaya, a través de la co-aplicacion de compuestos

antagonistas de estos canales idnicos y DENAQ.

3. Determinar el posible rol de los canales idnicos Kv y HCN como dianas farmacoldgicas

del DENAQ.

4. Determinar la expresion de los canales idnicos P2X2 y P2X3 en las terminaciones

nerviosas de frio en corneas de raton.

5. Demostrar el potencial del DENAQ en la foto-modulaciéon del reflejo de parpadeo
evocado por frio, tras su instilacion topica en el ojo, como una prueba de su eficacia in

vivo en la rata.

La consecucién de estos objetivos contribuiria a una mejor comprension de la organizacion
funcional de los canales idnicos de membrana de los termorreceptores de frio y podria abrir
nuevas vias para el desarrollo de terapias opto-farmacoldgicas en el tratamiento del ojo seco y

otros trastornos de la superficie ocular.
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3. MATERIALES Y METODOS.
3.1. Aspectos éticos y animales de experimentacion.

Esta investigacion se llevo a cabo siguiendo la Directiva de la Unién Europea (2010/63/EU), y la
legislacién espafiola sobre la proteccion de animales de experimentacion. El protocolo
experimental fue aprobado por el Comité de Etica e Integridad en la Investigacién de la
Universidad Miguel Hernandez (cédigos 2019/VSC/PEA/0275 y 2021/VSC/PEA/0025). Todos los
animales se asignaron aleatoriamente a los grupos de experimentacién. Se utilizaron cobayas
Dunkin Hartley de ambos sexos, de 2 a 3 meses de edad, ratones transgénicos TRPM8BAC-EYFP
(Morenilla-Palao et al., 2014) de 3 a 6 meses de edad y ratas Wistar de 3 a 5 meses de edad. Los
animales se mantuvieron en jaulas individuales, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y en

una instalacién con temperatura controlada. Se les proporciond alimento y agua ad libitum.

3.2. Induccién del modelo de deficiencia lagrimal crénica en cobaya.

Para este estudio, se utilizé un modelo animal de ojo seco inducido por la extirpacion bilateral de
la glandula lagrimal principal segun (Kovdcs et al., 2016).Las cobayas se anestesiaron con
ketamina hidrocloruro (90 mg/kg i.p. Ketamidor, metViva Richter, ref 5880393.7) y xilacina
hidrocloruro (5 mg/kg i.p. Xilagesic, CALIER, ref 572599-4) con aguja estéril 25G x 5/8” (Terumo®
Agani, ref AN*2525R1) antes de proceder a la diseccion bilateral de la glandula lacrimal principal.
Una vez anestesiado, se colocd sobre una manta eléctrica y tapado con un pafio para preservar
su temperatura corporal durante la intervencién quirurgica. Se rasurd la piel, primero con unas
tijeras pequefias (FST, ref 15015-11), o si fuera necesario con una magquinilla de afeitar (Braun™
Aesculap Vega GT410, Fisher scientific), justo encima de donde se localiza la glandula, y se lavd
con solucidn salina para eliminar restos de pelo. Con el uso de una ldmpara de hendidura (Takagi
MFG.Go., Modelo MT ON-5, Nakano, Japdn), se realizd una incision cutdnea de
aproximadamente ~8 mm en el lado temporal, posterior al canto lateral por medio de una hoja
desechable de bisturi estéril de n11 (Nahita, ref FMB012) con mango del n3 (FST; ref 10003-12),
desde el extremo temporal del ojo y dirigido hacia inferior, se fueron disecando los tejidos en
profundidad hasta que se expuso la glandula exorbitaria y se disecé la capsula fibrosa, extrayendo
cuidadosamente la glandula lacrimal. La extraccion completa se verificod inspeccionando el area

quirdrgica para descartar la presencia de tejido glandular residual. Ante la presencia de
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hemorragia se usaron hisopos absorbentes de algodén o hemostetas estériles de punta aguda
(Kettenbach; Sugi Inside, 30601; ref 18105-01) para generar hemostasia. Al finalizar el
procedimiento, se aplicaron dos gotas de colirio antibidtico (tobramicina al 3 mg/mL; Tobrex, ref
977298.7) en el area quirdrgica para prevenir infecciones y promover el bienestar de los
animales. Finalmente, la incision cutanea fue suturada con seda trenzada 6.0 y aguja curva (Lorca
Marin; ref 55343) estériles por medio de dos a cuatro puntos. Los animales se alojaron
individualmente y se controlaron regularmente para detectar posibles signos clinicos de
inflamaciéon o defectos epiteliales locales (conjuntivales y corneales) o sistémicos hasta la
realizacion del registro electrofisioldgico extracelular un mes mas tarde. En caso de necesidad,
se tuvo previsto la administracion postoperatoria de buprenorfina subcutanea 0.1 mg/kg/dia
(Bupag; Richer pharma; ref 578816.6) y paracetamol/meloxicam (apiretal; ref 661267.5 oral en

el agua de bebida ad libitum / loxicom; ref 570043.4 i.p; Servicio de experimentacion animal).

Para asegurar la efectividad de la cirugia, se valoré el volumen de lagrimas con un hilo de rojo de
fenol (Zone-Quick, Menicon, Nagoya, Japdn) colocado en el borde temporal del ojo durante 30 s
antes de la cirugia (a los dos meses de edad) y el dia del registro electrofisioldgico, cuatro
semanas después (a los tres meses de edad) para confirmar cualitativamente la instauracidn de
la deficiencia lagrimal. Los hijos de rojo fenol son inicialmente de color amarillo, sin embargo, el
color cambia a rojo en contacto con la secrecion lacrimal (con pH mas alcalino), lo cual permite

su medicién en milimetros.

3.3. Registro electrofisiologico de las terminaciones nerviosas corneales de frio en cobaya.

Las cérneas se prepararon para los registros electrofisioldgicos siguiendo el protocolo descrito
por (Acosta et al, 2013). Las cobayas fueron sacrificadas mediante una sobredosis
intraperitoneal de pentobarbital sédico (Dolethal®, Vétoquinol E.V.S.A., Madrid, Espaia) a una
dosis de 120 mg/kg. Tras confirmar la pérdida de reflejos vitales, las cérneas se extrajeron
cuidadosamente bajo microscopio estereoscdpico. Para ello, se realizé una incision inicial con
una hoja de bisturi estéril n211 (Nahita, ref. FMB012) acoplada a un mango n23 (FST; ref. 10003-
12), seguida de un corte circular a nivel del limbo utilizando tijeras de iris (FST, ref. 15015-11),
evitando el contacto directo con el epitelio corneal. Durante la diseccién, la cérnea se sostuvo
con una pinza de diseccién (FST n25, ref. 91150-20) para garantizar la precision del procedimiento

y minimizar el dafio tisular.
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Inmediatamente después de la extraccion, las cérneas se colocaron en un vaso de precipitados
con una solucién fisioldgica de la siguiente composicién: 133,4 mM de NaCl, 4,7 mM de KCl, 2
CaCl,, 1,2 mM de MgCl,, 16,3 mM de NaHCOs, 1,3 mM de NaH,PO, y 9,8 mM de glucosa. La
osmolaridad de la solucién fue ~310 mOsm:-L y se burbujed con carbégeno (95% O3, 5% CO,)

durante 60 minutos para mantener un pH de 7,4 y la oxigenacion.

A continuacion, las cérneas se dividieron en dos mitades y se asignaron a distintas condiciones
experimentales, control o tratadas con el DENAQ. Las muestras se incubaron con DENAQ a
concentraciones de 200 uM o 2 mM, durante aproximadamente 40 minutos en un bafio
termostatizado (J.P. Selecta, SERO-TEST) a 34 °C. Posteriormente, cada pieza de cérnea se
transfirié a una cdmara de perfusion ex vivo, donde se fijé y aseguré por la conjuntiva o la esclera
utilizando alfileres entomoldgicos de acero inoxidable (FST, ref. 26002-10) sobre una base de

silicona (Sylgard 184°®; Dow Corning, Midland, Ml) en el fondo de la camara.

Los registros electrofisioldgicos se efectuaron dentro de una jaula de Faraday para minimizar las
interferencias electromagnéticas. Durante el registro, las corneas se perfundieron de forma
continua a un flujo de ~2,5 mL/min con la misma solucidn fisioldgica, mantenida en burbujeo
constante con carbdgeno. La temperatura del bafio se mantuvo estable a 34 °C (temperatura
basal) mediante un sistema Peltier de fabricacidon casera, controlado por retroalimentacion
térmica mediante una microsonda (termdmetro BAT-12, Physitemp Instruments Inc., EE. UU,,

con microsonda IT-18).

El registro extracelular de los impulsos de las terminaciones nerviosas (NTIs) se realizé segun la
técnica descrita por (James A Brock et al., 1998) (Figura 6a). Se utilizaron micropipetas de vidrio
de borosilicato (Harvard Apparatus, 1.5 mm O.D. x 1.17 mm 1.D.; ref. 30-0065), con un didmetro
de punta aproximado de 50 um, fabricadas mediante un estirador térmico (Narishige, modelo
PC-10). Las micropipetas, llenas con solucion fisiolégica, se aplicaron suavemente sobre la
superficie corneal bajo una ligera succién, evitando dafiar el epitelio, pero permitiendo aislar la
actividad de las terminaciones nerviosas. El electrodo de registro, de plata, se introdujo en la
micropipeta, mientras que el electrodo de referencia de Ag/AgCl se colocé en el bafio de

perfusidn. Se registréd un maximo de un termorreceptor de frio por cada pieza de cérnea.

Las sefiales eléctricas se amplificaron 100x mediante un amplificador NL 104 AC (Digitimer,
Welwyn, Reino Unido) y se filtraron con un sistema NL 125/NL 126 (Digitimer) con paso alto de 5

Hz y paso bajo de 5 kHz, incorporando ademas un filtro de red de 50/60 Hz (Hum Bug, Quest
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Scientific). La sefial se visualizé en un osciloscopio digital (Tektronix TDS210) y en un monitor de
ordenador, y se escuchdé simultdneamente mediante altavoces (Geniusnet SP-Q06S, Kye Systems
Corp., China). La seiial filtrada se almacend en una computadora a una velocidad de 20 KHz
utilizando una interfaz CED Micro-1401 (Cambridge Electronic Design, Cambridge, Reino Unido)

y se almacenaron y analizaron con el software Spike 2 v.8.02 (CED).

Solamente se seleccionaron para el andlisis los NTls correspondientes a terminaciones nerviosas
sensibles al frio, las cuales se identificaron por su descarga espontdnea regular a temperatura
basal (34 °C), que aumentaba significativamente durante rampas de enfriamiento de la solucién
de registro hasta aproximadamente 15 °C (rango considerado inocuo) (figura 6b). Tras la
finalizacion de los registros, las cérneas y los restos bioldgicos fueron desechados siguiendo los

protocolos institucionales de bioseguridad para la eliminacion de material bioldgico.

La actividad de NTI en la temperatura basal se registré durante al menos 100 segundos antes de

aplicar el protocolo de estimulacién luminica (figura 6c) y los estimulos térmicos.
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Figura 6. Registro electrofisioldgico extracelular en terminaciones nerviosas de la cérnea del cobaya tras
la administracion de DENAQ. a) Esquema de la preparacidn experimental ilustrando la configuracién de la
aplicacion de luz (LED 460 nm) y el registro electrofisioldgico. b) ejemplo de un registro de los impulsos

en la terminacion nerviosa (NTI) de un termorreceptor de frio de la cérnea. Obsérvese la actividad
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espontdnea antes de la estimulacién por frio y la posterior actividad evocada por el enfriamiento de la
solucion de registro.c) Protocolo de estimulacién térmica y por luz. Se aplican 5 pulsos de luz de 15
segundos de duracién cada uno, a 349C, y a continuacidn 3 rampas de enfriamiento desde 342C hasta los
15 oC.La primera rampa y la tercera se aplican en oscuridad, mientras que la segunda rampa se aplica en
presencia de luz azul (LED 460 nm). Obsérvese el descenso de la frecuencia de NTIs de la actividad

espontdnea durante la aplicacién de pulsos de luz a 34¢9C.

3.4. Estimulacién luminica del compuesto DENAQ.

Para inducir la foto-isomerizacion del DENAQ, se utilizé un LED (diodo emisor de luz) con una

longitud de onda de 460 nm (Prizmatix Ltd., Holon, Israel) (Figura 7).

42



Figura 7. Configuracién experimental de estimulacion optofarmacoldgica. Se muestran los componentes
del dispositivo LED de 460 nm (arriba izquierda) y la emisién de luz azul (arriba derecha). En la parte
inferior, se observa el montaje en microscopio estereoscépico para la iluminacion dirigida a la superficie

corneal durante los registros electrofisioldgicos.

La intensidad de luz incidente en la cérnea fue de 60 mW/cm?. El protocolo luminico consistié en
5 ciclos de pulsos alternos de oscuridad/luz de 15 segundos cada uno, seguidos de 3 descensos
de temperatura consecutivos desde 34 °C hasta 15 °C, con una duracion de 30 segundos y una
tasa de enfriamiento promedio de -0,5 °C por segundo. El primer y tercer descenso se realizaron
en condiciones de oscuridad, mientras que el segundo se llevd a cabo bajo irradiacién luminica

(Figura 6c¢).

El cambio inducido por la luz en la frecuencia de los NTls de las terminaciones nerviosas de frio,
previamente incubadas con DENAQ, se denomind “photoswitch” (PS) y se calculé de la siguiente

manera:
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_ frecuencia NTI en oscuridad — frecuencia NTI en luz

PS x100

frecuencia NTI en oscuridad

Para todos los registros electrofisiolégicos en cobayas, se consideré que debia producirse un
cambio en la misma direccién cinco veces para considerar que se habia producido

“photoswitching”.

3.5. Reactivos quimicos.

El DENAQ fue sintetizado segiin (Mourot et al., 2011) y obtenido de Jubilant Chemsys, Ltd. (Uttar
Pradesh, India). Se disolvié en DMSO (dimetilsulféxido; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a una
concentracion inicial de 200 mM. El pico maximo del espectro de absorcidn de luz del DENAQ es
de 470nm. En la figura 8 se muestra el espectro de absorcion del DENAQ en comparacién al de

otros compuestos foto-conmutables bloqueantes de canales idnicos de potasio.

1.0 &
—AA
0.8 — BENAQ
a 0.6 — PhENAQ
© .41 — DENAQ
1 DENAQ-F4
0.2 — AFM2-10
0.0

300 400 500 600 700
Wavelength (nm)
Figura 8. Espectros de absorcidn de luz ultravioleta y visible de distintos azobencenos. Los espectros se

registraron a temperatura ambiente en una solucidn salina tamponada con fosfato a un pH de 7.4.

Adaptado de Mourot et al., 2011.

Las soluciones “stock” de los demas compuestos se prepararon disolviendo los farmacos en agua
destilada a las siguientes concentraciones: Cilobradina (24,01 mM; Sigma-Aldrich), Capsazepina
(100 mM; Tocris Bioscience, Bristol, UK), sal de hexasodio de Suramina (50 mM; Tocris
Bioscience), sal de trietilamonio de TNP-ATP (10 mM; Tocris Bioscience), y Purotoxina-1 (0,1 mM;
Smartox Biotechnology, Saint-Egreve, France). Ademds, se prepard una solucién “stock” de
A740003 disuelta en etanol a una concentracién de 20 mM (Sigma-Aldrich). Todos los

compuestos quimicos se diluyeron a sus concentraciones de trabajo con la solucién fisioldgica.
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En la tabla 1 se muestran las dianas farmacoldgicas de los antagonistas de canales idnicos

empleados en este trabajo de tesis doctoral.

Antagonista Diana molecular
Cilobradina Canales ionicos HCN
Capsazepina Canal iénico TRPV1

Sal hexasddica de Suramina Receptores purinérgicos P2
Sal de trietilamonio de TNP-ATP Canales ionicos P2X
Purotoxina-1 Canal i6nico P2X3
A-740003 Canal id6nico P2X7

Tabla 1. Lista de antagonistas farmacoldgicos y sus dianas moleculares, utilizados para el estudio funcional

de las terminaciones nerviosas de frio del cobaya.

3.6. Inmunohistoquimica.

Ratones de la linea TRPMS8BAC-EYFP fueron sacrificados con una sobredosis intraperitoneal de
pentobarbital sédico (Dolethal, Vetoquinol, Lure, France), seguida de dislocacién cervical. Los
ojos se enuclearon y se fijaron en metanol y DMSO (4:1) durante 2 horas a temperatura ambiente
(22 °C). Posteriormente, se incubaron por 5 minutos a -20 °C en metanol al 100%, se rehidrataron

y se lavaron cinco veces en PBS (5 x 15 min).

Las cérneas se aislaron, se cortaron en cuadrantes y se incubaron durante 2 horas a temperatura
ambiente en una solucidn de blogueo que contenia suero de cabra al 5% (Vector Laboratories,
Burlingame, CA), albumina de suero bovino al 1% (Vector Laboratories), y Triton X-100 al 0,1%
(Sigma-Aldrich). A continuacién, las corneas se incubaron con anticuerpos primarios diluidos en
la solucién de blogueo durante cuatro dias a 4 °C. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-
P2X2 de conejo (1:50; Alomone Labs Cat# APR-016, RRID:AB_2313760), anti-P2X3 de conejo
(1:50; Alomone Labs Cat# APR-003, RRID:AB_2040054), anti-B-tubulina de clase Ill neuronal de
raton (1:500; Covance Cat# MMS-435P, RRID:AB_2313773) y anti-GFP de pollo (1:500; Abcam
Cat# ab13970, RRID:AB_300798).

Después de enjuagar con PBS, las cdrneas se incubaron con anticuerpos secundarios: Alexa Fluor
488 cabra anti-lgG de pollo (1:500; Molecular Probes Cat# A-11039, RRID:AB_142924), Alexa
Fluor 555 cabra anti-lgG de ratén (1:500; Thermo Fisher Scientific Cat# A32727,
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RRID:AB_2633276) y Alexa Fluor 647 cabra anti-IgG de conejo (1:500; Thermo Fisher Scientific
Cat# A32733, RRID:AB_2633282) en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, se incubaron con Hoechst 33342 a 10 pug/ml (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, después de enjuagar con PBS, las

cérneas se montaron con Fluoromount-G (Thermo Fisher Scientific).

Las imagenes de fluorescencia se capturaron con un microscopio confocal de barrido laser Zeiss
LSM 880 con un objetivo LD LCI Plan-Apochromat 25x/0.8 Imm Korr DIC M27 (Carl Zeiss AG). Las

imagenes se analizaron usando el software Fiji (ImageJ 1.4, NIH).

3.7. Registro de la actividad electromiografica del musculo orbicular del ojo (OOemg) de rata.

Bajo anestesia de isoflurano, se colocaron ratas Wistar (2 hembras/1 macho) en un marco
estereotdxico. Se implantaron un par de cables de acero recubiertos de teflén (0.002 pulgadas
de didametro) con 1 mm expuesto en la punta, cerca de las porciones temporal y frontal del
musculo Orbicularis Oculi para el registro de la sefial OOemg. Los cables de registro se conectaron
a un conector adherido al craneo con resina dental acrilica (Duralay®, Reliance, IL, USA) y cuatro
tornillos de acero inoxidable. Un cable de plata (0.005 pulgadas de diametro) conectado a uno

de los tornillos sirvié como tierra.

Los animales recibieron tratamiento analgésico (0,05 mg/kg de buprenorfina, Buprecare® 0,3
mg/ml, DFV, Espafia) durante tres dias después de la cirugia y se mantuvieron aislados. Se les
permitid recuperarse durante diez dias antes de la sesidén de registro. Se amplificaron, filtraron
con paso de banda (300Hz-3000Hz), digitalizaron y almacenaron las sefiales eléctricas OOemg,
evocadas por estimulos frios y calientes, usando una interfaz (Micro 3-1401, CED, Cambridge, UK)
y el software Spike2 v7.0 (CED, Cambridge, UK) para su andlisis offline. Se analizaron el nimero

de parpadeos, la duracién y el area bajo la curva (AUC) de la respuesta evocada.

La estimulacion térmica de la superficie ocular se realizé instilando en la cérnea 20 uL de gotas
de solucion salina a diferentes temperaturas. Los estimulos frios produjeron un descenso de la
temperatura de la superficie ocular (OS) de 32-30 °C a 15 °C. Para la estimulacién con calor
nocivo, se utilizaron gotas de solucién salina que aumentaban la temperatura hasta 40-42 °C. La
temperatura de la superficie ocular se registré continuamente con una sonda térmica de alta

velocidad (IT — 24P, Physitemp, Bat — 12, Clifton, NJ, USA). Los estimulos se aplicaron con un
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intervalo de al menos 30 segundos para permitir que la temperatura volviera a su valor basal. Las
condiciones de oscuridad/luz se alternaron bajo condiciones basales. Después, los animales
fueron tratados tépicamente con DENAQ. Para ello, se instilaron 10 pL de gotas de 20 mM de

DENAQ en la superficie ocular a intervalos regulares de 30 segundos durante 40 minutos.

3.8. Analisis estadistico.

Los datos se recopilaron y procesaron para el andlisis estadistico usando el software GraphPad
Prism 9 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Inicialmente, se aplicd la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk. Los datos con una distribucién no paramétrica se presentan como medianay rango
intercuartil (IQR = 25% a 75%), mientras que los datos con distribucidn normal se expresan como
media + error estandar de la media (SEM). Un valor de p de 0,05 o menos se considerd

estadisticamente significativo.

Para la comparacion de dos muestras, se aplicé una prueba t de Student o su equivalente no
paramétrico. Para comparar multiples muestras, se utilizo el analisis de varianza (ANOVA) o su
contraparte no paramétrica. Las pruebas especificas utilizadas se indican en el texto y en los

titulos de las figuras.

4. DISCUSION.

En el presente trabajo de tesis, se muestra que la molécula fotoisomerizable DENAQ confiere
sensibilidad a la luz a las terminaciones nerviosas sensoriales de frio de cobayas en cérneas ex
vivo. Investigaciones anteriores han demostrado que el DENAQ fotosensibiliza la actividad de las
células ganglionares de la retina en un modelo murino de retinitis pigmentosa, asi como la
actividad de neuronas auditivas binaurales de jerbos (Ko et al., 2016; Tochitsky et al., 2016). Los
datos de esta memoria de tesis muestran ademas que el DENAQ modula la actividad eléctrica de
los axones sensoriales periféricos de forma dependiente de la luz, tras ser administrado
directamente en terminaciones nerviosas corneales, previamente separadas del soma. Esto se
suma al conjunto de pruebas que demuestran que las moléculas basadas en azobenceno, pueden
dotar de sensibilidad a la luz a los nociceptores, directamente en sus terminales nerviosas (Frank

et al., 2015; Landra-Willm et al., 2023; Mourot et al., 2012).
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El DENAQ es un compuesto antagonista de los canales idnicos Kvy HCN en su configuracion trans,
la cudl es adquirida en condiciones de oscuridad, mientras que la luz visible de alta intensidad
convierte el DENAQ en su isomero cis, liberando a estos canales idnicos del bloqueo (Mourot et
al.,, 2011; Tochitsky et al., 2014). Por lo tanto, se espera que el efecto del DENAQ sobre la
excitabilidad de las terminaciones nerviosas de frio corneales, resulte del balance neto entre las
contribuciones hiperpolarizantes o despolarizantes al potencial de membrana, como

consecuencia de la actividad de estos canales idnicos en las terminaciones nerviosas.

Asi, en la oscuridad, se observé una disminucién de la actividad espontanea de las terminaciones
nerviosas de frio, lo que sugiere que el efecto hiperpolarizante sobre el potencial de membrana,
como consecuencia del bloqueo farmacolégico de los canales i6nicos HCN por DENAQ,
predomina sobre el efecto despolarizante sobre el potencial de membrana, como consecuencia
de la inhibicién farmacolégica de los canales idnicos Kv por DENAQ. En apoyo a la hipétesis de
qgue la inhibicion de los canales idnicos HCN por DENAQ en la oscuridad, reduce la actividad
espontanea, datos previos muestran que los antagonistas quimicos de los canales idnicos HCN,
la ivabradina y sus derivados estructurales cilobradina y zetabradina, reducen la actividad

espontdnea de las terminaciones nerviosas de frio en corneas de cobaya (Quirce Vazquez, 2020).

La exposicion a la luz, sin embargo, reduce la actividad espontanea (photoswitching) en mayor
medida que el pretratamiento con DENAQ por si solo. Esto sugiere un efecto hiperpolarizante
sobre el potencial de membrana de la terminacidn nerviosa de frio corneal, presumiblemente
debido a la fotoliberacion de la conductancia de los canales Kv, que superaria el efecto
despolarizante resultante de la fotoliberacion de la actividad de los canales idnicos HCN. Este
mecanismo es consistente con los resultados que muestran la persistencia de la foto-
conmutacién mediada por DENAQ, incluso en presencia del compuesto bloqueante de canales
idnicos HCN, cilobradina. Ademas, esta conclusidon es consistente con estudios previos que han
demostrado que varios subtipos de canales idnicos de potasio dependientes de voltaje, incluidos
Kv2.1, Kv3.1 y Kv4.2, que estan presentes en neuronas sensoriales primarias de roedores
(Bocksteins et al., 2012), son fotomodulados por DENAQ cuando se expresan en sistemas de

expresion heterdloga, como las células HEK293 (Mourot et al., 2013).

El analisis de la forma del impulso en la terminal nerviosa (NTI), proporciond evidencias
adicionales que respaldan la contribucidn de los canales idnicos Kv a la fotorreduccién mediada

por DENAQ de la actividad espontanea de la terminacidn nerviosa de frio en cobayas. Los NTI de
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las terminaciones nerviosas de frio registrados extracelularmente, muestran una forma bifasica
(positiva-negativa). La configuracion del NTI corresponde a la primera derivada del potencial de
membrana de la terminacidn nerviosa. La deflexidn positiva se asocia a la despolarizacioén de la
membrana, mientras que la deflexidn negativa se asocia a la repolarizacién de la membrana
resultante de la apertura de canales iénicos Kv (Brock et al., 2001, 2006). En este trabajo se
muestra que los NTI generados espontaneamente en las terminales nerviosas sensoriales de frio
corneales, previamente incubadas con DENAQ, mostraban una fase negativa mas prolongada,
del 53 % de su anchura media en la oscuridad (isémero trans), que se acortaba rapidamente con
la irradiacion LED (isdmero cis) hasta un 41 %. Esto sugiere que, de los canales idnicos Kv
bloqueados por DENAQ en oscuridad, la exposicidn a la luz desbloqued parcialmente el 22,6 %
de su actividad, lo que seria consistente con la fotorreduccion parcial de la actividad espontdnea
observada en las terminaciones nerviosas de frio en presencia del DENAQ. En apoyo a esto,
estudios previos muestran que la fotoconmutacion de la actividad de canales idnicos Kv3.1
recombinantes, expresados en células HEK293, es parcial (Mourot et al., 2011). Esto sugiere que
los Kvs nativos en las terminaciones nerviosas de frio de la cdrnea también podrian experimentar
una fotoconmutacidn parcial. Sin embargo, seria necesaria una investigacion exhaustiva para
dilucidar si esta liberacidn parcial de la actividad de los canales i6nicos Kv, es suficiente para
explicar el total de la fotorreduccion mediada por DENAQ de la actividad espontdnea en el
termorreceptor de frio. Por otro lado, la molécula DENAQ termina en un ion de amonio
cuaternario en un extremo del azobenceno, que interactia con el sitio de unién del
tetraetilamonio (TEA) en la luz interna de los canales idnicos de potasio (Mourot et al., 2011). En
consonancia con los hallazgos de este trabajo, el TEA prolonga la duracidon de la fase negativa del
NTI en los receptores del frio de la cérnea de cobayas (Brock et al., 2006). Ademds, el TEA no
afecta a la respuesta de los receptores del frio de la cérnea de cobayas al enfriamiento (Brock et
al., 2006). De manera similar, este trabajo muestra que el DENAQ no fotomodula las respuestas

provocadas por el frio en las terminaciones nerviosas sensibles a frio de la cérnea.

Cabe destacar que la actividad espontanea de las terminaciones nerviosas de frio en la oscuridad
aumentd después de cada aplicacién de luz en comparacién con el valor inicial. Este fendmeno
podria explicarse por un tiempo insuficiente para que el DENAQ vuelva a bloquear

completamente los canales idnicos HCN antes del siguiente pulso de luz, debido a que, si bien la
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conversion de trans a cis ocurre en milisegundos, la conversion termodinamica de regreso al

estado trans es un proceso mas lento que tarda segundos (Mourot et al., 2011).

Debido a que el antagonismo de los canales idnicos Kv y HCN se ha reportado que ocurre desde
el interior celular (Mourot et al.,, 2013), el transporte de DENAQ a través de la membrana
plasmatica seria crucial para su funcién. Al ser una molécula con carga eléctrica positiva
permanente, y por tanto de naturaleza anfifilica, su entrada al interior de las neuronas seria
limitada. Sin embargo, se ha demostrado que el DENAQ puede ingresar a las células ganglionares
de la retina a través de los canales idnicos P2X7 (Tochitsky et al., 2016). En el presente trabajo,
se muestra que el uso de Purotoxina-1, un antagonista selectivo de los receptores P2X3, previene
parcialmente la fotorreduccién mediada por DENAQ de la actividad espontdanea de los
termorreceptores de frio de cobaya, indicando asi expresidon de canales idnicos P2X3 en las
terminaciones nerviosas de frio de la cornea. Ademas, se realizd la inmunotincion de los
receptores P2X y P2X3 y se observd la expresion de las subunidades P2X2 y P2X3 en
terminaciones nerviosas corneales TRPM8-EYFP positivas en ratones adultos. Consistentemente
con trabajos previos que muestran la expresién inmunoquimica de los marcadores nociceptivos
P2X3 y de la proteina CGRP en pequeiios subconjuntos de cuerpos celulares de los ganglios
raquideos de ratones que expresan TRPM8 (Takashima et al., 2010), los resultados de este
trabajo indican que una fraccién de las terminaciones nerviosas que expresan el receptor

molecular de frio TRPMS8, también expresan los canales idnicos P2X2 y P2X3.

Ademas, estudios previos han mostrado que las neuronas sensoriales primarias expresan la
proteina del receptor P2X3 en un nivel mas alto que el resto de subunidades, abarcando de P2X1
a P2X6, mientras que la proteina del receptor P2X7 aln no se ha identificado en estas neuronas
(Dunn et al.,, 2001; Flegel et al., 2015; Staikopoulos et al., 2007). Estudios previos también
muestran que el ARNmy la proteina P2X3 se han encontrado principalmente en cuerpos celulares
no peptidérgicos de pequefio didmetro de neuronas sensoriales primarias (Chen et al., 1995;
Eriksson et al., 1998; Lewis et al., 1995). Ademas, una fraccion de las proyecciones periféricas de
las neuronas sensoriales de la piel, la lengua y la pulpa dental son inmunopositivas para P2X3 en

roedores (Bo et al., 1999; Burnstock, 2000).

50



La funcionalidad de los canales idnicos P2X en las terminales nerviosas sensoriales de la cérnea
sigue siendo incierta. Si bien se ha demostrado que los agonistas del receptor purinérgico P2X
excitan los nociceptores articulares de las ratas (Dowd et al., 1998), intentos de estimular las
aferencias de la pulpa dental en gato (Down et al., 1997) o los nociceptores de la cérnea en gato
(Matthews et al., 1997) no han tenido éxito. Ademas de las diferencias entre especies, estas
discrepancias podrian explicarse por limitaciones farmacoldgicas especificas asociadas a los
diferentes modelos experimentales utilizados (Dowd et al., 1998). Los datos de este trabajo
sugieren que el DENAQ entra en las terminaciones nerviosas de frio a través de los canales idnicos
P2X, principalmente de los canales idnicos P2X3 (Figura 9). En conjunto, estos resultados sugieren
la expresién funcional de los canales idnicos P2X en las terminaciones nerviosas de frio en la

cornea de cobaya.

HCN and Kv

I

dareness

Figura 9. Esquema ilustrando el mecanismo de accion de DENAQ en la terminacidén nerviosa de frio
corneal. El DENAQ atravesaria la bicapa lipidica de la terminal nerviosa a través de canales idnicos P2X3
y, en condiciones de oscuridad, ingresaria en los poros de los canales iénicos HCN y Kv, bloqueando el
trasiego de iones a través de los mismos. La irradiacion con luz azul (460 nm) provocaria un cambio

conformacional de trans a cis en la molécula, que liberaria a estos canales i6nicos del bloqueo.

En sujetos con ojo seco, la actividad ectdpica en las terminaciones nerviosas de frio de la cdrnea
estaria detras de las molestias, dolor, alteracién del parpadeo y sensacién de sequedad
(Belmonte et al., 2017). En este trabajo se muestra que el DENAQ reduce la actividad espontanea
en las terminaciones nerviosas de frio en cdrneas de cobaya con deficiencia lagrimal inducida
quirdrgicamente, cuando son irradiadas con luz azul de alta intensidad. Sin embargo, las
respuestas provocadas por el frio no resultan fotomoduladas. Este hallazgo sugiere que el DENAQ
podria ser un tratamiento beneficioso para la enfermedad de ojo seco, debido a

presumiblemente podria aliviar las molestias oculares o el dolor sin comprometer tanto la
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sensacion de frio como los reflejos provocados por el frio, esenciales para mantener la integridad
de la superficie ocular. Ademas, los fotoconmutadores basados en azobenceno ofrecerian un
nuevo enfoque terapéutico al aprovechar su propiedad de atravesar los poros grandes de los
receptores P2X. Esto favoreceria la accién de estos fotofarmacos impermeables a la membrana,
preferentemente en las células con una mayor expresién de receptores P2X (Tochitsky et al.,
2016). De hecho, un estudio reciente de (Fakih et al., 2021) demostré la sobreexpresion del
ARNm del receptor P2X3 en las neuronas TG de un modelo murino de ojo seco. Este hallazgo
indica que la fotomodulacion mediada por DENAQ podria dirigirse selectivamente a las

terminaciones nerviosas de frio alteradas sobre el tejido sano.

Finalmente, en este trabajo se explord el efecto in vivo del DENAQ cuando se administra por via
tépica en el ojo de ratas anestesiadas. De esta manera se mostré que el DENAQ potencia la
actividad electromiografica inducida por frio del musculo implicado en parpadeo, Orbicularis
Oculi, en presencia de luz azul de alta intensidad. Este resultado contrasta con la ausencia de
fotomodulacién de las repuestas evocadas por frio en los termorreceptores de cobaya. La
discrepancia observada podria atribuirse al diferente modelo animal utilizado, a la mayor
concentracion de DENAQ adaptada a las condiciones in vivo y a la administracion del DENAQ mas
alla de la cérnea (incluyendo la conjuntiva y el borde del parpado), en el paradigma del reflejo de
parpadeo. Sin embargo, un trabajo reciente indica que los nociceptores polimodales de la cérnea
podrian contribuir a mediar el reflejo de parpadeo provocado por el frio en ratones (Frutos-
Rincon et al., 2023). Por consiguiente, es plausible que distintas clases funcionales de terminales
nerviosas sensoriales corneales, que no estan clasificadas como termorreceptores del frio,
puedan estar sujetas a fotomodulacion por DENAQ en el reflejo de parpadeo inducido por el frio.

Se necesitarian mas estudios para esclarecer esta cuestion.
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5. CONCLUSIONES Y LINEAS DE INVESTIGACION FUTURAS.
Las conclusiones principales de este trabajo de tesis son:

1. El compuesto fotoisomerizable DENAQ confiere sensibilidad a la luz a la actividad
espontdnea de los termorreceptores de frio de la cérnea de cobaya. Un aspecto crucial
es que este efecto se produce sin alterar las respuestas evocadas por la estimulacion por
frio, lo que lo convierte en un candidato para modular farmacolégicamente la actividad
patolégica sin comprometer la funcion sensorial esencial.

2. Los receptores purinérgicos P2X2 y P2X3 se expresan en las terminaciones nerviosas
sensibles al frio de la cornea del ratén.

3. Se ha determinado que la entrada principal del DENAQ a las terminaciones nerviosas de
frio de cobaya se produce a través de canales idnicos P2X. Este hallazgo revela el
mecanismo de transporte de la molécula y sugiere que los canales idnicos P2X, en
particular el subtipo P2X3, tienen una expresién funcional en estas terminales nerviosas.

4. El mecanismo de fotoconmutacién mediado por DENAQ, se debe fundamentalmente a la
modulacion de los canales idnicos de potasio dependientes de voltaje (Kv). La luz visible
de alta intensidad induce una liberacion del bloqueo de estos canales idnicos por la
molécula, lo que produciria un efecto hiperpolarizante que reduce la actividad
espontdnea de los termorreceptores de frio del cobaya.

5. En un modelo de cobaya con deficiencia de lagrimacién (ojo seco), se demostré que
DENAQ reduce la actividad espontanea patolégicamente aumentada en las terminaciones
nerviosas de frio. Este efecto es especifico para la actividad espontanea y no afecta la
respuesta a la estimulacion por frio, lo que refuerza su potencial terapéutico para aliviar
el dolor y la incomodidad asociados con la enfermedad del ojo seco.

6. Los experimentos desarrollados in vivo en ratas mostraron que la aplicacién tépica de
DENAQ en el ojo, fotomodula el reflejo de parpadeo evocado por el frio, pero no asi el
reflejo de parpadeo evocado por el calor nocivo. Este hallazgo sugiere que el efecto de la
molécula no se limita a la actividad espontanea de un tipo de la terminacidn nerviosa,

sino que puede influir en reflejos fisioldgicos.

En resumen, los resultados de este trabajo apoyan el uso de fotoconmutadores de azobenceno
como una potencial estrategia terapéutica para el manejo del dolor y la molestia ocular en la

enfermedad del ojo seco. La capacidad del DENAQ para reducir la actividad nerviosa ectépica de
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manera selectiva, sin afectar las respuestas funcionales normales, presentaria una ventaja

significativa sobre los tratamientos farmacoldgicos tradicionales.

5.1. Perspectivas futuras.

A partir de los hallazgos de esta tesis, se proponen las siguientes lineas de investigacion:
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1. Profundizar en la caracterizacidon de los canales idnicos que contribuyen al bloqueo vy

desbloqueo mediado por DENAQ, lo que podria permitir el disefio de moléculas mas
selectivas y potentes.

Investigar si el DENAQ y otros fotoconmutadores similares pueden dirigirse de manera
mas especifica a las neuronas sensoriales alteradas que sobreexpresan los canales iénicos
P2X, minimizando asi los efectos fuera de diana en el tejido sano.

Realizar estudios in vivo crénicos para evaluar la seguridad, la eficacia y la toxicidad de la
aplicacion topica de DENAQ en modelos animales de ojo seco.

Determinar el efecto del DENAQ y otros fotoconmutadores similares en la actividad de
los distintos tipos funcionales de la cérnea de ratdn, lo que permitiria el uso de animales
modificados genéticamente en el estudio de los mecanismos moleculares subyacentes a
la fotomodulacion.

Determinar el efecto del DENAQ vy otros fotoconmutadores similares en la actividad de
los distintos tipos funcionales de receptores sensoriales, en modelos animales de

inflamacién y lesién nerviosa corneal.
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Background and Purpose: The functional organization of corneal cold nerve endings,
critical structures in maintaining the ocular surface, remains poorly understood. Here,
the photoisomerizable small-molecule diethylamine-azobenzene-quaternary ammo-
nium (DENAQ) was used to photomodulate activity of cold-sensing nerve terminals
in control and chronic tear-deficient corneas. Furthermore, DENAQ was used for
in vivo photochemical regulation of the thermally induced blink reflex.

Experimental Approach: Extracellular nerve terminal impulse activity was recorded
on cold terminals in excised corneas of naive and tear-deficient guinea pigs pre-
incubated with DENAQ. Pulses of light at a wavelength of 460 nm were delivered to
the perfused corneas. The thermally induced blink reflex was assessed using orbicu-
laris oculi electromyography in anaesthetised rats after topical administration of
DENAAQ to the eye under blue light and darkness conditions.

Key Results: Exposure to blue light robustly reduced spontaneous activity of both
naive and tear-deficient cold nerve terminals pre-incubated with DENAQ, while cold-
evoked responses remained unaffected. Pre-incubation of excised corneas with
DENAQ, along with pharmacological P2X receptor antagonists, prevented the
DENAQ-mediated photoreduction of the cold nerve terminal spontaneous activity. In
addition, blue light increased cold-evoked reflex blink in eyes pre-treated with
DENAQ.

Conclusion and Implications: DENAQ enters guinea pig cold sensory nerve endings
primarily through P2X channels in excised corneas. Subsequently, DENAQ decreases
the spontaneous nerve terminal impulse activity upon light irradiation by modulating
voltage-gated potassium (Ky) channel activity. Furthermore, the cold-evoked blink
reflex is modulated by light in DENAQ-treated eyes. Chemical photoswitches like

Abbreviations: AUC, area under the curve; DENAQ, diethylamine-azobenzene-quaternary ammonium; DRG, dorsal root ganglion; EYFP, enhanced yellow fluorescent protein; HCN,
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (channels); Ky, voltage-gated potassium (channels); NTI, nerve terminal impulse; OOemg, orbicularis oculi electromyography; TEA,

tetraethylammonium; TG, trigeminal ganglion.
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1 | INTRODUCTION

Corneal cold receptors are peripheral axons of trigeminal ganglion
(TG) neurons that are specialized for the sensory transduction of cold
temperatures. Their ability to detect cooling of the ocular surface
relies on the expression of TRPM8 ion channels, which are activated
by small temperature drops and osmolarity changes (Gonzalez-
Gonzalez et al,, 2017; Parra et al., 2010, 2014; Quallo et al., 2015).
Both stimuli occur naturally under dry environments due to tear evap-
oration (Hirata & Meng, 2010; Purslow & Wolffsohn, 2007). Subse-
quently, action potentials from stimulated cold thermoreceptors
propagate to higher order brainstem neurons (Belmonte et al., 2017;
Marfurt, 1981; Pozo & Cervero, 1993). These neurons reflexively reg-
ulate tear flow and blinking rate (Parra et al, 2010; Quallo
et al., 2015). Additionally, the information transmitted to the somato-
sensory cortex elicits conscious sensations of cooling or dryness,
depending on the extent of the temperature reduction (Belmonte
et al.,, 2017; Moulton et al., 2012). Dry eye, a common ocular disease
associated with ageing, causes discomfort and unpleasant sensations
of dryness as its primary symptoms (Vehof et al., 2013). In a chronic
tear-deficient guinea pig model, corneal cold sensory endings exhibit
increased excitability due to functional changes in sodium and potas-
sium voltage-gated channels (Kovacs et al., 2016).

Photoisomerizable small molecules, also known as photoswitches,
can modulate neural activity by interacting with native ion channels
without requiring exogenous gene expression. DENAQ, a synthetic
photochromic blocker of ion channel (Mourot et al., 2011), confers
light sensitivity to mouse retinal ganglion cells as well as binaural audi-
tory gerbil neurons (Ko et al., 2016; Tochitsky et al., 2014, 2016).
However, it remains unknown whether DENAQ can modulate the
electrical activity of neural structures located far from the neuron cell
body, such as corneal sensory nerve endings.

The cornea is a transparent and structurally simple tissue. Its
nerve axons end a few um below the epithelial surface, allowing for
direct electrophysiological recording of identified nerve endings. This
activity can be remotely controlled with light (Aleixandre-Carrera
et al,, 2021). Therefore, we selected this tissue as a model for combin-
ing treatment with DENAQ and electrophysiological approaches in
guinea pig corneal cold sensory nerve endings.

A better understanding of the functional organization of the
membrane channels of cold sensory nerve endings is necessary due to
the crucial role that cold thermoreceptors play in the physiological

and pathological states of the ocular surface. Previous studies have

DENAQ might be potential new treatments for ocular discomfort and pain in dry eye

chemical photoswitches, cornea cold nerve endings, DENAQ, dry eye, ocular discomfort, P2X
channels, voltage-gated potassium channels

What is already known

e The activity of corneal cold nerve endings is essential for
maintaining ocular surface health.

e Photoisomerizable molecule DENAQ permeates P2X7
ion channels, conferring light sensitivity to mouse retinal

ganglion cells.

What does this study add

e DENAQ enters the cold-sensitive nerve endings of
guinea pig corneas primarily through P2X3 ion channels.
e DENAQ photomodulates corneal cold nerve activity

under blue light in guinea pig and rat models.

What is the clinical significance

e Topical DENAQ may help reduce the increased activity
of corneal sensory nerve terminals following injury.

e Photoswitches such as DENAQ might be potential new
treatments for dry eye disease.

shown that P2X receptors mediate photoswitch entry to degenerated
retinal ganglion cells in a mouse model of retinitis pigmentosa. Once
inside the cell, DENAQ targets voltage-gated potassium (Ky) and
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (HCN) ion chan-
nels, which allows light to control the firing of action potentials in
these cells (Tochitsky et al., 2014, 2016). Based on this, we hypothe-
sized that DENAQ-mediated photosensitivity could act as a highly
sensitive reporter for the functional expression of P2X ion channels in
peripheral nerve endings, including corneal cold sensory endings.
Here, using animal models, we have found that DENAQ primarily
enters corneal cold sensory nerve endings through P2X ion channels.
This compound produced, in the presence of light, a robust decrease of
the spontaneous electrical activity of the cold nerve terminals, in both
control and pathological conditions such as chronic tear deficiency.
Also, we demonstrated the ability of DENAQ to photomodulate
the cold-evoked blink reflex after its topical instillation onto the eye.
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(a) lllustration of the electrophysiological extracellular recording of nerve terminal impulses (NTIs) at excised guinea pig corneas.

An LED-emitting light of 460 nm of wavelength was applied. (b) Chemical structure of DENAQ in trans (darkness) and cis conformation (light). The
light-sensitive component of DENAQ, azobenzene, is highlighted in orange. (c) Example of the spontaneous NTI activity recorded at a constant
temperature of 34°C in a guinea pig corneal cold-sensitive nerve terminal in darkness (grey bars) and under light irradiation (blue bar).

2 | METHODS

21 | Experimental animals

All animal care and experimental procedures followed the National
Institutes of Health (NIH) Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, the European Union Directive (2010/63/EU), and the Span-
ish regulations on the protection of animals used for experimentation
and scientific purposes. The protocol was approved by the Committee
on Ethics and Integrity in Research of the University Miguel Hernan-
dez. All animals were randomly assigned to the experimental groups.
Animal studies are reported in compliance with the ARRIVE guidelines
(Percie du Sert et al., 2020) and with the recommendations made by
the British Journal of Pharmacology (Lilley et al., 2020).

Dunkin Hartley guinea pigs (Envigo RMS Spain SL, Barcelona,
Spain) of both sexes were used at 2-3 months, transgenic TRPM8BAC-
EYFP mice of both sexes (institutional animal facility, Instituto de Neu-
rociencias, San Juan de Alicante, Spain) (Morenilla-Palao et al., 2014)
were used at 3-6 months, and Wistar rats (Harlan Laboratories SA,

Barcelona, Spain) were used at the age of 4 months old (2 female/1
male; not intended to compare by sexes). The animals were kept in indi-
vidual cages, maintained in a 12-h light/dark cycle, and housed in a
temperature-controlled (23 + 2 °C) and humidity-controlled (55 + 10 %)

facility with food and water available ad libitum.

2.2 | Corneal nerve terminal electrophysiological
recordings

Corneas were prepared for electrophysiological recordings following
the protocol described by Acosta et al. (2013). The corneas were cut
circularly at the limbus using iris scissors and then gently placed in a
beaker with a physiological solution. The solution had a composition
of 133.4-mM NaCl, 4.7-mM KCI, 2-mM CaCl,, 1.2-mM MgCl,,
16.3-mM NaHCOs3;, 1.3-mM NaH,PO4 and 9.8-mM glucose, with an
osmolarity of 310 mOsm-L™%, and bubbled with carbogen (95% O,
and 5% CO,) for 60 min to maintain pH at 7.4. The corneas were cut
into two equal pieces and then incubated with DENAQ at 200 uM or
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2 mM for 40 min at 34°C. Next, each piece of cornea was placed in a
perfusion chamber, fixed and secured with insect pins to the silicone
at the bottom of the chamber (Sylgard 184; Dow Corning, Midland,
MI, USA). Extracellular recording of nerve terminal impulses (NTIs)
was used to detect the activity of corneal cold thermoreceptors. This
was achieved by applying a 50-um-diameter glass micropipette onto
the corneal surface under gentle suction, as described by Brock et al.
(1998) (Figure 1a). A maximum of one nerve terminal was recorded
from each piece of cornea. The corneas were continuously superfused
with the physiological solution at a 2.5-ml-min~* flow during the elec-
trophysiological recording. The bath solution temperature was kept at
34°C (basal temperature) using a feedback-regulated, homemade Pel-
tier device. Cold ramps were applied to 15°C using a Peltier device.
The recording electrode, made of Ag, was placed inside the glass
micropipette. Electrical signals were recorded relative to an Ag/AgCl
pellet placed in the chamber. The electrical activity was amplified by a
factor of 100 using the NL 103 AC amplifier (Digitimer, Welwyn, UK).
The signal was then filtered using the NL 125/NL 126 filter from Digi-
timer, with a high-pass filter of 5 Hz and a low-pass filter of 5 kHz.
The filtered signal was stored in a computer at a 20-kHz rate using a
CED interface and Spike2 software. Only NTIs originating from single
cold-sensitive terminals were selected for further study. They were
identified by their relatively high level of regular spontaneous dis-
charge, occasionally in bursts, that increased prominently with cooling.
The ongoing NTI activity at the basal temperature was recorded for at
least 100 s before applying the light stimulation protocol.

2.3 | Chronic tear-deficiency model

Chronic tear deficiency is commonly used as an animal model of dry
eye disease. Tear deficiency is induced by excising the main lacrimal
gland on the left and right sides (Kovacs et al., 2016). Guinea pigs were
anaesthetised with ketamine (90 mg-kg™* i.p.) and xylazine (5 mg-kg™!
i.p.). An 8-mm skin incision was then made on the temporal side, poste-
rior to the lateral canthus, over the fibrous capsule of the exorbital
gland to access the main lacrimal gland, which was then gently excised.
The surgical site was inspected to confirm the complete removal of all
remaining glandular tissue. An antibiotic drop (tobramycin, 3 mg-ml~?)
was applied to the surgical site to prevent infection and promote animal
welfare. Finally, the skin incision was sutured with a 6.0 braided silk
suture. Animals were individually housed for 1 month, and signs of con-
junctival, corneal and systemic inflammation were periodically checked.
To ascertain the effectiveness of the surgery, tear volume was mea-
sured using a phenol red thread (Zone-Quick, Menicon, Nagoya, Japan)
before the surgery (at 2 months of age) and on the day of electrophysi-
ological recording 4 weeks later (at 3 months of age).

2.4 | Light stimulation

To induce photoisomerization of DENAQ, an LED emitting at a wave-

length of 460 nm (Prizmatix Ltd., Holon, Israel) was used (Figure 1a,c).

The incident light intensity at the cornea was 60 mW-cm~2. The light
protocol consisted of five cycles of alternating dark/light pulses
(photocycles) of 15s each, followed by three consecutive cooling
ramps from 34°C to 15°C of 30-s duration at an average cooling rate
of —0.5°C-s~L. The first and third cooling ramps were conducted
under dark conditions, whereas the second was performed under
light irradiation (Figure 3a). The light-induced change in the NTI fre-
quency of cold nerve terminals that were pre-incubated with
DENAQ was referred to as photoswitching (PS) and was calculated

as follows:

NTIfrequency in dark — NTIfrequency in light

NTIfrequency in dark x 100

For all electrophysiological recordings in guinea pigs, it was con-
sidered that a change in the same direction should occur five times
because five photocycles were applied to each nerve terminal to eval-
uate photoswitching.

2.5 | Immunohistochemistry

The immuno-related procedures used comply with the recommenda-
tions made by the British Journal of Pharmacology (Alexander
et al., 2018). TRPM8BAC_EYFP mice were humanely killed with an
intraperitoneal overdose of sodium pentobarbital (Dolethal, Vetoqui-
nol, Lure, France), followed by cervical dislocation. The eyes were
then carefully enucleated and fixed in methanol and DMSO (4:1) for
2 h at room temperature (22°C). Afterward, the eyes were incubated
for 5 min at —20°C in 100% methanol, rehydrated and washed five
times in phosphate-buffered saline (PBS) (5 x 15 min). The corneas
were isolated, cut into quadrants and incubated for 2 h at room tem-
perature in a blocking solution containing 5% normal goat serum
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), 1% bovine serum albu-
min (Vector Laboratories) and 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) at
room temperature for 2 h. Subsequently, the corneas were incu-
bated with primary antibodies diluted in the blocking solution for
4 days at 4°C. Rabbit anti-P2X2 (1:50; Alomone Labs Cat# APR-016,
RRID:AB_2313760) and anti-P2X3 (1:50; Alomone Labs Cat#
APR-003, RRID:AB_2040054), mouse anti-neuronal class Il
B-tubulin (1:500; Covance Cat# MMS-435P, RRID:AB_2313773) and
chicken anti-GFP (1:500; Abcam Cat# ab13970, RRID:AB_300798)
were utilized. After rinsing with PBS, corneas were incubated with
secondary antibodies Alexa Fluor 488 goat anti-chicken IgG (1:500;
Molecular Probes Cat# A-11039, RRID:AB_142924), Alexa Fluor
555 goat anti-mouse IgG (1:500; Thermo Fisher Scientific Cat#
A32727, RRID:AB_2633276) and Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit
IgG (1:500; Thermo Fisher Scientific Cat# A32733, RRID:AB_
2633282) in PBS for 2 h at room temperature, followed by incuba-
tion with Hoechst 33342 at 10 pg-ml~! (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) for 10 min at room temperature. After rinsing
with PBS, corneas were mounted with Fluoromount-G (Thermo

Fisher Scientific).
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Fluorescence images were captured with a Zeiss LSM 880 laser
scanning confocal microscope equipped with an LD LCl Plan-
Apochromat 25x/0.8 Imm Korr DIC M27 objective (Carl Zeiss AG).

The images were analysed using Fiji software (ImageJ 1.4, NIH).

2.6 | Orbicularis oculi electromyography (OOemg)
recording

Under isoflurane anaesthesia, Wistar rats (two female/one male) were
placed in a stereotaxic frame, and vital constants were monitored and
maintained within physiological values. A pair of Teflon-coated steel
wires (0.002-in. bare diameter, 0.0045-in. coated diameter; A-M Sys-
tems, WA, USA) with 1 mm exposed at the tip was implanted near the
temporal and frontal portions of the orbicularis oculi muscle for
chronic recording of OOemg signals. The recording wires were led to
a connector that was firmly adhered to the skull using acrylic dental
resin (DuraLay®, Reliance, IL, USA) and four stainless steel screws. A
silver wire (0.005-in. bare diameter, 0.007-in. coated diameter; A-M
Systems) connected to one of the screws served as ground. The ani-
mals received analgesic treatment (0.05-mg-kg~! buprenorphine,
Buprecare® 0.3 mg:-ml~%, DFV, Spain) for 3 days following surgery
and were kept isolated to prevent any implant damage. Rats were
allowed to recover for 10 days before the recording session. Then,
the rats were anaesthetised again, and the electrical OOemg signals
evoked by cold and heat stimuli were recorded. OOemg activity was
amplified, band-pass filtered (300-3000 Hz), digitized and stored
using an interface (Micro3 1401, CED, Cambridge, UK) and specific
software (Spike2 v7.0, CED, Cambridge, UK) for offline analysis. The
number of blinks elicited by each stimulus, as well as the duration, and
the area under the curve (AUC) of the evoked response were
analysed.

The ocular surface thermal stimulation was performed by instilling
on the cornea 20-pl saline drops at different temperatures. Cold stim-
uli induced a decrease in ocular surface temperature from the basal
temperature (32°C to 30°C) down to 15°C. Saline drops producing
temperature increases up to 40°C to 42°C were used for noxious heat
stimulation. The temperature of the ocular surface was continuously
recorded with a high-speed thermal probe (IT-24P, Physitemp, BAT-
12, Clifton, NJ, USA) placed in close contact with the cornea. Stimuli
were spaced at least 30 s apart to allow the ocular surface tempera-
ture to return to its basal value after each stimulus. The dark/light
conditions were alternated under basal conditions. Then animals were
treated topically with DENAQ. For this purpose, 10-pl drops of
20-mM DENAQ were instilled onto the ocular surface at regular inter-

vals of 30 s, for 40 min.

2.7 | Data and statistical analysis
The data and statistical analysis comply with the recommendations
of the British Journal of Pharmacology on experimental design and

analysis in pharmacology (Curtis et al., 2025). Data were collected
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and processed for statistical analysis using a free trial of GraphPad
Prism 9 software (GraphPad, San Diego, CA, USA). The Shapiro-
Wilk normality test was initially applied to data samples. Non-
normally distributed data are presented as median and interquartile
range (IQR = 25% quartile to 75% quartile), while normally distrib-
uted data are expressed as mean + SEM. A P value of 0.05 or less
was considered significant. When comparing two samples, either a t
test or a non-parametric equivalent was applied. For comparing
multiple samples, either ANOVA or a non-parametric counterpart
was used. The specific tests are indicated in the text and figure
captions.

2.8 | Materials

DENAQ was synthesized according to Mourot et al. (2011) and
obtained from Jubilant Chemsys, Ltd. (Noida, UP, India). It was
dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) at a stock concentration of 200 mM. Stock solutions
were prepared by dissolving the drug in distilled water at the fol-
lowing concentrations: cilobradine (24.01 mM; Sigma-Aldrich),
capsazepine (100 mM; Tocris Bioscience, Bristol, UK), suramin hexa-
sodium salt (50 mM; Tocris Bioscience), TNP-ATP triethylammo-
nium salt (10 mM; Tocris Bioscience) and purotoxin-1 (0.1 mM;
Smartox Biotechnology, Saint-Egréve, France). A stock solution of
A740003 from Sigma-Aldrich dissolved in ethanol at a concentra-
tion of 20 mM was also prepared. All chemicals were then diluted
to their respective working concentrations with the physiological

solution.

2.9 | Nomenclature of targets and ligands

Key protein targets and ligands in this article are hyperlinked to corre-
sponding entries in http://www.guidetopharmacology.org and are
permanently archived in the Concise Guide to PHARMACOLOGY
2023/24 (Alexander, Fabbro, Kelly, Mathie, Peters, Veale, Armstrong,
Faccenda, Harding, Davies, Amarosi, et al., 2023; Alexander, Fabbro,
Kelly, Mathie, Peters, Veale, Armstrong, Faccenda, Harding, Davies,
Annett, et al., 2023; Alexander, Mathie, Peters, Veale, Striessnig, Kelly,
Armstrong, Faccenda, Harding, Davies, Aldrich, et al., 2023).

3 | RESULTS

3.1 | DENAQ confers light sensitivity to the
spontaneous activity of corneal cold nerve terminals

Nerve terminal impulse (NTI) activity was measured in cold nerve
terminals of excised guinea pig corneas pre-incubated with DENAQ.
Cold thermoreceptor terminals fired spontaneous NTls at 34°C. The
frequency markedly increased in response to a cooling ramp down to

15°C, allowing their identification and characterization (Figure 2a,b).
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Before being exposed to light, cold nerve terminals that were treated
with 200-uM DENAQ showed a lower frequency of spontaneous NTI,
compared to untreated terminals (Figure 2c,d).

DENAQ is a red-shifted optochemical that undergoes a rapid
trans-to-cis conversion upon exposure to light in the visible spectrum,
with a peak at 470 nm (Mourot et al., 2011). It returns to its trans
form in the dark (Figure 1b). To determine the effect of DENAQ
photoisomerization on the electrical activity of peripheral sensory
nerve terminals isolated from their cell bodies, an LED was used to
deliver light at 460 nm in five photocycles, as shown in Figure 2a,b.
We first observed that light exposure did not affect spontaneous
activity in untreated corneas (Figure 2c). In contrast, the mean sponta-
neous activity of cold thermoreceptors pre-incubated with DENAQ
was significantly lower upon light irradiation compared to the activity
displayed in the dark in 9 out of 15 cold nerve terminals (Figure 2d).
Notably, spontaneous activity increased in the dark after each light
pulse along the five photocycles in corneas pre-incubated with
DENAQ (Figure 2b,d).
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Together, these results demonstrate that DENAQ, in addition to
pharmacologically blocking the spontaneous activity of cold nerve ter-

minals, allows its photoreduction on the guinea pig cornea.

3.2 | DENAQ does not affect cold-evoked
responses of corneal sensory nerve terminals

We next DENAQ could photomodulate
responses to cold at the nerve terminal. Cooling ramps were applied
to corneas pre-treated with 200-uM DENAQ in the dark or during
LED irradiation (Figure 3a). The first cooling in the dark ramp evoked a

investigated whether

median peak frequency of NTlIs at cold thermoreceptors which was
not significantly different from the frequency under LED irradiation
(Figure 3b). Furthermore, the cooling threshold in the dark did not sig-
nificantly differ from that in the light (Figure 3c). These results show
that DENAQ does not photomodulate the cold-evoked nerve activity
on the guinea pig cornea.
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FIGURE 2 Photomodulation of the spontaneous activity of cold nerve terminals in excised guinea pig corneas pre-incubated with DENAQ.
Spontaneous activity rate histogram during a recording period that includes five photocycles of darkness/460-nm LED illumination in an
untreated cornea (a) and a cornea pre-incubated with 200-uM DENAQ (b). Mean frequency recorded during light application (in blue) and dark
(in grey) from non-incubated (n = 24 nerve terminals, 12 animals) (c) and DENAQ pre-incubated corneal cold nerve terminals (n = 9 nerve
terminals, 3 animals) (d). Note that the mean NTI frequency was lower (P<0.001; Student t-test) in DENAQ pre-incubated (first bar in grey) in
comparison to non-incubated corneas (first bar in grey). The percentage of spontaneous NTI frequency reduction in response to light irradiation
compared to dark conditions was statistically significant in DENAQ-preincubated corneal cold nerve terminals (PS = 46.0 + 2.3%, n =

45 photocycles, P < 0.001, one-sample t-test) (c), in contrast to untreated DENAQ nerve terminals (PS = —1.3 + 2.3%, n = 120 photocycles, one-
sample t-test) (d). Differences in NTI mean frequency between light and dark conditions within each photocycle were compared using one-way
repeated measures ANOVA. ***P < 0.001, significantly different as indicated, ns, not significant; Holm-Sidak method.
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FIGURE 3 Effects of light on cold-evoked responses of nerve

terminals in excised corneas pre-incubated with DENAQ. (a) Sample
rate histogram of the nerve terminal impulses (NTIs) at corneal nerve
terminals pre-incubated with DENAQ (200 uM) in response to cooling
ramps in darkness (grey bar) and upon LED illumination (blue bar).

(b) Box plot showing the frequency of NTls at the peak response
reached under cold stimulation and (c) cooling threshold temperature
in darkness (grey boxes) and light conditions (blue box). Each dot
represents the corresponding value from a single cold nerve terminal.
Data shown are medians with interquartile ranges (from first to third
quartile) (n = 6 nerve terminals, 3 animals). Friedman one-way
repeated measures ANOVA on ranks; all pairwise multiple comparison
procedures by Dunn's method. ns, not significant.

3.3 | Mechanistic insights into the interaction of
DENAQ and potassium channels at the corneal nerve
terminal

The shape of NTls in corneal cold nerve terminals pre-incubated with
200-uM DENAQ was then analysed (Figure 4). In corneas pre-
incubated with DENAQ (three animals), the half-width of the negative
component of the NTI was significantly shorter under LED light irradi-
ation than in darkness (Figure 4a,b). Consistent with the previously
described trans blocker effect of DENAQ on Ky, channels (Tochitsky
et al., 2014, 2016), these results suggest that DENAQ blocks Ky chan-
nels in the trans configuration (dark) and partly releases inhibition in
the cis configuration (light).

In addition to Ky, channels, DENAQ also blocked HCN channels in
the trans configuration (Ko et al., 2016; Tochitsky et al., 2014, 2016).
To explore the potential role of HCN channels in the photoswitching
of the cold terminal spontaneous activity, corneas were pre-incubated
with 2-mM DENAQ (two animals) and subjected to five photocycles
of light at 460 nm. Then, the HCN channel blocker cilobradine
(Stieber et al., 2006) was perfused at a concentration of 100 uM for

1 min before and during the light protocol application. In three cold
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terminals pre-incubated with DENAQ, the photoswitching effect was
not significantly changed by cilobradine (37.0 + 3.6%, n = 15 photo-
cycles before; and 42.0 + 6.5%, n = 15 photocycles during cilobradine
perfusion). These results suggest that Ky, channels, but not HCN chan-
nels, are primarily responsible for the DENAQ-mediated photoswitch-
ing effect on the ongoing activity of corneal cold sensory nerve

terminals.

3.4 | P2X channel blockers prevent DENAQ-
mediated photomodulation in corneal cold nerve
terminals

P2X2 and P2X3 channels have previously been identified in the soma
of trigeminal neurons (Staikopoulos et al., 2007). However, it remains
unclear whether they are present and functional at their nerve termi-
nals (Dowd et al., 1997; Matthews et al., 1997). Interestingly, the
membrane-impermeant compound DENAQ can be used as an ultra-
sensitive reporter of the functional expression of P2X receptors in ret-
inal ganglion cells due to its ability to permeate these large-pore
channels (Tochitsky et al., 2016). Here, the potential role of ATP-
gated purinergic receptors and transient receptor potential (TRP)
channels in the entry of DENAQ into the cold nerve ending was inves-
tigated. Excised corneas were pre-incubated with 2-mM DENAQ plus
a pharmacological antagonist of the P2X receptor or transient recep-
tor potential vanilloid 1 (TRPV1) and TRPMS8 channels. As shown in
Figure 5, cold nerve terminals co-incubated with DENAQ and
suramin, a non-selective antagonist of purinergic P2 receptors
(Dunn & Blakeley, 1988; Hoyle et al., 1990), or DENAQ with the P2X
receptor inhibitor TNP-ATP (Virginio et al., 1998), or DENAQ with the
selective P2X3 receptor blocker purotoxin-1 (Grishin et al., 2010;
Kabanova et al, 2012) showed a significantly smaller DENAQ-
mediated photoswitching than those cold nerve terminals pre-
incubated with DENAQ alone. However, no statistical differences
were observed when comparing the photoswitching in cold nerve ter-
minals pre-incubated with DENAQ alone and those pre-incubated
with DENAQ together with A740003, a selective antagonist of the
P2X7 receptor (Honore et al., 2006) or the TRPV1 and TRPM8 antag-
onist capsazepine (Behrendt et al., 2004; Bevan et al., 1992). In the
latter case, a reduced photoswitching was observed in 7 out of 12 ter-
minals, so a TRPV1- or TRPM8-mediated permeation of DENAQ into
the cold-sensing nerve endings cannot be ruled out.

An immunoreactivity assay identified the immunohistochemical
expression of P2X2 and P2X3 receptors in mouse corneal cold termi-
nals. To achieve this, we utilized a genetically modified mouse that
expresses EYFP under the promoter of the cold-sensing ion channel
TRPMB8. Additionally, sub-basal nerve fibres (Figure 6a-d) and nerve
terminals (Figure 6e-h) located at the corneal epithelium were immu-
nolabelled with anti-p-1llI-tubulin, anti-GFP, anti-P2X2 and anti-P2X3.
As shown in Figure 6, staining for P2X2/P2X3 receptors was present
in both the corneal cold sensory nerve fibres and their nerve

terminals.
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Effects of light on the nerve terminal impulse (NTI) shape in corneas pre-treated with DENAQ. (a) NTI waveform under darkness

and 460-nm light. The average shape of 200 NTIs recorded under each condition in nine cold sensory nerve terminals is shown.
(b) Table summarizing mean + SEM of the different parameters analysed to quantify the NTI shape. *P < 0.05, significant difference between dark

and light conditions; paired t test.
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FIGURE 5 Photoswitching effect of DENAQ on the spontaneous
activity of guinea pig corneal cold thermoreceptor nerve terminals in
the presence of P2X receptor antagonists and TRPV1 channel
antagonists. Data shown are the photoswitching value calculated for
each cold nerve terminal shown as individual values with medians and
interquartile ranges (from first to third quartile). Samples sizes as
follows: DENAQ, n = 16 terminals, 7 animals; DENAQ + suramin, n =
9 terminals, 3 animals; DENAQ + TNP-ATP, n = 12 terminals,

3 animals; DENAQ + purotoxin 1, n = 12 terminals, 6 animals;
DENAQ + A740003, n = 5 terminals, 5 animals; DENAQ +
capsazepine, n = 12 terminals, 5 animals. *P < 0.05, ***P < 0.001,
significantly different as indicated; Kruskal-Wallis ANOVA on ranks;
all pairwise multiple comparison procedures by Dunn's method.

These results indicate that DENAQ primarily enters corneal cold
sensory nerve endings through P2X channels, suggesting the func-

tional expression of P2X3 channels at corneal cold sensory terminals.

3.5 | DENAQ photoreduces the spontaneous
activity of cold nerve endings in tear-deficient corneas

Excised guinea pig corneas with surgically induced eye surface dry
condition were pre-treated with 200-uM DENAQ. Consistent with
earlier research (Kovacs et al, 2016), the spontaneous activity of

tear-deficient cold nerve terminals showed a higher NTI frequency,
compared with that of naive corneas (Figure 7b).As observed with the
naive cold nerve terminals, blue light irradiation reduced the sponta-
neous activity in cold nerve terminals of tear-deficient animals, com-
pared to dark conditions (Figure 7a,b).

However, LED irradiation did not affect the cold-evoked response
in DENAQ-pre-treated nerve terminals of tear-deficient guinea pigs.
The median of the peak frequency of NTls cold thermoreceptors
evoked by the first cooling ramp in the dark was not significantly dif-
ferent from that during LED irradiation (Figure 7c). Furthermore, the
cooling threshold, in the dark was not significantly different from that
in the light (Figure 7d).

These results indicate that DENAQ allows the photoreduction of
the pathologically enhanced spontaneous cold nerve terminal activity
in a guinea pig model of tear-deficient DE without affecting the

response to cold.

3.6 | DENAQ photosensitizes cold-induced
electromyography activity of the orbicularis oculi
muscle

Corneal sensory receptors have been reported to modulate blink rate
in rodents and humans (see Acosta et al., 1999; Quallo et al., 2015).
Therefore, we asked whether DENAQ could mediate in vivo photo-
modulation of thermally-induced blink reflexes. To this end, 20-mM
DENAQ was applied to the ocular surface of three anaesthetized
adult rats, and the cold-evoked OOemg activity was measured in the
dark and under blue light illumination (Figure 8a). Prior to the treat-
ment with DENAQ, the number of cold-evoked blinks under light irra-
diation was lower, the AUC of the cold-evoked OOemg signal was
diminished and its duration was reduced upon illumination, relative to
dark conditions (Figure 8b-d). After DENAQ application, the number
of cold-evoked blinks was higher under blue light, the AUC was
greater and the OOemg activity duration was longer upon
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P2X2-P2X3

Immunohistochemical identification of P2X2 and P2X3 receptors in TRPM8-expressing corneal nerve terminals. Maximal

projection of z-stacked confocal images of corneal cold nerves in a whole-mounted cornea from a TRPM8BAC-EYFP mouse is shown. Sub-basal
nerve fibres (a-d) and their intraepithelial nerve endings (e-h) were immunolabelled with anti-g-Ill-tubulin (red), anti-GFP (green), and anti-P2X2
and anti-P2X3 (grey). Arrowheads indicate positive sub-basal nerve fibres and positive nerve endings for TRPM8, P2X2 and P2X3. Arrows
indicate positive sub-basal nerve fibres only for P2X2 and P2X3. Scale bars: (a-d) 30 um; (e-h) 15 um.

illumination, compared to values under dark conditions (Figure 8a-d).
Notably, no significant differences in the heat-evoked blink reflex
were observed when comparing blue light and dark conditions
(Figure 8e-h).

The results indicate the presence of in vivo DENAQ photomodula-
tion of the cold-evoked but not the heat-evoked blink reflex in anaes-
thetized rats, thereby supporting the involvement of corneal sensory
receptors, particularly those sensitive to moderate and intense cold,
such as cold thermoreceptors and polymodal nociceptors.

4 | DISCUSSION

We have demonstrated that the photoisomerizable small-molecule

DENAQ confers light sensitivity to guinea pig cold sensory nerve

endings on excised corneas. Previous research has shown that
DENAQ photosensitizes retinal ganglion cell activity in a mouse model
of retinitis pigmentosa, as well as binaural auditory gerbil neurons (Ko
et al,, 2016; Tochitsky et al., 2016). Our data further demonstrate that
DENAQ modulates the electrical activity of peripheral sensory axons
separated from their soma in a light-dependent manner. This adds to
the body of evidence that azobenzene-based small molecules can
make nociceptors sensitive to light directly at their nerve terminals
(Frank et al., 2015; Landra-Willm et al., 2023; Mourot et al., 2012).
DENAQ is a trans-blocker of both Ky, and HCN channels in the
dark, whereas high-intensity visible light converts DENAQ to its cis-
isomer, thereby releasing them from blocking (Mourot et al., 2011,
Tochitsky et al., 2014). Therefore, DENAQ's effect on cold nerve ter-
minal excitability is expected to be a balance of the hyperpolarizing or

depolarizing contributions of these ion channels to the nerve terminal
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Photomodulation of the spontaneous activity of cold nerve endings in tear-deficient and naive corneas pre-treated with DENAQ.

(a) Spontaneous activity rate histogram along the five cycles of darkness/460-nm LED illumination in tear-deficient corneas pre-incubated with
DENAQ at 200 uM. (b) Corneal cold nerve terminal spontaneous NTI frequency recorded during blue light application (box plot in blue) and in
dark conditions (box plots in grey) in DENAQ-treated naive and tear-deficient corneas (red shading). Every dot represents the NTI frequency
value corresponding to a photocycle under the above-described conditions (**P < 0.01 and ***P < 0.001). (c) Maximum firing frequency during the
response to cold stimulation. (d) Cooling threshold temperature (absolute value). Each dot represents the corresponding value from a cold nerve
terminal. The centre line is the median, and the bounds of the box are interquartile ranges (first to third). Friedman one-way repeated measures
ANOVA on ranks; all pairwise multiple comparison procedures by Dunn's method. ns, not significant.

membrane potential. In the dark, the ongoing cold nerve terminal
activity decreased, suggesting that the hyperpolarizing effect of phar-
macological blockade of HCN channels predominated over the depo-
larizing effect of pharmacological inhibition of K,, channels by
DENAQ. In support of the proposal that inhibition of HCN channels
by DENAQ in the dark reduced the spontaneous activity, previous
data from our laboratory have shown that the HCN channel chemical
antagonists ivabradine and their structural derivatives cilobradine and
zetabradine reduced the spontaneous activity of corneal cold nerve
terminals (Quirce, 2020).

Light irradiation decreased ongoing cold nerve terminal activity to
a greater extent than pretreatment with DENAQ alone, suggesting a
hyperpolarizing effect through the photo-release of Ky channel con-
ductance from blocking, which overcomes the depolarizing effect of
photo-release on HCN channel activity. This is supported by the per-
sistence of DENAQ-mediated photoswitching in the presence of the
HCN blocker cilobradine. In line with this, several Ky channel

subtypes, including Ky 2.1, Ky 3.1 and Ky 4.2 (Mourot et al., 2013),
which are present in rodent primary sensory neurons (Bocksteins
et al., 2012), are photomodulated by DENAQ when heterogeneously
expressed in HEK293 cells. Additional evidence supporting the contri-
bution of Ky channels to DENAQ-mediated photoswitching in the
cold nerve terminal is derived from the NTI shape analysis. Cold nerve
terminals recorded extracellularly exhibit a biphasic (positive-
negative) shape in NTls. The configuration of NTI corresponds to the
first derivative of the voltage membrane of the nerve terminal.
The positive deflection is associated with membrane depolarization,
while the negative deflection is associated with membrane repolariza-
tion mediated by Ky channel openings (Brock et al., 2001, 2006). We
found that spontaneous NTls generated at cold sensory nerve termi-
nals in corneas pre-incubated with DENAQ exhibited a more pro-
longed negative phase of 53% of its half-width in the dark (trans
isomer), rapidly shortened by LED irradiation (cis isomer) up to 41%.

This suggests that light exposure partly unblocks the 22.6% of the Kv
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FIGURE 8 Photomodulation of the thermal reflex blink with DENAQ. Typical recordings of evoked OOemg activity in response to ocular
surface cooling up to 18°C (blue) (a) and heating up to 41°C (red) (e) after topical administration of DENAQ to the eyes of anaesthetised rats.
OOemg recordings under 460-nm LED irradiation are highlighted in blue and grey under dark conditions. The number of blinks induced by
cooling is shown in (b) or heating in (f). The net area under the curve (nAUC) of the OOemg signal in response to cold is shown in (c) and heat in
(g). The duration of the OOemg signal evoked by ocular surface cooling is presented in (d) and heat in (h). The box plots in blue correspond to blue
light application, and the box plots in grey correspond to dark conditions. Data shown are individual values with medians and interquartile ranges
(from first to third quartile). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001; significantly different as indicated; ns, not significant; Kruskal-Wallis ANOVA on
ranks, followed by all pairwise multiple comparison procedures using Dunn's method.

channel activity blocked by DENAQ in the dark, which is consistent
with the partial photoreduction of spontaneous activity of cold nerve
terminals pre-incubated with DENAQ. In support of this, the photo-
switching of the activity of recombinant Ky 3.1 channels expressed in
HEK293 cells has been revealed to be partial (Mourot et al., 2011).
This suggests that native Ky channels at the corneal nerve terminals
may also undergo partial photoswitching. However, a comprehensive
investigation would be necessary to elucidate whether this partial
release of Ky activity is entirely responsible for the photoswitching of
the cold nerve terminal. The DENAQ molecule terminates in a quater-
nary ammonium ion on one side of the azobenzene, which interacts
with the tetraethylammonium (TEA) binding site in the inner lumen
of the channel (Mourot et al., 2011). Consistent with our findings,
TEA prolongs the duration of the NTI-negative phase in guinea pig
corneal cold receptors (Brock et al., 2006). Additionally, TEA does not
affect the response of guinea pig corneal cold receptors to cooling
(Brock et al., 2006). Similarly, our study demonstrates that DENAQ
does not photomodulate cold-evoked responses in corneal nerve

endings.

Of note, we observed that the ongoing cold nerve terminal activ-
ity in the dark after each light application increased compared to the
value before the light application. This may indicate insufficient time
for DENAQ to re-block the HCN channels before the following light
irradiation pulse. It is worth noting that DENAQ converts from the
trans to cis state rapidly within milliseconds upon light exposure, but it
takes seconds for DENAQ to thermally convert back to its default
trans state (Mourot et al., 2011).

P2X channels have been implicated in central and peripheral pain
mechanisms (Burnstock, 2000; Inoue, 2022). P2X3 mRNA and protein
have been found primarily in small-diameter non-peptidergic cell bod-
1995; Eriksson
The channels either form

ies of primary sensory neurons (Chen et al,
1998; Lewis et al., 1995).
homo-oligomeric channels or assemble with P2X2 subunits to form

et al,

hetero-oligomers (North, 2004). Additionally, a fraction of peripheral
projections of sensory neurons in the skin, tongue and dental pulp are
immunopositive for P2X3 in 1999;
Burnstock, 2000). This study investigated the expression of P2X2 and
P2X3 subunits in TRPM8-EYFP-positive corneal nerve terminals in

rodents (Bo et al,
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adult mice. We observed P2X and P2X3 receptor staining at identified
cold sensory nerve terminals. Consistent with the immunochemical
expression of the nociceptive markers P2X3 receptor and CGRP pro-
tein in small subsets of mouse dorsal root ganglion cell bodies expres-
sing TRPM8 (Takashima et al., 2010), our results indicate that a
fraction of TRPM8 nerve terminals also express P2X2 and P2X3
receptors.

The functionality of P2X channels at corneal sensory nerve termi-
nals remains uncertain. While purinergic P2X receptor agonists have
been shown to excite rat joint nociceptors (Dowd et al, 1998),
attempts to stimulate cat dental pulp afferents (Dowd et al., 1997) or
cat corneal nociceptors (Matthews et al., 1997) have been unsuccess-
ful. In addition to species differences, these discrepancies may be
explained by specific pharmacological limitations associated with the
different experimental models (Dowd et al., 1998). The compound
DENAQ is permanently charged, making it relatively impermeable
through the cell membrane. A previous study has shown that DENAQ
enters neurons through the large-pore P2X channels in retinal gan-
glion cells from a mouse model of retinitis pigmentosa (Tochitsky
et al., 2016). In this work, we demonstrate that the use of purotoxin-1
to selectively block P2X3 receptors partly prevents DENAQ-mediated
photoswitching. Notably, primary sensory neurons express the P2X3
receptor protein at a higher level than the other P2X1-6 receptor
subunits, while the P2X7 receptor protein has not yet been identified
(Dunn et al., 2001; Flegel et al., 2015; Staikopoulos et al., 2007). Our
data suggest that, in guinea pigs, DENAQ enters cold sensory nerve
terminals in the cornea, through P2X channels, primarily P2X3 chan-
nels. This indicates functional expression of P2X channels at the nerve
terminal.

In patients with dry eye disease, ectopic activity at corneal cold
nerve endings can cause discomfort, pain, altered blinking and a sen-
sation of dryness (Belmonte et al., 2017). Here, we show that DENAQ
reduces spontaneous activity in corneal cold nerve endings in guinea
pig tear-deficient corneas in response to light but not cold-evoked
responses. This finding suggests that DENAQ may be a beneficial
treatment in patients with dry eye, as it can alleviate ocular discomfort
or pain without compromising the cold sensation and cold-evoked
reflexes essential for maintaining ocular surface integrity. Further-
more, azobenzene-based photoswitches offer a new therapeutic
approach that takes advantage of the large-pore characteristic of P2X
receptors. This allows for delivering membrane-impermeable drugs
specifically to cells with increased P2X receptor expression (Tochitsky
et al., 2016). A recent study by Fakih et al. (2021) demonstrated the
overexpression of P2X3 receptor mRNA in TG neurons from a mouse
model of dry eye. This finding indicates that DENAQ-mediated photo-
modulation may selectively target altered cold nerve endings over
healthy tissue.

In this study, we further provide evidence of the in vivo effect of
DENAQ when administered topically in the eye of anaesthetised rats.
DENAQ enhanced cold-evoked OOemg activity under blue light,
although it did not significantly affect the cold-evoked activity in cold
thermoreceptors of guinea pig excised corneas. The observed discrep-

ancy may be attributed to the different animal model used, the higher

concentration of DENAQ adapted to in vivo conditions and its
delivery beyond the cornea (including the conjunctiva and eyelid bor-
der) in the blink reflex paradigm. However, recent work has indicated
that corneal polymodal nociceptors may contribute to the mediation
of the cold-evoked blink reflex in mice (Frutos-Rincén et al., 2023).
Consequently, it is possible that distinct functional classes of corneal
sensory nerve terminals, which are not classified as cold thermorecep-
tors, may be subject to photomodulation by DENAQ in the cold-
evoked blink reflex. Further studies are required to elucidate this
observation.

In conclusion, the photoisomerizable compound DENAQ confers
light sensitivity to the spontaneous activity, but not the cold-evoked
responses, of guinea pig corneal cold thermo- receptors. DENAQ pri-
marily enters the corneal cold nerve terminal through P2X channels,
whereas Ky channels appear responsible for the DENAQ-mediated
photoswitching of its spontaneous activity. DENAQ photoreduces the
pathologically enhanced spontaneous cold nerve terminal activity in a
guinea pig model of dry eye without affecting the response to cold.
Furthermore, DENAQ photomodulated the cold-evoked blink reflex
in vivo after topical eye application in rats. Our results support the
use of small azobenzene photoswitches as a potential therapeutic
strategy for managing ectopic corneal nerve activity. This approach
might offer a potential treatment for ocular discomfort and pain in dry
eye disease.
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