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RESUMEN

En la cérnea, la actividad eléctrica de las neuronas termorreceptoras de
frio depende de la expresion funcional del canal idnico termosensible TRPMS8.
Estas neuronas termosensibles no sélo actian como termorreceptores de frio,
sino también como detectores de humedad de la superficie ocular. La lesion de
las fibras sensoriales que inervan la cornea suele estar acompafada de
disestesias, alteracién en la tasa de lacrimacién y cambios en la sensibilidad
térmica y quimica. Sin embargo los mecanismos moleculares y celulares detras
de estas alteraciones en respuesta al dafio axonal no se conocen en su
totalidad. El objetivo de esta tesis fue estudiar los mecanismos moleculares y
neurales involucrados en las alteraciones sensoriales inducidas por una lesién
corneal. Para evaluar los cambios post dafio axonal desarrollamos un modelo
de lesion en la cornea de ratones. Utilizando las técnicas de imagen de calcio y
patch clamp en neuronas corneales del ganglio trigémino marcadas
retrogradamente, estudiamos las modificaciones en la sensibilidad térmica y
quimica en neuronas sensibles al frio que resultan de la lesion de axones
corneales en ratones. Nuestros resultados muestran que tras la lesién se
produce un aumento en el porcentaje de neuronas corneales sensibles a frio,
las cuales ademas presentan una mayor sensibilidad al frio y a mentol (agonista

de TRPMS).
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Cuantificamos la expresiéon de TRPM8 mediante inmunohistoquimica,
encontrando que tras la lesién hay un mayor porcentaje de neuronas TRPM8(+)
en la region oftalmica del ganglio trigémino. Para relacionar estos resultados
con lo que ocurriria en las terminales corneales, regisiramos directamente su
actividad eléctrica. Nuestros resultados muesiran que la lesidon induce un
aumento tanto en su actividad espontanea como en su sensibilidad a mentol.
También evaluamos la recuperacion de las fibras sensoriales después de [a
lesion utilizando el ratoén transgénico fluorescente Thy-1 YFP, y encontramos
una reinervaciéon parcial después de 21 dias. Finalmente, complementamos
nuestro estudio con la cuantificacién de la tasa de lacrimacion basal en
animales control y lesionados, y encontramos que los animales lesionados
incrementaron significativamente su tasa de lacrimacion basal. Nuestros
resultados sugieren que TRPMB8 tiene un papel critico en el desarrollo de una
respuesta exacerbada al frio de los termorreceptores corneales en respuesta a
lesion; ademas, sugieren que este canal termoTRP podria estar implicado en
las alteraciones sensoriales y de tasa de lacrimacién que ocurren en pacientes

sometidos a cirugias corneales fotocorrectivas.
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ABSTRACT

In the cornea, the electrical activity of cold thermoreceptos depends on
the functional expression of thermosensitive ion channel TRPM8. These cold-
sensitive neurons function not only as cold thermorecepiors, but also as the
humidity detectors of the ocular surface. Injury of the sensory fibers innervating
the cornea is frequently followed by dysesthesias, disturbance in the lacrimation
rate and changes in thermal and chemical sensitivity. The molecular and cellular
mechanisms underlying the aiterations in response to axonal damage are not
entirely understood. The aim of this thesis was to study these mechanisms. To
evaluate the effects of axonal injury, we developed a model of corneal injury in
mice. We studied the modifications in thermal and chemical sensitivity of cold
sensitive neurons that result from the injury of corneal sensory axons in mice
with calcium imaging and patch clamp techniques in retrograde-labeled corneal
neurons from trigeminal ganglia. Our results show that injury leads to an
increase in the percentage of corneal cold sensitive neurons and in their
sensitivity to cold and menthol (a TRPM8 agonist). Using immunohistochemistry
we show an increment in the percentage TRPM8-expressing neurons after injury
in the ophthalmic region in trigeminal ganglion. To examine whether these
results were related to the changes in the corneal terminals, we directly

recorded the electrical activity of the neurons. Our results show that injury

*xvi




induces an increase in the spontaneous firing rate and in menthol sensitivity. We
evaluated the recovery of corneal sensory fibers after injury by making use of
the Thy-1 YFP transgenic mice, and show a partial reinnervation 21 days after
injury. Finally, we investigated the effect of injury in the basal tearing. We found
that the basal tear flow increased significantly in the injured animals. Our results
suggest that TRPM8 has a critical role in the development of exacerbated
response to cold in the corneal thermoreceptors caused by corneal injury. They
also suggest that this thermoTRP channel might be implicated in the sensory
disturbances and increased tearing rate occurring in patients undergoing corneal

photorefractive surgeries.
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1. INTRODUCCION

1.1. El sistema somatosensorial

El sistema somatosensorial esta constituido por fibras nerviosas cuyas
terminaciones transducen la informacién fisica y quimica del medio en sefales
eléctricas, las cuales son transmitidas al sistema nervioso central. El punto de
entrada de dichas sefiales al sistema somatosensorial son las ferminales
nerviosas de las neuronas sensoriales primarias que forman parte del sistema
nervioso periférico. Por su morfologia, las neuronas somatosensoriales
primarias se clasifican como neuronas pseudounipolares, cuyo soma se
encuentra ubicado en los ganglios raquideos (GR) y trigeminales (GT).

(Figura 1).

Los receptores somatosensoriales periféricos pueden clasificarse segtin
distintos criterios que pueden abarcar el origen embrionario de los tejidos
inervados (receptores somaticos y viscerales), su localizacién (exteroceptores e
interoceptores), tipo de respuesta (tonico y fasico), etcétera. Otra clasificacion
ampliamente utilizada en la literatura dice relacion con el tipo de estimulo que

los receptores somatosensoriales son capaces de  transducir:

mecanorreceptores, nociceptores y termorreceptores.
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Figura 1. Organizacién funcional y anatémica del sistema somatosensorial. (A) Los
nervios espinales son formados por la unién de raices aferentes (sensoriales) y eferentes
(motoras) y son los responsables de la inervacién periférica de la piel, misculo esquelético,
visceras y glandulas. Las flechas indican la direccién de entrada sensorial (café) y salida de
impulsos motores (negra). Los cuerpos celulares de las neuronas motoras se encuentran en el
asta ventral de la médula espinal. Los cuerpos celulares de las neuronas somatosensoriales se
localizan en los ganglios raquideos. Dentro de los ganglios existen subclases de neuronas
sensoriales conocidas como propioceptivas (azul), mecanosensores de bajo umbral (rojo) y
neuronas sensibles a temperatura y estimulos potencialmente dolorosos (verde). Estas
neuronas se proyectan centralmente a las interneuronas del asta dorsal y periféricamente a los
tejidos blancos. (B) Las neuronas sensibles a temperatura y nociceptores (verde) presentan
terminaciones libres y se encuentran en todas las capas de la piel, vasos sanguineos y cerca de
foliculos pilosos. (C) Inmunoflurescencia para el marcador neuronal PGP9.5 (en verde) en
seccion transversal de piel que muestra las terminaciones nerviosas libres de las neuronas
termorreceptoras y nociceptores. Adaptado (Patapoutian et al., 2003).




En una clasificacion basada en la intensidad del estimulo necesario para
inciar una sefial sensorial, las neuronas somatosensoriales primarias pueden
ser separadas en neuronas de bajo umbral y de alto umbral. Bajo esta
clasificaciéon general, las neuronas receptoras de bajo umbral corresponden a
termorreceptores (de frio y calor) y mecanorreceptores de bajo umbral, mientras
que las neuronas receptoras de alto umbral corresponden a nociceptores, que
incluyen nociceptores polimodales y mecanonociceptores. En este trabajo se
seguira la clasificacion segun Mountcastle (1957), [a cual se basa en las
modalidades de estimulos que son capaces de transducir, clasificandose asi en

mecanorreceptores, nociceptores y termorreceptores.

1.1.1. Receptores somatosensoriales periféricos
s

1.1.1.1. Mecanorreceptores

El sistema somatosensorial contiene varios tipos de mecanorreceptores,
que son sensibles a la compresion, extension y flexion de los tejidos. Estos
mecanorreceptores se encuentran a través del cuerpo transduciendo energia
mecanica en impulsos nerviosos (Bear M et al.,, 2007). Entre los
mecanorreceptores podemos encontrar a los corpusculos de Paccini, los

corpusculos de Meissner, las terminaciones nerviosas de Merkel y los

corpusculos de Ruffini (Figura 2).




Los corpusculos de Paccini ubicados en la piel responden a vibraciones y
presion mecanica. Se encuentran en capas profundas de la piel y sus campos
receptivos son relativamente amplios. Cada corpuisculo recibe una fibra
nerviosa gruesa mielinica, que pierde su vaina de mielina penetran en el
espacio central, donde también pierde su célula de Schwann. El axén desnudo
recorre el espacio central sin ramificarse hasta formar un engrosamienio
terminal. Los corplsculos de Pacini tienen respuestas de adaptacioén rapida

(Purves et al., 2001).

Los corpusculos de Meissner estan ubicados entre las papilas dérmicas
justo debajo de la epidermis de los dedos, las palmas y plantas de los pies. A
diferencia de los corplsculos de Paccini, éstos presentan campos receptivos
pequenos. Son receptores de forma alargada formados por una capsula de
tejido conectivo gque comprende varias laminas de células de Schwann. Los
corpusculos de Meissner son aproximadamente diez veces mas pequefios que
los de Paccini, midiendo 30-140 um de longitud y 40-60 um de diametro. Estos
mecanorreceptores se relacionan con el tacto y la vibracién de baja frecuencia
(30 a 40 Hz) de Ia piel sin pelo, sobretodo en la palma de las manos (Purves et

al., 2001).




Las terminaciones nerviosas de Merkel se localizan en la epidermis y

cuentan con campos receptivos

pequenos. Estas terminaciones detectan

cambios de presion y textura. Cada disco de Merkel consta de una terminal

nerviosa y una célula epitelial aplanada. Una Unica fibra de un nervio aferente

se ramifica para inervar hasta 90 terminaciones de discos. Es una estructura

rigida no encapsulada, siendo mas sensible a vibraciones de baja frecuencia,

entre 5 y 15 Hz. Son clasificados mecanorreceptores de adaptacion lenta (Iggo

A. and Muir A., 1969).
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Figura 2. Representacion de los mecanorreceptores en la piel. Amplificacion de una trozo
de la piel tomada de la punta del dedo. Se distingue la forma, distribucién y profundidad de los
diferentes tipos de mecanorreceptores en las capas de la piel (epidermis y dermis). Adaptado

(Purves et al., 2001).




Las Terminaciones de Ruffini se ubican en la dermis y presentan campos
receptivos amplios. Son ligeramente mas pequefias que los corpusculos de
Paccini y presentan una forma ovalada. Las terminaciones nerviosas estan
encapsuladas y se encuentran entre la dermis y e! fejido subcutaneo. Los
corplsculos de Ruffini consisten en vainas de tejido conectivo con abundantes
ramas que terminan en pequefias protuberancias. Se cree que estan implicados
en el deslizamiento de los objetos a lo largo de la superficie de la piel, y también
participan en la modulacién de pinzamiento de un objeto (Pare et al., 2003;

Purves et al., 2001).

1.1.1.2. Nociceptores

Los nociceptores son neuronas de alto umbral que responden a
estimulos fisicos y quimicos potencialmente peligrosos, gatillando una
sensacion de dolor. De este modo, el papel fisiolégico de los nociceptores
radica en alertarnos de la presencia de un estimulo potencialmente dafiino,
detectando temperaturas y presiones extremas, asi como también de agentes
guimicos nocivos. La activacion funcional de distintos tipos o subpoblaciones de
nociceptores cutaneos y su posterior procesamiento en los centros superiores
provee de una amplia diversidad en el tipo de dolor percibido (Dubin and

Patapoutian, 2010).




Los nociceptores polimodales responden a productos quimicos irritantes,
presion en exceso, frio extremo y a moduladores enddgenos como la histamina.
Por otro lado, los mecanonociceptores responden principalmente a estimulos
mecanicos de alta energia y a temperaturas exiremas. Los nociceptores
representan alrededor del 60% de los receptores sensoriales totales
(Adriaensen et al., 1980; Hagbarth and Vallbo, 1967; Vallbo et al, 1979),
convirtiéndose en la inervacion sensorial mas densa del sistema
somatosensorial. Se encuentran en todo el cuerpo, pero estan mas
extensamente localizados en el periostio, la pared arterial, los dientes, la
superficie articular y la boveda craneana. Al igual que los otros receptores
sensoriales, nacen de los ganglios trigéminos y raquideos que envian una
prolongacion axénica a la periferia y la otra a la médula espinal o fronco

encefalico (Purves et al., 2001).

Dado que los axones nociceptivos periféricos tienen terminaciones libres
carentes de otras estructuras especializadas, por convencion se categoriza las
fibras nociceptivas segun el grado de mielinizacién. Por otro lado, los axones de
los nociceptores conducen a velocidades relativamente lentas y son
escasamente mielinados 0 mas cominmente amielinicos (Purves et al., 2001).
Segun lo anterior, la informacién nociceptiva es transmitida por dos tipos de

fibras nerviosas (Figura 3) (Dubin and Patapoutian, 2010)




a) Fibras C, las cuales corresponden a fibras amielinicas de menos de 1.5 pym

de diametro y con una velocidad de conduccién de 0.5 a 2 m/s.

b) Fibras Ad, las cuales corresponden a fibras mielinizadas delgadas, con un

diametro de 1 a 5 ym y con una velocidad de conduccion de 5 a 30 m/s,

Una proporcion de la poblacidon de los nociceptores mecanosensibles
también responden a temperaturas cercanas a los niveles dafiinos (mas de 40-
42°C en la piel). Un aumento de ia temperatura en la superficie de la piel es a
menudo mas eficaz que el frio para inducir una respuesta de estos receptores
(Belmonte and Giraldez, 1981; Kumazawa and Mizumura, 1980). A diferencia
de los receptores térmicos, los nociceptores no tienen una descarga eléctrica

basal, respondiendo solo a aquellas temperaturas capaces generar lesiones.
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Figura 3. Anatomia de los nociceptores. (A) Las neuronas somatosensoriales estan
localizadas en los ganglios periféricos (ganglios trigéminos y raquideos). Las neuronas
aferentes proyectan centralmente al tronco encefélico (Vc) y al asta dorsal de la médula espinal
y periféricamente hacia la piel y otros 6rganocs. (B-C) La mayor parte de los nociceptores que
inervan las piel (dermis y epidermis) corresponden a fibras C amielinicas y se encuentran
representadas en rojo. Se observa la zona de sinapsis en el hasta dorsal de la medula espinal
la cual corresponde a la lamina | y Il. Las fibras A, se encuentran representadas en azul. La
sinapsis de ellas ocurre a nivel de la lamina | y V en el hasta dorsal de la medula espinal. Por la
presencia de mielina ellas presentan una velocidad de conduccién mayor. Adaptado (Dubin and
Patapoutian, 2010).

1.1.1.3. Termorreceptores

La presencia en la piel de sectores que pueden detectar frio y calor fue la
primera evidencia de la existencia de estructuras periféricas sensoriales
activadas por cambios de temperatura (Goldscheider A., 1883; Blix, 1882;
Donaldson HH., 1885). Registros extracelulares llevados a cabo en fibras
aferentes de ganglios cefalicos y raquideos evidenciaron la existencia de una

poblacién de receptores con una prominente sensibilidad a estimulos térmicos.




s

Estas neuronas se denominaron termorreceptores y fueron subdivididos
en termorreceptores de frio y termorrecepiores de calor (Zotterman, 1935;
Zotterman, 1936). Los termorreceptores de frio que responden a pequerios
cambios de temperatura estan relacionada con la deteccién del frio inocuo
(Hensel and Iggo A., 1971; Hensel, 1981) y son el centro de este trabajo de

tesis.

La distribucion de los termorreceptores periféricos en la piel es irregular,
ubicandose las terminales nerviosas libres en la dermis y la epidermis, siendo
mas numerosos los termorreceptores de frio que los de calor (Blix, 1882). La
densidad de los termorreceptores varian en funcion del tejido inervado, tal como
otros receptores; por ejemplo, los labios poseen el doble de terminales
termorreceptoras que el antebrazo (Theodore C.Ruch, 1979). En condiciones
fisiolégicas normales, la exposicion de la piel y las mucosas a bajas
temperaturas puede evocar una amplia variedad de sensaciones térmicas, que
va desde el confort refrescante hasta el dolor intenso (Acosta et al., 2001b;
Chen et al., 1996; Craig et al., 2000; Yarnitsky and Ochoa, 1991), dependiendo
de la intensidad del estimulo. El frio es detectado por termorreceptores
cutaneos especificos, que incluyen las fibras aferentes primarias C amielinicas
y las fibras poco mielinizadas Ad (Hensel and Zotierman, 1951; Hensel, 1981;

Heppelmann et al., 1990; Iriuchijima and Zotterman, 1960).
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Los primeros termorreceptores identificados mediante métodos
electrofisioldgicos fueron los receptores de frio localizados en la lengua de
gatos (Zotterman, 1936). Los termorreceptores de frio mantienen una descarga
constante de impulsos nervisos a la temperatura basal de la piel (33°C). Frente
a descensos de la temperatura incluso menores a 1°C el frio induce un
aumento en la descarga de potenciales de accién, que alcanza un maximo de
frecuencia (respuesta dinamica el frio) seguido de un descenso de la frecuencia
aun en presencia del estimulo (respuesta estatica al frio) (Hensel et al., 1960).
Tanto la amplitud como la tasa de cambio de la descarga son proporcionales a

la magnitud del descenso de la temperatura (Figura 4).

En los Ultimos afios se ha determinado que estas neuronas sensibles a
frio expresan una amplia variedad de canales de iones, tanto de transduccién
como dependientes de potencial, que determinan su excitabilidad. En las
terminales nerviosas carentes de estas células termosensibles, el canal de
iones TRPM8 es la principal entidad molecular encargada del desarrollo del
potencial de receptor en respuesta a descensos de la temperatura (McKemy et

al., 2002; Peier et al., 2002).

11




Frecuencia (Hz)

Dlnsmlca. - ';-";/l 108 o
Estatica '
Tempertaura (°C)
D
Tempertaura
basal 34°C
Frio

NENEENT TITTTTTT T T T TN T, o
R ERT T TTTTTTTTT TR ETRTT TR T —
EENEREET  TTTITTITETITRTRATT TN N A

I TTTTITTTTRTTRTTTTTUTHETT W I T Y
L1 AR L AR
I T T T Y
1 |ISSSSSSRMN L O AU 6°C

sos|nd

I W 11T 1T T TT TR RO TR RTTITRTRNTRTATE VR U I 1o
L1 TR TN NN AR NI

] 1 L e iet e e e 11 15111 1

L | L i v ai 11 if 10°¢

1 I i i Il Il e 1 !

Tlempo (s)

Figura 4. Caracteristicas de los patrones de descarga de las fibras sensibles a frio. (A)
Registro de la actividad eléctrica basal de dos fibras diferentes sensibles a frio en la esclera de
gato a 32°C (B) Registro de la actividad eléctrica de terminales sensibles a frio adaptadas a una
rampa de temperatura desde 35°C hasta 21°C (Gallar et al., 2003) (C) Respuesta estatica de 44
fibras receptoras de frio en funcién de un rango de temperatura aplicado en una preparacion de
lengua gato (Belmonte et al., 2009; Benzing et al., 1969) (D) Frecuencia de descarga de una
fibra sensible a frio en mono que aumenta con el progresivo descenso de la temperatura.
Adaptado de (Darian-Smith et al., 1972).
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La demostracion mas sélida del papel critico de TRPM8 en el proceso de
transduccidn del frio en los rangos inocuo y lesivo se obtuvo tras el desarrollo
de ratones knockout (K.Q.) para esta proteina. Los resultados obtenidos en los
diversos estudios conductuales llevados a cabo con estos ratones muestran
que, a pesar de leves discrepancias en los rangos de sensibilidad, en todos los
casos la carencia de este canal se traduce en una clara deficiencia en su
capacidad de responder a estimulos de frio (Bautista et al., 2007; Colburn et al.,

2007; Dhaka et al., 2007).

Los terminales de las neuronas termorreceptoras se encuentran
rodeados de multiples capas de otros tipos celulares y ademas presentan un
pequefio tamarfo, lo que hace muy dificil obtener registros eléctricos
directamente desde estas estructuras. Es por esto que la gran mayoria del
trabajo destinado a esclarecer los mecanismos de transduccidn involucrados en
la respuesta a frio de las neuronas del sistema somatosensorial se ha llevado a
cabo en el soma de estas células, utilizdndolo como modelo de sus terminales.
Esta aproximacion presenta claras ventajas, como la accesibilidad de los
cuerpos neuronales para el registro mediante pafch-clamp o la posibilidad de
medir la concentracion intracelular de iones mediante sondas fluorescentes con
relativa facilidad. Sin embargo, la relevancia de la informacién que se obtiene

con esta estrategia esta supeditada a la ausencia de eventuales modificaciones
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funcionales en las proteinas destinadas a la membrana del terminal producto
del proceso de aislamiento y cultivo de estas neuronas.
Hasta hoy sigue siendo la estrategia mas utilizada en el estudio de las

propiedades funcionales de las neuronas del sistema somatosensorial.

1.2. La superfamilia de los canales TRP

El primer miembro de la superfamilia de canales TRP (del inglés
Transient Receptor Potential) fue identificado en el ojo de la mosca Drosophila
melanogaster como una proteina involucrada en la fotoiransduccién. La
caracterizacion inicial se realizé a partir de un mutante que, a diferencia del
fenotipo silvestre, presentaba una respuesta despolarizante transitoria frente a
un estimulo luminoso mantenido en vez de la respuesta sostenida del fenotipo
silvestre. Los mutantes frp se conocen desde 1969 (Cosens and Manning,
1969), pero sdlo décadas mas tarde se describié el papel de estos receptores
en la fransduccién de las distinias modalidades somatosensoriales (Montell,

2011).

A lo largo de los afios, la superfamilia de los canales TRP se ha
convertido en una de las mas extensas, con representantes en una gran
diversidad de especies que van desde las levaduras hasta los humanos
(Huang, 2004; Montell, 2005; Pedersen et al., 2005; Ramsey et al., 2006)

(Figura 5).
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Figura 5. Arbol filogenético de los canales TRP. La figura muestra los canales TRP de C.
elegans (c; verde), D. melanogaster (d; rojo), D. rerio (dr; azul) y H. sapiens (h; negro). Se
indican las repeticiones de anquirina (A.R.), dominios coifed coil (cc) y los dominios TRP los
cuales incluyen las cajas TRP 1 y 2. Al lado de cada familia, a modo de ejemplo, aparece una
representacion esquematica de uno de sus miembros. En el esquema se muestran los dominios
transmembrana en azul. Los extremos C y N-terminales se ubican hacia el lado citoplasmatico
de la membrana celular. Adaptado de (Nilius and Flockerzi, 2014).
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Una de las caracteristicas mas importantes de estos canales ionicos es
que, tanto en organismos unicelulares como en pluricelulares, se encuentran
mediando la interaccién con el entorno. De hecho, los canales TRP participan
en la deteccion de la temperatura, del gusto y de las feromonas, y en la
generacién de procesos sensoriales complejos como la vision, y el dolor (Nilius

and Flockerzi, 2014).

Dehido a la enorme variabilidad que presentan estos canales en cuanto
a sus mecanismos de activacion, regulacién, funcién e incluso selectividad
idnica, su clasificacion esta basada en un criterio filogenético. Como se
muestra en la Figura 5, los canales TRP se dividen en 7 subfamilias segtn la
homologia de su composicibn aminoacidica (Venkatachalam and Montell,
2007): TRPC por Canonical (TRPC1-7), TRPV por Vanilloid (TRPV1-8), TRPM
por Melastatin (TRPM1-8), TRPP por Polycystin (TRPP2, TRPP3, TRPP5),
TRPA por Ankyrin (TRPA1), TRPML por Mucolipin (TRPML1-3) y TRPN
(NOMPC de no mechanoreceptor potential C), este (ltimo presente Unicamente

en moscas y gusanos (Clapham, 2003).

Los canales TRP son en su mayoria catidénicos no selectivos,
permitendo un fluyjp de entrada de Ca®* y Na* mayoritariamente
(Venkatachalam and Montell, 2007). Asi, el Cca* y Na’ del medio extracelular

ingresan a la célula a favor de su gradiente electroguimico, lo que genera un
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incremento de la concentracién intracelular de calcio ([Ca®']) y un cambio del
potencial de la membrana plasmatica (V) hacia valores mas despolarizados.
De manera particular, TRPM4 y TRPM5 son los Gnicos canales TRP activados
por Ca*, pero con limitada o nula permeabilidad para este i6n (Hofmann et al.,

2003; Launay et al., 2002).

Desde un punto de vista estructural, los canales TRP exhiben una
notable diversidad, aunque tienen algunas caracteristicas en comin que los
une bajo la misma superfamilia. E! grueso de la evidencia estructural de los
canales TRP es indirecta, puesto que la reconstruccién estructural de los
miembros de esta familia ain es escasa (Liao et al., 2013; Mio et al., 2007;
Moiseenkova-Bell et al., 2008, Shigematsu et al.,, 2010). No obstante lo
anterior, la evidencia actual indica que desde un punto de vista funcional los
canales TRP consisten en tetrameros con seis segmentos transmembrana (S1-
S6) similares a las subunidades alfa de los canales de potasio activados por
voltaje (K,). Ademas el lazo hidrofilico entre los segmentos $5-S6 de cada

subunidad, constituye el poro de conduccién (Mickle et al., 2015).
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1.2.1. Determinantes moleculares de la termotransduccioén al frio

En fisiologia el término transduccién es la conversién de un estimulo en
un cambio del potencial de membrana. La especificidad presentada por las
terminales de las neuronas sensoriales primarias se debe a la expresién de
diversos canales de iones, entre los cuales se encuentran miembros de la
superfamilia TRP. Por esta razdn, estos canales han sido estudiados buscando
establecer su contribucion a los procesos de transduccién sensorial en que

estan envueltos (Clapham, 2003)

1.2.1.1. TRPMS

En humanos, el gen Trpm8 esta ubicado en la region 2q37.1 del
cromosoma 2. Este gen abarca 102.124 bases y contiene 25 exones. Trpm8 es
transcrito en RNA mensajero, que a su vez codifica para 1.104 aminoacidos
(Nilius and Flockerzi, 2014). TRPM8 es un canal catidnico no selectivo
permeable al i6n calcio, con una permeabilidad relativa a Ca®* por sobre Na*
(Pca/Pna) que ha sido estimada entre 1 y 3.3 (McKemy et al., 2002; Peier et al.,
2002). Al igual que ocurre con otros canales TRP, TRPM8 funciona como
receptor polimodal, integrando diferentes tipos de sefales (Almaraz et al., 2014;

Latorre et al., 2011; Madrid and Pertusa, 2014).
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Este canal termosensible se activa directamente por disminuciones de la
temperatura (Figura 6). Su umbral de activacién varia en un amplio rango que
abarca desde los 17 a los 25°C, extendiéndose incluso hasta los 33°C en
neuronas somatosensoriales primarias (de la Pefia et al., 2005; Madrid et al.,

20086; Malkia et al., 2007; Viana et al., 2002).
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Figura 6. Efecto del frio sohre la corriente de TRPM8 en célula completa. (lzquierda)
Corriente al potencial de reposo -680 mV en células HEK293 gue expresan el ortblogo de rata
TRPM8 durante una rampa de temperatura desde 34 a 19°C. (Cenfro). Desarrollo de una
corriente de entrada en funcién del descenso de temperatura. (Derecha). Curvas |-V a 33°C y
18°C. Notar la marcada rectificacion de salida. Adaptado de (Almaraz et al., 2014). ‘

Como se menciond anteriormente, algunas sustancias de origen natural
(mentol) o sintéticas (icilina) que evocan sensaciones de frescor activan
directamente al canal TRPM8 (McKemy et al., 2002). Este canal también es
activado por voltaje, con una marcada rectificacién de salida en su relacion

corriente-voliaje.
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A temperaturas equivalentes a la temperatura basal de la piel (~33°C) y
en ausencia de agonistas, se requiere un voltaje fuertemente despolarizado
para conseguir una activacion significativa del canal (McKemy et al., 2002; Peier
et al., 2002). Tanto la disminucion de la temperatura como la aplicacién de
agonistas resultan en un desplazamiento de la curva de activacion por voltaje
del canal, permitiendo que éste se abra a valores de potencial de membrana
mas negativos y fisiologicamente relevantes (Figura 7). El analisis
termodinamico del proceso de apertura y cierre del canal revela que ocurre un
importante cambio entrépico asociado al proceso de apertura del canal que da

cuenta de su elevado Q.

El cambio entrépico asociado a la transicion hacia el estado abierto es
compensado por un cambio de entalpia equivalente que facilita la reversibilidad
del proceso (Brauchi et al., 2004; Voets et al,, 2004). El mecanismo molecular
que da cuenta de la activaciébn de TRPMS8 y otros canales termoTRPs por

estimulos térmicos no ha sido esclarecido.

Como ya se indico, la demostracion mas sélida de la participacion de
TRPMS8 en el proceso de transduccion del frio en los rangos inocuo y lesivo se
obtuvo tras el desarrollo de ratones knockout para este canal. Por su parte, los
estudios funcionales de imagen de calcio en los somas de neuronas

somatosensoriales primarias y el registro directo de fibras intactas del nervio
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safeno de estos animales, muestran también una disminucién del porcentaje de
neuronas sensibles a frio y a mentol y de la magnitud de las respuestas a estos
estimulos (Bautista et al., 2007; Colburn et al., 2007), aportando un marco
molecular para explicar [as deficiencias sensoriales en respuesta a la

estimulacion con frio.
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Figura 7. La activaciéon de TRPMS8 por frio y menfol se explica por un desplazamiento de
la curva de activacion por voltaje hacia potenciales mas negativos. (A) Curvas de
activacion del canal TRPMS. Al representar la probabilidad de apertura del canal en funcién del
voltaje se observa que tanto el frio como el mentol desplazan esta curva hacia valores mas
negativos o fisiologicamente relevantes. (B) Corriente de TRPM8 registrada en un sistema de
expresion heterdloga (célula HEK293), en configuracién de célula completa, en respuesta a
rampas de -100 a +180 mV, en presencia de un estimulo de frio (20°C) {(azul), mentol 100 pM
(verde), y frio {20°C) mas mentol 100 pM (rojo). El trazo en negro representa la corriente fotal
de la célula a 32°C (condicién control) en respuesta a la misma rampa. Adaptado de (Voets et
al.,, 2004).

Se han descrito diversos mecanismos de sefializacion celular que estan

involucrados en la regulacion de TRPMS8 en neuronas sensoriales. Estas

incluyen interacciones lipido-proteina, proteina-proteina, cascadas de

sefializacion intracelular y modificaciones postransduccionales (Almaraz et al.,

2014; Madrid and Pertusa, 2014).
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En particular se ha descrito que la activacion de TRPM8 se ve
disminuida por la asociacion de este canal con balsas lipidicas en la membrana
celutar (Morenilla-Palao et al., 2009). Asi mismo, el PI(4,5)P, (del inglés
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) es un mensajero importante en la
activacion de TRPMB, el cual posee dentro de su dominio TRP sitios de unién a
este fosfolipido (Rohacs et al.,, 2005). El PIl(4,5)P; puede activar a TRPM8
incluso en ausencia de estimulacion por frio o cualquier estimulo quimico (Liu
and Qin, 2005; Rohacs et al., 2005). Asi mismo, la adaptacion de TRPMS frente
a estimulos térmicos o quimicos sostenidos depende del Ca®" extracelular
(McKemy et al., 2002). El ingreso de Ca* a través de TRPMS activa la enzima
dependiente de Ca®" PLC (del inglés Phospholipase C), la cual reduce la
actividad del canal al hidrolizar PI(4,5)P, (Daniels et al., 2009). TRPM8 también
es regulado por proteinas quinasas. En particular la bradiquidina reduce las
respuestas a mentol y frio de TRPM8 a través de mecanismos moleculares que
implican la activacién de una proteina G (Gq) y de la PKC (del ingles Profein

Kinase C) (Linte et al., 2007; Premkumar et al., 2005) (Figura 8).

Por otro lado, la participacién de TRPM8 en la respuesta dolorosa post
lesién a la estimulacion por frio inocuo ha sido confirmada mediante el uso de
herramientas tanto moleculares como farmacolégicas. Como ya se ha
comentado, los ratones K.O. de TRPMB8 presentan una reduccion severa de la

sensibilidad al frio en el rango de temperaturas inocuo y lesivo.
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Resulta interesante que estos animales también presentan una
disminucién en la hipersensibilidad dolorosa al frio, tantoc en modelos de
respuesta inflamatoria por inyeccién con adyuvante completo de Freund, como
en modelos de dolor neuropéatico inducido por ligacion crénica del nervio ciatico
(Colburn et al., 2007). En una aproximacién complementaria, el blogueo
farmacoldgico de TRPM8 in vivo ha demostrado ser también eficiente en la
disminucién, al menos parcial, de la hipersensibilidad al frio resultante del dario
axonal periférico (Knowlton et al., 2010). La generacion de animales que
carecen por completo de la inervacion por fibras que expresan el canal TRPM8
también ha aportado evidencias que apuntan a la implicacidon de estas neuronas
en el desarrollo de hipersensibilidad dolorosa al frio. En este caso, se ha
observado una importante reduccion de la respuesta nociceptiva asociada a la
estimulacion por frio en los mismos modelos de respuesta inflamatoria y dolor

neuropatico (Knowlton et al., 2013).

Paraddjicamente, algunos estudios también apuntan a la participacién de
estas fibras en la generacién del fendomeno de analgesia asociada a Ia
aplicacion de estimulos de frio inocuo y compuestos refrescantes en
condiciones fisiologicas (Knowlton et al., 2013; Proudfoot et al., 2008), aunque
los mecanismos asociados a este proceso analgésico mediado por TRPMS8 no

han sido aclarados.
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Figura 8. Modulacién de TRPM8. El canal TRPMS esté4 representado como un homotetramero
en el esquema. (A) La activacion de PLC a través de la activacién de receptores de braquidina
(BR2) induce la reduccién de los niveles de PI(4,5)P, en la membrana plasmética por medio de
la hidrolisis de PI(4,5)P, en diacilglicerol (DAG) e inositol trisfosfato (PI(1,4,5)Ps), lo cual
conduce a |a desensibilizacién del canal. La activacion de los receptores de prostaglandina (EP)
incrementa los niveles del mensajero AMPc por la activacién de la enzima adenilato ciclasa
(AC). El AMPc a su vez activa a la quinasa PKA, la cual puede inducir inhibicién del canal.
Ademas, la inhibicién del adrenoreceptor a2A por clonidina induce la inhibicién de la AC y la
reduccién de la actividad de la PKA, disminuyendo los niveles de fosforilacion de TRPMS, lo que
cuasa una dlsmlnumén en su actlwdad La activacion de TRPM8 por frio o mentol puede
incrementar la [Ca®’], El DAG y el Ca®* pueden activar a la PKC modulando a la proteina
fosfatasa (PP1), lo que conduciria a la inhibicién del canal por desfosforilacion. Ademas, un
incremento en la actividad de la fosfolipasa A2 genera PUFAs (del inglés Polyunsaturated Fatty
Acids) y lisofosfolipidos. Mientras que los PUFAs ejercen un efecto inhibitorio sobre TRPM8, los
lisofosfolipidos pueden promover la funcién del canal. A su vez, la subunidad Gag se une
directamente a TRPM8 inhibiendo su actividad. (B) La disrupcion experimental de las balsas
lipidicas incrementan la actividad del canal. A su vez la desglicosilacién de TRPM8 reduce su
sensibilidad a frio y mentol (Madrid and Pertusa, 2014).
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1.2.1.2. TRPA1

TRPA1 es un canal catidnico no selectivo identificado y clonado en 2003
(Story et al., 2003). Estructuralmente, TRPA1 es un tetramero y cada una de
sus subunidades poseen seis segmentos transmembrana con un poro ubicado
entre las regiones S5 y S6 (Latorre, 2008). Posee en su exiremo N-terminal una
region conformada por 14 repeticiones de ankirina que actian como region de
interaccion con elementos del citoesqueleto y como también blanco de
modificaciones postranduccionales. En sistemas de expresioén heterdloga, este
canal responde al frio a temperaturas cercanas a los 17°C, muy por debajo del
umbral de TRPM8. TRPA1 es activado tanto por sustancias irritantes como la
alicina y el cinamaldehido (Bandell et al., 2004; Jordt et al., 2004; Macpherson
et al., 2005) como por agentes oxidantes (Andersson et al., 2008; Bessac et al.,

2008; Sawada et al., 2008).

Este canal se expresa en un subgrupo de neuronas termorreceptoras
que no expresan TRPMB8 (Story et al., 2003). El canal TRPA1 se coexpresa con
TRPV1 en una subpoblacién de neuronas nociceptoras, sugiriendo que tendria
un papel en la activacion de los nociceptores por frio intenso (Sawada et al.,
2007). Sobre la base de estas evidencias, se propuso inicialmente que TRPM8
seria el responsable de la respuesta a frio inocuo, mientras TRPA1 se
expresaria en las neuronas nociceptoras y seria responsable de las respuesta a

frio lesivo (Clapham, 2003). Sin embargo, esta hipétesis no toma en cuenta las
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fuertes diferencias en los umbrales de activacion entre los canales presentes en
las terminales sensoriales intactas y los canales recombinantes. Por otro lado,
tampoco considera la interrelacion entre las diversas conductancias sensibles e
insensibles a temperatura que estan presentes en una neurona termorreceptora

nativa y que dan forma a su excitabilidad.

La termosensibilidad a frio de TRPA1 ha sido fema de debate. Las
posturas discordantes al respecto son por un lado que TRPA1 responderia a
frio intenso y tendria un papel en la sensibilidad a frio lesivo en el sistema
somatosensorial (Kwan et al., 2006; Sawada et al., 2007, Story et al., 2003). La
otra vision (Zurborg et al., 2007; Doerner et al., 2007) sostiene que TRPA1 seria
un canal catiénico activado por Ca?" y cuya sensibilidad al frio es la equivalente
a la de cualquier canal idnico “insensible” a temperatura (esto es, con un Q4o de

~2, ver (Hille, 2001)).

Asi, TRPAT funcionaria mas bien como receptor molecular de sustancias
irritantes en las neuronas nociceptoras somaticas (Andersson et al.,, 2008;
Bandell et al., 2004; Bautista et al., 2006; Bessac et al., 2008; Jordt et al., 2004;
Sawada et al., 2008), ademas de tener una posible funcién mecanosensora
(Bautista et al., 2008; Corey et al., 2004; Doerner et al., 2007; Zurborg et al.,
2007). y en coniraste con las neuronas viscerales, donde TRPA1 seria el

principal determinante de la sensibilidad a frio (Fajardo et al., 2008).
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No obstante lo anterior, se ha descritoc que la respuesta al frio es
independiente de la presencia de Ca®" extracelular (Karashima et al., 2009;
Sawada et al., 2007), sin excluir un papel regulador del Ca®* sobre este canal
(Strubing et al., 2003). Experimentos in vitro utilizando el ortélogo TRPA1 de
humanos mantiene el debate sobre el papel de este canal en torno a su
termosensibilidad (Bandell et al., 2004; Chen et al., 2013; Cordero-Morales et
al., 2011; Jordt et al., 2004; Klionsky et al., 2007; Wang et al., 2013). Chen y
colaboradores concluyeron que existen diferencias entre las variantes de
TRPA1 de roedores versus humanos, ya que éstos ultimos son incapaces de

responder a frio (Chen et al., 2013).

Resultados obtenidos por Madrid y colaboradores sostienen la hipotesis
que la coexpresion diferencial de canales idnicos con efectos opuestos sobre la
excitabilidad neuronal puede explicar la sensibilidad a frio exiremo de las
neuronas sensoriales trigeminales, sin una participacién significativa de TRPA1
(Madrid et al., 2009). Estos resultados fortalecen la visidbn que diversos
mecanismos moleculares son necesarios para el desarrollo de la respuesta
fisiologica a los cambios de temperatura del ambiente en la terminales
sensoriales somaticas, abriendo la posibilidad gue otros efectores moleculares
puedan tener un papel determinante en el desarrollo de neuropatias como Ia

sensibilidad exacerbada a estimulos térmicos.
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1.2.1.5. Canales de potasio tipo shaker K\1.2 y K,1.2

Diversos canales de K' sensibles a voltaje juegan un rol en Ia
excitabilidad de las neuronas somatosensoriales primarias. En 2002, Viana y
colaboradores realizaron una caracterizacion mas detallada de las neuronas
sensibles a frio que se encuentran en los ganglios trigéminos, descubriendo que
existia una correlacion negativa entre la densidad de corriente Ikp v la
sensibilidad al frio de las neuronas sensoriales primarias. Ademas, demostraron
que frente a la aplicacidn de un blogqueante de canales de potasio (K,) de
amplio espectro, la 4-aminopiridina (4-AP), una subpoblaciéon de neuronas que
resultaron ser insensibles a los descensos de temperatura se trasformaron en

neuronas sensibles a frio (Viana et al., 2002) (Figura 9).
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Figura 9. La supresién de la corriente lxp induce sensibilidad a frio en neuronas de otras
modalidades sensoriales en el ganglio trigémino. {(A) Corriente de célula completa en una
neurona durante un pulso de voltaje desde -50 a -120 y a -40 mV en solucidn control y en
presencia de 4-AP (100 uM). (B) Respuesta a frio inducida por blogueo de la Iy por 4-AP en
una neurona insensible a frio, medida por |magen de calcio. La grafica de barras en panel
superior muestra la cuantificacion de la [Ca™], en neuronas transformadas, en ambas
condiciones (Viana et al., 2002).
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El papel fisiologico de esta corriente en el ajuste fino de la sensibilidad
térmica de los termorreceptores de frio fue descrito en detalle por Madrid y
colaboradores (2009). Como se indicd anteriormente, sus resultados sugieren
que las neuronas sensibles al frio que presentan un umbral mas bajo poseen
una alta densidad de corriente mediada por TRPM8 y una baja densidad de
corriente Ixp. Por el contrario, las neuronas que poseen un alto umbral de
activacién, esto es que responden a frio a temperaturas mas bajas, tienen
relativamente una alta expresién de Ikp y una menor densidad de corriente
dependiente del canal TRPMS8. Adicionalmente, estas neuronas de alto umbral
sefializan frio doloroso al activarse (Madrid et al., 2008). La corriente de freno
lkp amortigua al aumento del valor del potencial de membrana en respuesta al
frio desde el valor de potencial de reposo de estas neuronas (entre -50 y -60
mV}, manteniéndolo por debajo del valor umbral del potencial de disparo de
potenciales de accién (~-38 mV en las neuronas sensibles al frio) (Madrid et al.,
2009). En la caracterizacion farmacoldgica de la corriente lxp los autores
utilizaron una bateria de bloqueantes especificos de los canales de potasio
sensibles a voltaje, llegando a la conclusién de que la entidad molecular que da
cuenta de esta corriente corresponde a canales tipo Shaker de la familia K,1,
coincidentes con K,1.1 y K,1.2. Como estos canales suelen formar
heteromultimeros en membranas nativas, es muy probable que sean
heteromultimeros de estos canales los responsables de esta corriente de freno

{Madrid et al., 2009).
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Es interesante que el bloqueo farmacoldgico especifico de esta
conductancia por 4-AP induzca una sensibilidad a frio en el soma y axones
periféricos en una subpobiacidén de neuronas insensibles a frio (Cabanes et al,,
2003; Roza et al.,, 2006; Viana et al., 2002). Esto sugiere que la lkp es un
efectivo freno de excitabilidad para estos estimulos térmicos, previniendo la
activacién inespecifica por enfriamiento de neuronas de otras modalidades
sensoriales. Esta propiedad podria tener importantes implicancias en
alteraciones sensoriales que involucren una reduccién en las expresion
funcional de los canales K,1.1 y K,1.2 responsables de esta corriente (Gonzalez

et al., 2015b; Restrepo, 2013).

1.2.2. Principales canales idonicos presentes en las terminales periféricas
de neuronas termorreceptoras de frio

Junto con TRPMS8, han sido sefialados como elementos moleculares
relevantes en Ia generacion de la respuesta al frio en neuronas sensibles a frio
el canal termosensible TRPA1, canales de Na* dependientes de voltaje, canales
de K" dependientes de voltaje, canales de K' de fuga, canales de Ca®*
dependientes de voltaje, y canales HCN (Figura 10). En esta tesis, se incluye un

anexo con un resumen del papel de estos canales en [a termotransduccién del

frio (Anexo I).
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Sin embargo, el cdmo estos canales en conjunto con TRPMS8 estan
organizados funcionalmente para dar forma a la respuesta al frio en estas
neuronas, tanto en condiciones fisioldgicas como fisiopatoldgicas es atin
materia de estudio, independiente de los grandes avances hasta ahora

conseguidos (Caspani et al., 2009; Restrepo, 2013; Xing et al., 2007).

1.3. Modificaciones en la expresion de canales idnicos en neuronas
somatosensoriales primarias sometidas a daiio axonal

En fibras aferentes intactas la generacion de impulsos nerviosos ocurre
exclusivamente en las terminales sensoriales y el dafio post traumatismo de
estas terminales modifica drasticamente su capacidad de respuesta a estimulos
fisicos y/o guimicos segun el tipo sensorial. Las neuronas sensoriales danadas
presentan cambios en la expresion de canales idnicos involucrados en la
generacion y transmision de impulsos nerviosos; entre estos canales, se
incluyen varios tipos de canales de Na', canales de K*, canales de Ca®,

canales HCN y canales TRP (Dray, 2008; Waxman and Zamponi, 2014).
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Figura 10. Representacién esquematica de la inervacién somatosensorial de la piel y los
principales canales I6nicos presentes en las terminales de las neuronas
termorreceptoras de frio. La piel del tronco y las extremidades se encuentra inervada por
neuronas somatosensoriales primarias cuyos somas se encuentran en los ganglios raquideos.
La transduccion del estimulo térmico en un potencial de receptor ocurre en las terminaciones
libres de las neuronas sensibles al frio. TRPM8 es el principal detector molecular del frio en
estas neuronas. La coexpresién del canal TRPM8 con el canal activado por calor y por
capsaicina TRPV1, o con el canal sensible a frio lesivo y a sustancias irritantes TRPA1 ocurre
en un porcentaje variable de fibras termorreceptoras de frio de alto y de bajo umbral. Los
canales K,1.1-1.2 (responsables de |a corriente de freno Ixp), TREK-1/TRAAK (responsables de
la corriente de potasio de fuga termosensible) y HCN1/HCN2 (responsables de la corriente I;)
contribuyen a configurar la respuesta eléctrica neta al estimulo de frio (Modificado de Gonzalez

‘ et al., 2015a).
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El dafio axonal produce un aumento en la expresién de un canal de Na*
antes silente, Na,1.3, y una reduccion en la expresion de los genes que
expresan los canales Na,1.8 y Na,1.9 (Waxman, 1999). Esto determina una
modificacion funcional en las corrientes de Na®, las que se desarrollan a
potenciales mas negativos favoreciendo el desarrollo de descargas ectdpicas,
tipicas de los neuromas (crecimiento anomalo de una terminal nerviosa con
actividad eléctrica ectdpica), que se forman en las zonas lesionadas (Matzner
and Devor, 1994). Un caso particular es la expresién del canal Nay,1.7 en
terminales periféricas del ganglio trigémino en humanos sometidos a exodoncia.
La extraccién de piezas dentales genera una lesion en las terminales periféricas
de las neuronas que inervan esa zona y que ademas en algunos pacientes esta
acompafiada de dolor crénico post extraccion. En 2007, un estudio llevado a
cabo en neuromas provenienies de la rama mandibular del trigémino de
pacientes sometidos a extraccidén del tercer molar reveld un aumento en la
expresion del canal Nayi.7 en aquellos neuromas provenientes de individuos
gue acusaron sintomas de dolor crénico post extraccién (Bird et al., 2007). Otro
ejemplo es la lesién controlada de fibras motoras en ganglios raquideos L5,
donde se ha reportado que existe un aumento post lesidbn en los RNA
mensajeros y en la cantidad de proteinas, tanto de Na,1.3 como de Na,1.8 (He

et al., 2010).
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Algunos canales de Ca®* también participarian en la regulacién del dolor
neuropatico. Los canales de Ca?* de tipo N (Ca,2.2) se expresan sélo en
neuronas y son criticos en la neurotransmisién del dolor. La ablacién del gen
que codifica para los canales de Ca® tipo N reduce el dolor inflamatorio v el
dolor neuropatico (Saegusa et al, 2001). El bloqgueo de la liberacion de
neurotransmisores regulada por canales de calcio tipo N es determinante en la

supresion del dolor neuropatico en estos modelos.

Los canales de Ca?* tipo R (Cay2.3) también tendrian un papel
importante en la fransmision del dolor en neuronas sensoriales periféricas (Fang
et al., 2007). En el caso de los canales de Ca*" tipo T, que se expresan
principalmente en la lamina superficial de la médula espinal y en los ganglios
raquideos, parecen tener un papel prominente en la regulacion de la
excitabilidad espinal que sigue a la estimulacion repetitiva de las fibras C (lkeda
et al, 2003). Mas aln, la hipersensibilidad neuronal inducida por darfio se
reduce en presencia de etosuximida (Flatters and Bennett, 2004), un
bloqueador de canales de Ca®* tipo T, el que también inhibe la alodinia (dolor
causado por un estimulo de frio inocuo) en algunos modelos de dolor
neuropéatico. Ademas, se ha relacionado otros canales de Ca?* tipo T (Ca,3.2)

con el desarrollo de dolor neuropatico.
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La evidencia del papel de Ca,3.2 proviene de estudios realizados en
ganglios raquideos de ratas con neuropatia diabética y en ganglios raquideos
provenientes de ratas sometidas a lesion constrictiva crénica del nervio ciatico,
evidenciandose en ambos modelos un incremento significativo de la corriente
dependiente de estos canales de Ca® tipo T (Jagodic et al., 2007; Jagodic et
al., 2008). Por ofro lado, ratones knockout de Ca,3.2 sometidos a pruebas
conductuales en presencia de estimulos agudos de tipo mecanico, quimico y
térmico, mostraron una marcada disminucion de sus respuestas en

comparacion con individuos silvestres (Choi et al., 2007).

Varios tipos de canales selectivos a K™ relacionados con la fisioclogia de
las neuronas sensoriales primarias tienen alterados sus patrones de expresion
post lesion en nervios periféricas (Chien et al., 2007; Ishikawa et al., 1999; Kim
et al., 2002; Rasband et al., 2001; Tan et al.,, 2006; Yang et al., 2004). En
particular, el dafic en terminales periféricas induce una reduccién importante en
los niveles de las subunidades de los canales de K" K,1.1 y K,1.4 (Yang et al.,
2004). También la corriente Ixp podria sufrir una reduccion funcional, lo que
induciria respuestas exacerbadas al frio en neuronas de alto umbral y la

apariciéon de sensibilidad al frio inocuo en nociceptores polimodales.
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En un estudio reciente, Fan y colaboradores (2014) demosiraron que el
dario periférico causado por [a ligacién espinal del ganglio raquideo lumbar L5
produce una reduccién en el porcentaje de neuronas K,1.2(+) del ganglio
raquideo ipsilateral a la lesion, pero no a nivel contralateral. El rescate en los
niveles de expresion de K,1.2 en neuronas de este ganglio raquideo sometidas
a lesion constrictiva disminuye la aparicidén y mantencién de la hipersensibilidad
térmica y mecanica inducida por la lesion. Estos resultados sugieren gue K,1.2
podria ser un nuevo blanco en la elaboraciéon de tratamientos para prevenir

cuadros de dolor neuropatico (Fan et al., 2014).

Existen diversos estudios que utilizando diferentes modelos de dolor
neuropatico han reportado cambios en la expresidon de varios canales
termoTRP, incluyendo TRPA1, TRPM8 y TRPV. Los ensayos conductuales
llevados a cabo en estos modelos revelan la aparicion de cuadros de alodinia o
hiperalgesia (sensibilidad aumentada a un estimulo de frio potencialmente
doloroso) post lesion. Sin embargo, los detalles moleculares de esfos
mecanismos son escasos e incluso muchas veces inconsistentes con otros
reportes. La prueba de la acetona, es una prueba conductual sencilla, que
permite evaluar la sensibilidad al frio. Utilizando esta prueba, se ha descrito que
animales sometidos a una lesion constrictiva del nervio ciatico aumentan su
conducta nocifensiva frente estimulos de frio producidos por la evaporacion de

la acetona, dando cuenta de un cuadro de hipersensibilidad térmica.
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Es interesante que en animales TRPM8™ esta conducta esta fuertemente
reducida (Colburn et al., 2007). El dolor neuropatico corresponde a un tipo de
dolor crénico surgido post lesién axonal que suele estar acompafado por
hipersensibilidad. Mediante la lesién constrictiva a nivel de la rama espinal,
como modelo de dolor neuropatico, los niveles de TRPA1 aumentan en L4 y
disminuyen en L5 (Ji et al., 2008; Obata et al., 2005). Utilizando el mismo
modelo constrictivo a nivel espinal, Katsura y colaboradores evaluaron la
incidencia de hiperalgesia al frio y los cambios de expresién de TRPA1 vy
TRPMS8 post lesién en los ganglios raquideos L4 y L5 de la rata (Katsura et al,,
2006). Estos autores observaron un aumento en [a expresién del mensajero de
TRPA1 en el ganglio L4 intacto (vecino a la lesion). Esta sobreexpresion se
correlacionaria directamente con la aparicién y desarrollo de la hipersensibilidad
al frio sin cambios aparentes en la expresion de TRPMS, tanto a nivel de RNA
mensajero como de proteina. A su vez, tanio TRPM8 como TRPA1 redujeron su
expresion en el ganglio L5 lesionado después de la lesion. Ademas, estos
autores reportaron que la administracién de oligonucledtidos antisentido para
TRPA1 suprimia considerablemente la hiperlagesia, lo que no ocurrié con la
administracién de oligonucleétidos antisentido para TRPM8. Los resultados de
ese frabajo sugieren una contribucién importante de TRPA1 pero no de TRPM8
a la hipersensibilidad al frio en este modelo de dolor neuropatico (Katsura et al.,

2006).
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En contra de estos resultados, Persson y colaboradores (2010)
encontraron que tanto los niveles de TRPA1 como de TRPM8 en ganglios
raquideos disminuyen en respuesta a lesion (Persson et al.,, 2010) en el mismo

modelo de lesién.

Un modelo ampliamente utilizado en el estudio del dolor neuropatico es
la ligacién constrictiva del nervio ciatico (LCC). Utilizando este modelo de lesion
en ratas, se encontré que los niveles de RNA mensajero de TRPM8 aumentan
post dario constrictivo en neuronas de los ganglios raquideos (Frederick et al.,
2007). En el mismo modelo, se encontré mediante inmunochistogquimica un
aumento en el porcentaje de neuronas TRPMB8(+), en comparacion a aquellas
neuronas pertenecientes al grupo control (Frederick et al., 2007; Xing et al.,
2007). Sin embargo, utilizando el mismo modelo de LCC en ratones se
encontraron resultados opuestos a los obtenidos en ratas, esto es, una
disminucion en los niveles de RNA mensajero de TRPM8 y TRPA1 post lesion,
a pesar que la hipersensibilidad a mentol y frio se mantuvieron (Caspani et al.,
2009; Frederick et al., 2007). Sumado a lo anterior, estos autores también
observaron, por medio de hibridaciones in situ, que el porcentaje de neuronas
que expresaron TRPM8 y TRPA1 también disminuyd significativamente luego

del dafio axonal (Caspani et al., 2009).
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Otro modelo de dolor neuropatico consiste en la ligacién contrictiva de
alguna de las ramas del ganglio trigémino. Los resultados obtenidos utilizando
este otro modelo de lesibn mostraron [a aparicion de un cuadro de
hipersensibilidad al frio en modelos de lesion de la rama maxilar del ganglio
trigémino (Kernisant et al., 2008; Rossi et al.,, 2012; Schmid et al., 2011; Xu et

al., 2008).

Siguiendo esta linea, Rossi y colaboradores (2012), por medio de una
lesién constrictiva de la rama infraorbital del ganglio trigémino, generaron un
cuadro de hipersensibilidad térmica reportado a iravées de en un ensayo
conductual. Este ensayo conductual consistié en suministrar liquidos a los
animales obligandolos a tener contacto facial con placas termoreguladas,
midiendo su respuesta aversiva frente a los cambios de temperatura. Estos
autores relacionaron estos cambios conductuales con la expresién de los
canales TRPM8 y TRPV1 mediante inmunohistoguimca, reportando que post
lesién habia un aumento porcentual en las células TRPV1(+) y un incremento
en [a intensidad de inmunomarcacién de TRPMS8, sugiriendo un posible papel

de estos canales TRP en la alteracion térmica descrita (Rossi et al., 2012).
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14. La cdérnea como modelo para estudiar los receptores
Somatosensoriales

La cornea es el lente externo transparente en la parte frontal del ojo y
corresponde al tejido mas densamente inervado del cuerpo (Marfurt and Ellis,
1993). En humanos, la mayoria de los nervios corneales se originan de la rama
oftdlmica del ganglic trigémino. La mayoria de las neuronas trigeminales
destinadas a la region ocular estan inervando la cornea y representa alrededor
del 1.5% de las neuronas totales del ganglio (Felipe et al., 1999). La cormea
presenta muchas caracteristicas que la hacen un tejido tnico. Su transparencia
es una caracteristica esencial en su papel en el sistema visual, reflejando
menos del 1% de la luz incidente (Trygve Saude, 1993). Este fendmeno se
debe a una organizacién anatémica simple estructurada a partir de cinco capas,
la ausencia de vasos sanguineos y la ausencia de nervios mielinados (Nishida
T., 2008; Trygve Saude, 1993). Por otro lado, la exposicion de las terminales de
estas neuronas en las capas superficiales de la cornea permite registrar

directamente su actividad eléctrica (Brock et al., 1998).

También la cérnea cumple otros papeles, actuando como una barrera
fisica al ingreso de sustancias extranas desde el ambiente (Nichols et al., 1983).
Provee ademas una barrera inmunogénica contra la invasién de
microorganismos y su inervacion forma parte fundamental -de los circuitos

neurales que regulan la lacrimacion (Stern et al., 1998).
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1.4.1. Anatomia corneal y arquitectura de la inervacién corneal

En humanos, la curvatura de la cérnea no es uniforme. Su zona central
(6ptica) tiene un radio de curvatura menor que el de la periferia, y la curvatura
de la cara posterior es mas pronunciada que la de la anterior. Por lo tanto es
mas delgada en el centro (~0.8 mm) que en los bordes (~1 mm). El poder de
refraccion de la cérnea, en funcion de su indice de refraccion y de su radio de

curvatura, es mayor que el del cristalino (Lesson et al., 1998).

La cornea se divide en cinco capas desde el interior hacia la superficie:
epitelio, membrana de Bowman, estroma, capa de Descemet y endotelio
(Trygve Saude, 1993) (Figura 11). El epitelio es la capa externa de la cérnea
(~50 pm grosor) y se clasifica como un epitelic escamoso estratificado no
queratinizado. Presenta una profundidad aproximada de cinco a seis capas
celulares, formadas por tres tipos de células: superficiales planas, alares
poligonales y basales columnares. Ademas, el epitelio corneal presenta una alta
tasa regenerativa, por la mitosis que tiene lugar en la capa basal (Lesson et al,,
1998). Este epitelio es altamente sensible por la numerosa presencia de
terminales nerviosos intraepiteliales. La membrana de Bowman (~8 um de
grosor) es la siguiente capa entre el epitelio y el estroma y corresponde a una
estructura acelular conformada por fibras de colageno dispuestas

irregularmente (Trygve Saude, 1993).
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El estroma representa el 90% del espesor corneal, siendo su principal
funcién mantener las caracteristicas estructurales y opticas de la cérnea, que
son determinadas principalmente por su estructura y composicion rica en fibras
de colageno y proteoglicanes (Lesson et al., 1998). A su vez, la membrana de
Descemet es una capa fina acelular formada por fibras de colageno, que actua
como la membrana basal del endotelio corneal (Trygve Saude, 1993). El
endotelio es una capa simple de células cubicas que reviste la superficie interna
de la coérmmea y esta encargada del transporte de liquido desde la céamara
anterior al estroma (Lesson et al., 1998). Al ser la cérnea un tejido avascular, el
endotelio se comporta como una membrana semipermeable que permite el
paso del humor acuoso, el cual nutre a la cornea aportando glucosa y otros

nutrientes (Meeney and Mudhar, 2013).

Cérnea e Temm——

GS Tt 3| Epitelio
~—Membrana

s Rowman

Estroma

st e e T Membrana
' | de Descemet

5 Endotelio

Figura 11. Las capas de la cérnea. El epitelio superficial estd compuesto por un tejido
estratificado no secretor, que suele ser la capa mas delgada. La capa de Bowman consiste en
una region acelular conformada por un estroma rico en coldgeno. El endotelio se comporta
como una membrana semipermeable que permite el paso del humor acuoso. Adaptado de
(Meeney and Mudhar, 2013).
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La inervacion sensorial de la cérnea esta anatémicamente organizada en
cuatro niveles: nervios estromales, plexo subepitelial, plexo sub-basal y
terminales intraepiteliales (Figura 12). Los manocjos de nervios estromales
penetran radialmente el estroma y sus ramas mas distales se anastomosan
extensamente formando una densa red de nervios denominado plexo
subepitelial. Las ramas de este plexo ascienden hacia el epitelio atravesando Ia
capa de Bowman, constituyendo el plexo sub basal. Desde este plexo los
nervios se ubican horizontalmente a través del epitelio basal, ascendiendo hacia

las capas mas superficiales del epitelio corneal.

Las terminales libres estan localizadas a través de toda la superficie del
ojo a pocos micrones de distancia de la superficie. Esta cercania de las
terminales corneales con la superficie ocular permite a las terminales detectar
cambios en la forma de las células epiteliales que resultan de estimulos
mecanicos, cambios de temperatura o de volumen de la pelicula lacrimal
producida por desecacion (frio y estimulos hiperosméticos) (Belmonte et al.,

2011).
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Figura 12. Representacion esquemaética de la cérnea y su inervaciéon. (A) El estroma es
invadido radialmente desde el plexo limbico (PL) por las raices nerviosas estromales (NS) que se
dividen para formar el plexo subepitelial (PSE). Las ramas del PSE ascienden a través del epitelio,
atraviesan la membrana de Bowman y forman el plexo sub basal (PSB). El inserto en la esquina
superior izquierda muestra una inmunotincién contra beta tubulina clase Ill donde es posible
apreciar las terminales sensoriales mas superficiales en el epitelio corneal. La barra en negro
corresponde a 5 ym. (B) Detalle de las capas e inervacién de la zona media de la cérnea, donde
se pueden observar las ramas nerviosas estromales que forman el PSE y los haces nerviosos que
atraviesan la membrana de Bowman y forman el PSB. (C) Detalle de los haces nerviosos que
atraviesan la membrana de Bowman para formar el PSB. Se puede observar cémo las fibras
nerviosas unitarias pasan entre las células del epitelio hacia la superficie para formar los
terminales nerviosos epiteliales (TNE) (ver inserto en B). Adaptado de (Belmonte et al., 2011;
Parra et al., 2010).

Como ya se menciond, la cérnea es el tejido mas densamente inervado
del cuerpo. Considerando que cada fibra sub basal origina al menos 10 a 20
terminales intraepiteliales, es razonable estimar que la cérnea humana contiene

aproximadamente 3.500 a 7.000 terminales/mm? (Belmonte et al., 2011).
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La densidad de terminales nerviosas, y por tanto la sensibilidad, es mas
alta en el centro de la cornea, decreciendo hacia la periferia. Esta densa
inervacidn transforma a la cérnea en una estructura altamente sensible, lo que
implica que en principio cualquier pequefia lesidn seria suficiente para gatillar
una alteracién sensorial (Marfurt, 2000). Tanto la sensibilidad corneal como la
densidad de terminales nerviosas disminuyen en presencia de algunas
patologias oculares, tras una lesién o con la edad (Dvorscak and Marfurt, 2008;
Erie et al, 2005). Los nervios corneales estan sujetos a un continuo
remodelamiento. El seguimiento in vivo de ojos humanos mediante microscopia
confocal ha demostrado que el plexo sub basal es una estructura dinamica, de
movimientos lentos, pero continuos (5 a 15 micrones por dfa), que cambian su
forma de espiral cada seis semanas (Marfurt, 2000). Los mecanismos
moleculares responsables de estos continuos reordenamientos de los nervios

corneaies se desconocen (Belmonte et al., 2011).

La cérnea esta sujeta a dafios que pueden implicar la seccion de fibras
nerviosas que la inervan. La capacidad de reinervaciéon corneal depende del
alcance de la lesion provocada (Shaheen et al., 2014). Independientemente del
curso temporal de la reinervaciéon, se ha comprobado que la estructura y
composicion de las fibras que reinervan la cornea no son un fiel refiejo del
estado nativo pre lesién (Namavari et al, 2011; Patel and McGhee, 2009;

Ritchey et al., 2011).
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El proceso de reinervacion consta de varias etapas. Una vez ocurrida la
perdida de inervacién, el area denervada es invadida por brotes de fibras
nerviosas vecinas intactas. Después, las fibras dafiadas inician su regeneracién
formando microneuromas, a pariir de los cuales comienzan a desarrollarse
nuevos brotes, a la vez que los brotes vecinos que inicialmente habian ocupado
la zona afectada comienzan a degenerar (Muller et al., 2003; Rozsa et al.,
1983). No obstante lo anterior, estudios clinicos han reportado que aln dos
anos post cirugia LASIK (del inglés Laser Assisted in Situ Keratomileusis) la

reinervacion corneal no supera el 64% de recuperacién (Moilanen et al., 2008).

1.4.2. Clasificacién funcional de los receptores corneales

La inervacién de la superficie corneal estd formada por terminales libres
pertenecientes a diversos tipos de neuronas, cuyos somas se encuentran en el
ganglio trigémino. Estas terminales periféricas estan especializadas en la
deteccion de varias modalidades de estimulos fisicos (térmicos y mecanicos) y
quimicos (irritantes exégenos y mediadores endégenos). La informacion espacial
y temporal relacionada con dichos estimulos es codificada como un patrén de
disparo de impulsos caracteristico para cada tipo de terminal (Belmonte et al.,
2011) (Figura 13). Estas distintas clases funcionales de receptores sensoriales de
la cornea son similares a las que se han descrito en la piel, y en analogia con
estos se puede establecer una relacién entre el tipo de terminal, su tamario y

grado de mielinizacion.
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La mayor parte de las neuronas trigeminales corneales pertenecen al grupo
de los nociceptores polimodales que son activados por diferentes tipos de
estimulos lesivos. E! resto de la inervacion corneal corresponde a
mecanonociceptores y termorreceptores, que en el caso de este tejido

corresponden s6lo a termorreceptores de frio (Belmonte et al., 2011).

1.4.2.1. Mecanonociceptores

Los mecanonociceptores constituyen aproximadamente al 20% de las
neuronas sensoriales de la comea. Estos corresponden a fibras de tipo Ad poco
mielinizadas, las cuales poseen la mayor velocidad de conduccion entre las fibras
que inervan la cérnea (Belmonte et al., 2011). Estas terminales no presentan
actividad eléctrica en condiciones de reposo, responden con una descarga fasica
de potenciales de accidon en respuesta a estimulos mecanicos mantenidos
(Belmonte and Giraldez, 1981; Mosso and Kruger, 1973}, presentan un tiempo de
latencia inversamente proporcional a la amplitud del estimulo que los activa y son
ligeramente menos sensibles a estimulos mecanicos que los nociceptores

polimodales (Belmonte and Giraldez, 1981) (Figura 13).

1.4.2.2. Termorreceptores
Los termorreceptores de frio representan el 10 a 15% de las neuronas
corneales y corresponden principalmente a fibras tipo C amielinicas, con una

contribucién porcentual de fibras tipo Ad que varia en funcién de la especie
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(Acosta et al., 2001a; Hirata and Meng, 2010). Estos termorreceptores presentan
actividad eléctrica espontanea, principalmente con un pairén de descargas
ciclicas de impulsos nerviosos que aumenta en respuesta a descensos de
temperatura incluso menores a 1°C (Brock et al., 1998). Esta respuesta es
inhibida por calentamiento y sensibilizada por mentol (Brock et al., 2001; Parra et
al., 2010). Responden diferencialmente a disminuciones dindmicas y
estacionarias de la temperatura de la superficie corneal con incrementos acordes
de la frecuencia de disparo (Acosta et al., 2001a; Brock et al., 2006; Gallar et al.,
1993: Hirata and Meng, 2010; Parra et al, 2010) (Figura 13). Sus campos
receptivos son mas pequefios que los de los receptores polimodales, y
usualmente no responden a estimulos mecanicos o de hiperosmolaridad del
medio. Por otro lado, los termorreceptores de fric responden también a aumentos
en la osmolaridad de la pelicula lacrimal, con un incremento en su frecuencia de

disparo (Hirata and Meng, 2010; Parra et al., 2010).

La hiperosmolaridad de la pelicula lagrimal es una caracteristica ubicua del
sindrome del ojo seco (SOS) o DED (del inglés Dry Eye Disease); esta alteracion
sensorial de la coérnea afecta alrededor del 20% de la poblacidn mundial,
dependiendo de su edad y sexo (Moss et al., 2000; Schaumberg et al., 2009). Se
ha descrito que el SOS modifica las respuestas a fric y mentol en neuronas
sensibles a frio (Kurose and Meng, 2013). Otros reportes dan cuenta de la

existencia de un tipo particular de terminales corneales sensibles a frio, que se
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encuentran silentes en condiciones normales (33°C) que sélo se activan con
fuertes descensos de temperatura (de alrededor de 4°C en promedio). Estas
terminales corneales de alfo umbral, denominadas HC-CS+DS (del inglés High-
threshold Cold Sensitive Plus Dry Sensitive), se han relacionado con la sensacion
de malestar ocular (Hirata et al,, 2012; Hirata and Rosenblatt, 2014). En este
escenario, Hirata y colaboradores (2014) demostraron que mediante aplicacion de
[agrimas de alta osmolaridad se reducia el umbral de frio de estas terminales HC-
CS+DS, es decir se sensibilizan, pudiendo activarse con pequefios cambios de

temperatura sobre la superficie corneal (Hirata and Rosenblatt, 2014).

1.4.2.3. Nociceptores polimodales

Los nociceptores polimodales son los receptores mas abundantes en la
superficie de la cérnea {(cerca del 70% de las neuronas corneales) (Belmonte et
al., 2004) y corresponden a fibras tipo C amielinicas y Ad poco mielinizadas
(Belmonte and Giraldez, 1981; Giraldez et al., 1979). Estos receptores responden
a diferentes tipos de estimulos. Los nociceptores estan eléctricamente silentes en
reposo, o presentan actividad eléctrica espontdnea de muy baja frecuencia
(Figura 13), la que incluso baja al disminuir la temperatura. Su umbral para
estimulos mecanicos es menor que el de los mecanonociceptores corneales y
presentan un grado de adaptacién también menor en respuesta a un estimulo

mantenido (Belmonte and Giraldez, 1981; Belmonte et al,, 1991; Chen et al.,

1995; Gallar et al., 1993; Giraldez et al., 1979; Parra et al., 2014).




En estas neuronas, la elevacion de la temperatura de la superficie corneal
por encima de los 38-39°C induce el disparo de un tren de impulsos de frecuencia
creciente, que alcanza un maximo y decae hasta una frecuencia menor y estable
(Belmonte and Giraldez, 1981; Belmonte et al., 1991; Chen et al., 1995; Gallar et
al., 1993) (Figura 13). En el caso de la disminucion de la temperatura,
normalmente son insensibles a estimulos en el rango de temperaturas
considerado como frio inocuo, y presentan una respuesta ampliamente variable
en el rango nocivo (Belmonte and Giraldez, 1981). Los nociceptores corneales
responden también incrementando su frecuencia de disparo en presencia de
multiples sustancias quimicas irritantes (Figura 13) y a mediadores asociados con

respuestas inflamatorias como la bradiquinina (Belmonte et al., 2011).
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Figura 13. Tipos de terminales que inervan la cérnea. Representacion esquematica de la
descarga de impulsos nerviosos caracteristica de cada tipo funcional de receptor corneal en
ausencia (actividad basal) y en presencia de diferentes estimulos. Adaptado de (Belmonte et al.,
2011).
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1.4.3. Lacrimacion

La superficie corneal esta cubierta por una capa lagrimal que cumple un
papel fundamental en la proteccién, humidificacién y nutricion de la superficie
de este tejido. La pelicula lagrimal es producida por un grupo especializado de
glandulas y epitelios secretores y consiste de cuatro capas (glicocalix, mucosa,
acuosa Y lipidica) (Belmonte et al., 2011). El volumen y composicion lacrimal
cambian dependiendo de las condiciones ambientales, en un proceso que
involucra la modulacidn de receptores comneales, entre los que los
termorreceptores y nociceptores juegan un papel central (Acosta et al., 2004;
Dartt, 2009). Los termorreceptores de frio corneales presentan una exquisita
sensibilidad a descensos en la temperatura, hasta el punto que mas del 50% de
las terminales responde a descensos de 1°C o menos (Acosta et al., 2004;
Parra et al., 2010). Este tipo de estimulacién térmica inocua es equivalente a la
que ocurre durante la evaporacion del liquido lacrimal enfre parpadeos. Su
actividad eléctrica tdnica es responsable del mantenimiento de la lacrimacion
basal por un mecanismo dependiente de neuronas sensibles al frio que
expresan el canal termosensible (Acosta et al., 2004; Hirata and Oshinsky,

2012; Parra et al., 2010) (Figura 14).
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Figura 14. Papel de las terminales corneales sensibles a frio en la lacrimacién. (:A)

Frecuencia de disparo de terminales de frio corneales provenientes de animales TRPM8™",
TRPM8™ y TRPM8™ (panel superior) durante una rampa de frio (panel inferior) (B) Tasa de
lacrimacién basal expresada como el promedio de impregnacion de lagrimas en cintas de rojo
fenol medida en milimetros para ratones silvestres (WT del inglés Wild type) y TRPM8™ en un
lapso de dos minutos. Como indica el grafico de barras, la ausencia de TRPM8 reduce
significativamente la tasa lacrimaciéon basal respecto al control. Adaptado de (Latorre et al.,
2011; Parra et al., 2010).

1.4.4. La cérnea como modelo de lesién periférica

Como ya se menciond, diversos modelos de lesién periférica han sido
utilizados en los ultimos afios en el estudio de los cambios de excitabilidad de
las neuronas sensoriales primarias post lesion. La lesidon controlada en la
cornea es un modelo hasta ahora poco explorado. Cambios en la excitabilidad
de las neuronas dafiadas que inervan la cornea pueden ser la causa de la
sensibilidad térmica y mecanica alterada y malestar local descritos por los
pacientes sometidos a cirugia fotocorrectiva, las cuales persisten semanas e
incluso meses después del dafio sensorial durante la cirugia corneal (Acosta et

al., 2004; Hovanesian et al., 2001; McCarty et al., 1996).

52




En esta tesis se exploraron los cambios funcionales en respuesta a

lesidbn de las neuronas trigeminales que inervan la cornea, con el fin de

establecer las bases moleculares que subyacen a los ca
térmica producto del dafo axonal periférico. Para este p
modelo de lesidn controlada en la cornea de ratén y la
fluorescente de estas neuronas, donde examinamos
sensibilidad térmica tanto de las terminales sensoriales

soma de las neuronas trigeminales corneales en cultivo,

mbios de sensibilidad
roposito utilizamos un

marcacion retrograda

los cambios en la
periféricas como del

y su relacién con los

cambios en la expresion del canal idnico termosensible TRPMS.

También evaluamos la expresién de los canales

TRPV1 y de los canales de potasio K 1.1 y K,1.2.

termoTRP TRPA1 y

Utilizamos el ratéon

fluorescente Thy-1YFP para estimar la reinervacion corneal post lesion y

finalmente utilizamos una prueba que nos permitid medir |

a tasa de lacrimacioén

basal in vivo para evaluar el impacto de la lesién de estas terminales a nivel

funcional.
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2. HIPOTESIS

Las alteraciones sensoriales producto de cambios en la transduccién del
frio en neuronas corneales fras una lesién, son el resultado de un aumento en
la expresion funcional de los canales de iones TRPMS8 y una disminucion en la
expresion de los canales responsables de la corriente ikp en neuronas

termorreceptoras de frio.

3. OBJETIVO GENERAL

Profundizar en las bases celulares y moleculares de la termotransduccion
al frio post lesion en neuronas corneales, con énfasis en los cambios de
expresion de los canales TRPMS8 y Ky1.1 y Ky1.2, responsables de la corriente

de freno lxp.
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3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar un modelo de lesidn controlada en la cornea de ratdén y la

marcacion fluorescente retrégrada de las neuronas corneales.

Determinar, por imagen de calcio en neurcnas frigeminales en cultivo, la
proporcion de neuronas sensibles al frio, los cambios en sus umbrales de
activacion termica y en su sensibilidad quimica, tanto en condiciones control

como de lesién.

Describir en los somas de las neuronas corneales, las modificaciones en las

propiedades activas y pasivas que resultan tras la lesién periférica.

Evaluar, mediante inmunochistoquimica, el nivel de expresién del canal
termosensible TRPM8 y de los canales K,1.1 y K,1.2 en la regidn oftalmica

de ganglios trigéminos lesionados e intactos.

Establecer ex vivo, las modificaciones en el pairén de descarga que resultan

post lesion periferica de las terminales nerviosas que inervan la cérnea.

Determinar los posibles cambios en la tasa de lacrimacién basal en ratones

en respuesta a la lesién de las neuronas corneales.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Animales

El manejo y cuidado de los animales se realizé siguiendo las normas
bioéticas de CONICYT y de los comités de bioética de [a Universidad de
Santiago de Chile y de la Universidad de Chile. Los animales fueron
alimentados ad libitum y mantenidos con un regimen de 12 horas de [uz
seguidas de 12 horas de oscuridad con temperatura regulada. Los ratones
fueron cruzados y luego de la aparicion del tapdn vaginal; las hembras
prefiadas se mantuvieron en jaulas separadas. Para los experimentos in vitro,
ex vivo e in vivo se utilizaron machos adultos de 21 dias de la cepa Balb/c. En
el seguimiento de Ia reinervacién corneal se utilizaron ratones transgénicos Thy-
1 YFP adquiridos a The Jackson Laboratory (cepa B6Cg-Tg(Thy1-YFP)16Jrs/J).
Estos ratones expresan la proteina fiuorescente YFP (Yellow Flucrescent
Protein) en neuronas sensoriales y motoras, asi como en sub poblaciones de
neuronas del sistema nervioso ceniral. Sus axones presentan fluorescencia
hasta el final de las terminales. No hay expresion detectable de YFP en células

no neuronales.
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4.2. Lesion periférica de axones de neuronas trigeminales que inervan la
cornea del ratén

Previo a la lesién, los animales se anestesiaron utilizando una mezcla de
ketamina y xilazina (mezcla intraperitoneal, 80 mg/Kg para ketamina y 10 mg/Kg
para xilazina), en suero salino con la correspondiente dosis calculada a partir de
la masa corporal de cada animal. Una vez anestesiados, la lesién controlada,
de ~1.5 mm de diametro y 200 pm de profundidad se realizd mediante un corte
transversal parcial en la superficie de la cérnea (ojo derecho), utilizando
material de diseccién (bisturies oftalmicos y tijeras de precisién). Una vez
finalizada la cirugia, los animales fueron mantenidos en una superficie
termorregulada hasta su recuperacion de la anestesia. Luego los animales se
trataron con el analgésico buprenorfina, la que se aplicé el dia cero cada ocho
horas, los dias uno y dos cada 12 horas, el dia fres una vez y desde el dia
cuatro cada 48 horas, siempre en una dosis de 0.02-0.05 mg/Kg SC. Los
animales fueron vigilados con respecto a una correcta ganancia de masa y
conducta. El seguimiento post operatorio se realizd de acuerdo al Protocolo de

Morton y Griffiths 1985 (Morton and Giriffiths, 1985) (Anexo lI).
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4.3. Marcacion fluorescente retrégrada de las neuronas que inervan la
cornea

Para este procedimiento los animales fueron anestesiados como se
describié previamente. El epitelio de la cornea del ojo derecho se removid
aplicando 1-heptanol por un segundo a través de una esponja absorbente.
Inmediatamente se aplicé sobre el drea desepiteliada durante una hora un
voiumen total de 32 pl del marcador retrégrado fluorescente FM 1-43 (5 mM en
suero salino; Molecular Probes), tanto en individuos sometidos a lesién como en

animales control.

4.4. Cultivo de neuronas sensoriales intactas y lesionadas del ganglio
trigémino

Se llevo a cabo el cultivo de los ganglios trigéminos del mismo individuo,
siguiendo el protocolo descrito por Madrid y colaboradores (Madrid et al., 2009).
Una vez extraidos, los ganglios fueron incubados con una mezcla de
colagenasa tipo Xl (0,66 mg/mi) y dispasa (3 mg/ml) en solucion INC-mix (en
mM: 155 NaCl, 1,5 K;HPO,4; 10 HEPES; 5 glucosa; pH ajustado a 7.4). La
digestion enzimatica se realizé6 a 37°C y 5% de CO; durante 40 minutos.
Posteriormente, los ganglios se disociaron mecanicamente y las células se
cultivaron en medioc MEM (Minimum Essential Medium) (Gibco) suplementado
con MEM-Vit, (MEM Vitamin), suero fetal bovino (Gibco) y antibiéticos

(penicilina/estreptomicina) (Gibco). Las células posteriormente se sembraron en
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cubreobjetos de 6 mm de didmetro cubiertos con poli-L-lisina. Luego de un
periodo de reposo de 4 horas para asegurar la adhesidon de las neuronas al
sustrato, éstas se utilizaron durante las siguientes 24 horas para registro

electrofisiolégico y de imagen de [Ca®'].

4.5. Preparacién, microscopia confocal y cuantificacién de la inervacién
en corneas

Para la visualizacién y cuantificacion de la reinervacién corneal post
lesion, se utilizaron ratones adultos transgénicos Thy-1 YFP. Se sacrificaron
tres ratones controles, un par tres dias post lesidn corneal, otros dos 17 dias
post lesion y un tercer par 21 dias post lesion. Se extrajeron sélo las cérneas
derechas (ipsilaterales a la lesién) las cuales fueron fijadas en tampon de
fosfato salino-paraformaldehido 4% (PBS-PFA) por 30 minutos a 4°C y luego
por ofros 30 minutos a temperatura ambiente. Después se realizaron tres
lavados en agitacién de 15 minutos con PBS. A continuacién se realizaron
cuatro incisiones pequefias en los margenes laterales de las cérneas
(simulando una cruz de malta) para facilitar su montaje sobre el portaobjetos.
Las cdrneas fueron embebidas en Fluoromount G (SouthernBiotech) para luego
ser recubiertas por un cubreobjetos. Las microfotografias fueron tomadas en un
microscopio confocal 710 (Zeiss) usando un aumento 10x y la reconstruccion de
las comeas se llevd a cabo usando el programa ImageJ

(hitp:/fimagej.nih.goviij/). Se midié la el largo total de ia inervacién corneal
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usando un algoritmo de medicion de distancias en MATLAB, el cual contd el
namero de pixeles que superaron en intensidad el umbral establecido
realizando la conversién de pixeles a distancia. La conversién a milimetros se

realizé de acuerdo a la calibracion del microscopio confocal.

4.6. Imagen de Calcio

Esta técnica no invasiva permitid el registro simultaneo de varias
neuronas en cultivo a [a vez. En el estudio de las neuronas sensoriales intactas
y lesionadas por imagen de calcio, éstas fueron incubadas en 5 pM Fura-2AM
(Molecular probes) disuelto en solucion extracelular estandar suplementada con
0.02% de acido plurdnico (Invitrogen) durante 45 a 60 minutos a 37°C, en un
incubador. Las mediciones de fluorescencia fueron hechas con un microscopio
invertido Nikon Ti suplementado con una camara CCD (Orca-03G,
Hamamatsu). El Fura fue excitado a 340 y 380 nm con un monocromador
Polychrome V de TillPhotonics, y la fluorescencia emitida se filtré a 510 nm. La
senal de 340/380 fue calibrada y registrada en linea con el programa HClmage
v2.01 (Hamamatsu). La temperatura del bafio fue monitoreada simultaneamente
y el umbral de temperatura de las respuestas al frio se estimé como el punto
medio entre el tltimo punto de la linea base y el primero en que la elevacion de

la [Ca®*];fuera 4 veces la desviacién estandar de la linea base.
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Se utilizd mentol (activador de TRPMS8), capsaicina (activador de
TRPV1), AITC (Alil Isotiocianato o aceite de mostaza, activador de TRPA1) y 4-
AP (inhibidor de la corriente Ixp) para evaluar la expresién funcional de los

canales i6énicos de interés.

La conversion de la razon de fluorescencia del fura 340/380 nm a

concentracion de caicio (en nM), se realizé de acuerdo a la siguiente relacion:

[Ca*']= Ku * (R-Rmin) / (Rmax-R)

Donde: [Ca®']: concentracién de calcio; Ky Constante de disociacion
aparente para el fura; R: ratio medido; Rmn: ratio medido en ausencia de calcio
(0 Ca®) Rmax: ratio medido bajo condicién saturante de calcio (38 uM). La K4 fue
calculada determinando el ratio minimo, el ratio maximo y el ratio a 225 nM

utilizando el kit de calibracién (Invitrogen).

4.7. Electrofisiologia de las terminales de frio en la cornea de ratdn

Se utilizé la preparacién de ojo entero para el registro de la actividad
eléctrica de terminales de frio corneales en ratones segtn lo descrito por Parra
et al., 2010. El registro extracelular de la actividad eléctrica de neuronas
corneales termosensibles, y la acciéon de los diferentes moduladores de los
canales ionicos involucrados en su respuesta a frio y a estimulos quimicos fue
realizado siempre en terminales unitarias. La solucién de registro fue mantenida
a una temperatura basal de 34 + 1°C. Las pipetas de registro llenadas con

solucion extracelular normal (50 pm de diametro y pulidas) se adhirieron a la
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cornea con una leve succidn para lograr un sello de baja resistencia. La
actividad eléctrica se registré6 a través de un amplificador AC, utilizando un
electrodo de referencia de Ag/AgCI ubicado en la camara de registro. La sefial
electrica fue digitalizada utilizando una interfase (Digidata 1322A, Molecular
Devices) y capturada y analizada mediante el programa Clampex 10.2,
acoplada a un computador. El protocolo experimental que se utilizé consistié en
obtener un registro inicial de la actividad eléctrica basal en forma de potenciales
de accidén durante tres minutos seguido de una rampa de descenso de la
temperatura desde 33 % 1°C hasta 23 + 1°C en 50 segundos. Con estas rampas
de temperatura se determinaron los umbrales térmicos utilizando como criterio
el punto de temperatura en la cual Ia frecuencia aumentd siete veces por sobre
la desviacion estandar de la actividad basal. Una vez recuperada la actividad
basal, se repiti6 este protocolo haciendo uso de mentol en distintas
concentraciones micromolares por fres minutos. La respuesta maxima se

obtuvo mediante la aplicacién de frio méas mentol.

4.8. Electrofisiologia de neuronas del ganglio trigémino en cultivo intactas
y lesionadas

Los registros de potencial o corriente de membrana en neuronas
corneales en cultivo se llevaron a cabo con la técnica de patch-clamp,
simultaneamente con el registro de imagen de Ca®* intracelular, monitoreando

la temperatura. Se uitilizé la configuracién de célula compieta convencional. Las
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pipetas de registro (4-5 MQ) fueron hechas de vidrio capilar de borosilicato
(Harvard Apparatus Ltd, UK). La solucién estandar del bario contenia (en mM):
140 NaCl, 3 KCI, 1.3 MgCl,, 2.4 CaCl,, 10 HEPES, 10 glucosa, pH 7.4. La
solucién de la pipeta contenia (en mM): 105 gluconato de K*, 35 KCI, 8.8 NaCl,
10 HEPES, 0.5 EGTA, 4 NaATP, 0.4 NaGTP (300 mOsm/kg y pH 7.4, ajustado
con KOH). Las sefiales de corriente y voltaje se registraron con un amplificador
Axopatch 200B. La estimulacion eléctrica y la adquisicion de datos fueron
controladas con el programa pClamp 10.2 (de Molecular Devices). Una vez
identificadas las NCSF por imagen de Ca?', se estudio la corriente de las
neuronas sensibles a frio en respuesta a los descensos de temperatura, bajo
potencial controlado y en configuracién de -célula completa. Las neuronas
fueron mantenidas a -50 mV; mediante un pulso de 500 ms a -120 mV se
removié la inactivacién de la corriente de freno. Posteriormente, las células
mantenidas a -50 mV se enfriaron desde la temperatura de referencia (34 +
1°C) hasta 19 + 1°C. La diferencia entire la corriente de membrana a ambas
temperaturas corresponde a la corriente activada por frio (Ig). Durante el pulso
de frio se prefundié6 mentol sobre las neuronas en cultivo para determinar la
maxima corriente dependiente de TRPM8 (lfiosmento)). Bajo la condicion de
corriente controlada se determinaron las propiedades eléctricas de Ia
membrana para caracterizar el fenotipo de los potenciales de accion de las

heuronas sensibles a frio.
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4.9. Control de temperatura y estimulos térmicos

Tanto las células de cultivo como los cjos ex vivo de ratén fueron
ubicados en una microcamara de perfusion continua por gravedad con solucion
extracelular a 34 + 1°C. La temperatura basal del bafio se ajusté con un
termorregulador disefiado y adaptado a partir del modelo comercial RDTC-1
(ReidDan Electronics). La salida de la solucién del controlador de temperatura
se ubico en la entrada de la cdmara, en el caso del registro en cérnea, o
directamente sobre el campo de células en los registros con neuronas en cultivo
El sistema fue manejado por computador y el control de temperatura se regulé
por un sistema de retroalimentacioén. Un termistor se ubicé en la camara a
menos de 1 mm de la zona de registro. La sensibilidad al frio fue investigada
con rampas de frio de 30 segundos, que consistian en una disminucién de la
temperatura de referencia de 34 + 1°C a 19 & 1°C, para luego volver al valor

basal.

4.10. Inmunohistoquimica

Para identificar los somas de las neuronas que inervan la cémea, 17 dias
post lesidn se procedié al marcaje retrégrade de las terminales corneales con
un marcador fluorescente. Para ello, los animales fueron anestesiados y se
aplico directamente sobre la cornea el marcador fluorescente FM 1-43 FX (5
mM; Molecular Probes) por 1 hora a temperatura ambiente. Luego de 4 dias

post marcaje (21 dias post lesién} los animales controles y lesionados fueron
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sacrificados y los ganglios trigéminos respectivos fueron fijados en PBS-
paraformaldehido 4% por 30 minutos a 4°C y luego por ofros 30 minutos a
temperatura ambiente. Después se realizaron tres lavados de 15 minutos con
PBS. Posteriormente, los ganglios fueron transferidos a una solucién de PBS-
sacarosa 30% e incubados durante 12 horas a 4°C para preservar la integridad
del tejido. Al dia siguiente se procedié a la inclusién de los ganglios en OCT
(Tissue Tek) enfriados en hielo seco y almacenados a -80°C. Las criosecciones
(de 20 um de espesor) se obtuvieron en un criostato MICROM HM 550, y se
seleccionaron aquellas secciones que presentaron marca positiva de FM 1-43
FX para realizar los ensayos de inmunofluorescencia. Estos ensayos
consistieron en una etapa de bloqueo en que las secciones fueron incubadas en
PBS 1% BSA 0.2% Triton X-100 por una hora y posteriormente con 10% de

suero de cabra en PBS por 30 minutos.

A continuacidn, las secciones se incubaron con los anticuerpos primarios
por 12 horas a 4°C en las siguientes diluciones: anti TRPM8 (1:400), anti K,1.1
(1:200) y anti K,1.2 (1:200). Todos los anticuerpos primarios fueron adquiridos
de Alomone Labs. Luego las secciones fueron lavadas 3 veces con PBS por 10
minutos para luego ser incubadas con los anticuerpos secuendarios Alexa Fluor
488 o Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) diluido 1:2000 en PBS por 5 minutos
y se lavd una vez con PBS por 10 minutos. Las secciones fueron montadas

empleando Fluoromount-G (SouthernBiotech) y almacenadas a 4°C.
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Las microfotografias fueron tomadas en un microscopio confocal 710
(Zeiss) usando un aumento 40x. La intensidad de fluorescencia asociada a Ia
inmunodeteccion de TRPMS, Ky1.1 y K,1.2 fue cuantificada con el programa
Imaged (http:/imagej.nih.gov/ij/) y el porcentaje de neuronas positivas fue
estimado seglin el método descrito por Rasband y colaboradores (Rasband et

al., 2001).

4.11. Prueba de lacrimacién

La lacrimacion basal fue medida usando una hebra impregnada con rojo
fenol (Zone-Quick, Menicon). Esta prueba sencilla permite medir la produccion
de lagrimas en un tiempo determinado. Se ubicd la hebra en el borde del
parpado inferior en el ojo de interés. Para esta prueba los ratones se
anestesiaron con una mezcla de ketamina (75 mg/Kg) vy xilazina (10 mg/Kg). El
hilo se mantuvo en el parpado inferior por dos minutos y luego de ser removido

se establecio la longitud de la tincion.

4.12. Analisis de datos
Los datos fueron reportados como media + error estandar de la media.
La significancia estadistica fue fijada en *p< 0.05, **p < 0.01 y ***p<0.001. El

tipo de prueba estadistica utilizada se sefiala en cada figura.
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5. RESULTADOS

5.1. Desarrollo de un modelo de lesién en la cérnea de ratones y marcaje
retrégrado de neuronas cormneales

Esta cirugia consiste en una lesién controlada capaz de penetrar el
estroma comeal (parecentésis) por medio de un bisturi oftalmico recto (15°),
generando asi un corte superficial el cual a continuaciéon es extendido con
tijeras de precision hasta conseguir una semicircunferencia (~330°) (Figura
15A). Este procedimiento superficial evité el vaciamiento de la camara anterior y
el traumatismo del cristalino responsable de la opacidad corneal provocada en
algunos casos con una cirugia mas invasiva. Para estudiar exclusivamente las
neuronas trigeminales que inervan la regién corneal utilizamos el marcador
retrégrado soluble en agua FM 1-43 (Figura 15B). Aplicamos el marcador FM 1-
43 (5 mM) en animales anestesiados, ires dias antes de realizar cultivo celular.
Esta ventana temporal aseguré la permanencia del marcador fluorescente en
los somas neuronales. Mediante imagen de Ca® identificamos aquellas
neuronas FM 1-43(+) sensibles a frio (seglin lo descrito en materiales y
métodos), las que denominamos como Neuronas Corneales Sensibles a Frio, o
NCSF. Este procedimiento nos permitié caracterizar exclusivamente las NCSF
corneales, tanto en condiciones control como en los animales sometidos a

lesion.
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Figura 15. Lesién y marcaje retrégado fluorescente de las neuronas trigeminales que
inervan la cérnea. (A) La figura representa la lesién corneal detallando el bisel del cuchillo
oftalmico utilizado (panel superior). También se indica la lesién sobre la cérnea en vista lateral y
superior. Notese |a regién bisagra o zona intacta que previene el desprendimiento del segmento
cortado (panel inferior). (B) Se indica la profundidad de la lesién sobre las distintas capas del
tejido corneal (panel superior) y linea temporal desde la lesién hasta el dia del cultivo (panel
inferior).
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5.2. La lesién corneal genera pérdida en la inervacién y posterior

regeneracion

Evaluamos el impacto de la lesi6n, estimando la recuperacion que sigue
al dafio tanto en las fibras totales (estromales mas sub basales), como sélo en
las sub basales (Figura 16E). Utilizando corneas procedentes de animales Thy-
1 YFP controles y lesionados (Figura 16A-D), cuantificamos la longitud total de
la inervacién en corneas controles, donde el promedio fue 42.5 + 8.4 mm (n=3)
versus 1.9 £ 0.3 mm (n=2), 11.4 £4.2 mm (n=2) y 13.4 + 8.8 mm (n=2)a 3,17y
21 dias post lesion respectivamente (Figura 16F). No obstante lo anterior, las
terminales corneales, cuya actividad eléctrica registramos, se originan de las
fibras mas superficiales o sub basales, por ello también cuantificamos por
separado la longitud de éstas. En cérneas intactas, la longitud promedio de las
fibras sub basales fue 34.0 + 8.0 mm (n=3), mientras que a los dias post lesién
3, 17 y 21 las longitudes promedio fueron de 0.05 + 0.05 mm (n=2), 9.4 + 3.3
mm (n=2) y 10.2 £ 6.7 mm (n=2) para cada caso (Figura 170G). Estos resultados
muestran que la lesién realizada trae consigo una pérdida importante la
inervacion corneal. Por otro Jado, dentro de la ventana temporal propuesta en
nuestro disefio experimental, hay cabida para una regeneracién importante de
las fibras, lo que permite obtener un marcaje retrogrado eficiente y registrar la
actividad eléctrica en las terminales de los termorreceptores de frio corneales,

tanto en animales control como lesionados (ver mas adelante).
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Figura 16. Inervacion y regeneracion de las fibras corneales provenientes de ratones Thy-
1 YFP tras la lesion. (A-D) Fotografias representativas de una cérnea control (basal) y de
corneas 3, 17 y 21 dias post lesién (barra 200 pm). La linea segmentada amarilla indica el
margen del area lesionada. (E) Detalle de |la cérnea donde se aprecian las fibras estromales y
las sub basales (F-G). Grafico de barras que muestran la longitud promedio de las fibras totales
(estromales y sub basales) y sub basales que inervan la cérnea (nimero de cérneas analizadas
por condicion: basal n=3; dias post lesién 3, 17 y 21 n=2 para cada dia).

5.3. Las neuronas somatosensoriales primarias de animales lesionados
presentan una respuesta individual y poblacional al frio de mayor
magnitud que las neuronas de animales control

Con el fin de caracterizar la respuesta al frio de las neuronas corneales
(Figura 17A) provenientes de animales control y lesionados, utilizamos la
metodologia de imagen de calcio. Usamos el indicador de Ca?* Fura-2 en

cultivos primarios de neuronas trigeminales.
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Como ya se dijo, esta técnica permite identificar de manera poco invasiva
un amplio namero de NCSF a la vez, pudiendo caracterizar su umbral térmico y
su respuesta ante la aplicacién de agonistas o antagonistas de los canales
ibnicos de interés. El incremento en la concentracién intracelular de calcio es
coincidente en el tiempo y proporcional a la frecuencia de descarga de la
neurona termorreceptora (Madrid et al., 2008). En el panel superior de la Figura
17B se aprecia la imagen en pseudocolor que da cuenta del incremento en los
niveles de calcio intracelular en respuesta al frio de neuronas en cultivo. En el
panel inferior se muestra una respuesta al frio tipica de una neurona
termorreceptora en cultivo proveniente de un ganglio trigeminal control. En el
trazo superior se puede observar que la concentracion de Ca®" intracelular
aumenta ante el descenso en la temperatura del bafio (representado en el trazo
inferior) y que se recupera a niveles basales luego de unos segundos (Figura
17B). Para evaluar posibles cambios en la fraccion de NCSF presentes en los
cultivos de neuronas trigeminales provenientes de los dos grupos
experimentales, se cuantificé el nimero de NCSF respecto al nimero total de
neuronas corneales marcadas con FM 1-43. La Figura 17C muestra que en
condiciones control un 12.2% (60/491) fueron NCSF versus un 18.7% (58/310)
de NCSF lesionadas, es decir, hubo un aumento del 6.5% en el niimero de
neuronas que responden a frio, lo cual es estadisticamente significativo

(*p<0.05 prueba F).
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Estos resultados sugieren que habria una transformacion de una
subpoblacién de neuronas corneales insensibles a frio en sensibles al frio como
resuitado del dafio. Posteriormente, se analizé la amplitud de las respuestas ai
frio en ambos grupos de NCSF, evaluadas por la diferencia entre la [Ca®")
basal y la [Ca®}; en el punto méaximo de las respuestas al frio, como se
ejemplifica en la Figura 17B (circulos en verde). Encontramos gue la respuesta
promedio en las NCSF provenientes de animales lesionados es mayor, con un
valor de 216 + 20 nM Ca?* (n=60) en las neuronas control versus 312 + 32 nM
Ca*" (n=58) en las neuronas de animales lesionados (**p<0.01 prueba f; Figura
17D). También medimos la temperatura umbral de ambos grupos
experimentales para evaluar posibles desplazamientos en el umbral de
activacion al frio con la lesién. En la Figura 17E se representa el porcentaje de
la poblacion activa de neuronas de frio corneales reclutadas durante una rampa
de frio en los grupos control y lesionado. La temperatura umbral promedio de
respuesta al frio en las NCSF del grupo control fue de 26.1 + 0.4°C (n= 60),
mientras que en las NCSF lesionadas fue de 27.0 + 0.5°C (n= 58) (p>0.05
prueba ). Este resultado sugiere que la lesion no va acompariada de un
cambios significativo en la temperatura umbral promedio (Figura 17F). Estos
resultados sugieren que, a nivel individual, las NCSF provenientes de animales
sometidos a lesidn corneal presentan un incremento en la concentraciéon de

Ca?* intracelular mayor en su respuesta a frio que ias neuronas control.
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Figura 17. Sensibilidad al frio de las neuronas trigeminales que inervan la cérnea
provenientes de animales control y lesionadas. (A) Imagen de transmision (panel superior) y
de fluorescencia a 500 nm (panel inferior) de una neurona corneal en cultivo identificada por
marcacion retrégrada con FM 1-43. (B) Sefial de la [Ca'] en respuesta a enfriamiento (trazo
superior) en una NCSF control; el trazo inferior muestra la temperatura del bafio. En el panel
superior se muestra la imagen de transmisién en (a) y las imagenes en pseudocolor que
muestran un aumento en la [Ca*’] a temperatura basal (b) y en respuesta a un descenso en la
temperatura (c). (C) Gréfica circular que presenta los porcentajes de de NCSF sobre el total de
neuronas corneales en ambas condiciones (*p<0.05 prueba f). (D) Grafica de barras que
representa la magnitud promedio de la respuesta inducida por frio en el grupo control (barra
negra, n=60) y el grupo lesionado (barra roja, n=58), (**p<0.01 prueba ). (E) Distribucién
acumulativa del umbral de temperatura de las neuronas sensibles al frio activadas durante el
descenso de la temperatura. En linea y circulos negros el grupo control (n=60), en linea y
circulos rojos el grupo lesionado (n=58). (F) Grafica de puntos que muestra el umbral medio
(barra horizontal gris) de la respuesta al frio obtenido mediante imagen de Ca?* en las neuronas
trigeminales en cultivo, control (circulos negros) y lesionadas (circulos rojos). Se indica el
numero total de neuronas en cada condicién (p>0.05, prueba t).
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5.4. El umbral de las respuestas de frio de las NCSF control y lesionadas
disminuye al bloquear la corriente de freno lxp

El umbral de temperatura de las neuronas sensibles al frio es
determinado en gran medida por la actividad de la corriente de freno Ixp (Madrid
et al., 2009). Esta corriente, de activacion rapida e inactivacién lenta, sensible a
4-Aminopiridina (4-AP), actia reduciendo la excitabilidad en las neuronas
sensoriales primarias durante una despolarizacién. Con el fin de establecer la
contribucién de la corriente Ixp en la determinacién del umbral de respuesta al
frio en las NCSF control y lesionadas, se evalud el efecto de la aplicacion
extracelular de 100 uM 4-AP; a esta concentracion, el 4-AP bloquea de manera
especifica la corriente lkp por sobre las otras corrientes de potasio de estas
neuronas (Madrid et al., 2009; Viana et al., 2002). En la Figura 18A se muestra
un registro de célula completa, en la modalidad de voltaje controlado, donde se
aprecia la supresion farmacoldgica de ia corriente de freno Ikp por 4-AP. Luego
evaluamos, mediante un protocolo en imagen de calcio, la respuesta al frio en
ambas condiciones experimentales, en presencia de 4-AP y una vez removido
este bloqueador (Figura 18B). En presencia de 4-AP, el umbral promedio de
respuesta al frio se desplazé de 26.1 + 0.4°C a 30 £ 0.6°C en el grupo control
(n=25; ***p<0.001 prueba {) y de 27 £ 0.5°C a 30 + 0.7°C en el grupo de lesion

(n=23; **p<0.05 prueba f).

74




Ademas no hubo diferencias significativas en el umbral promedio de
activacion por frio entre ambas condiciones en presencia de 4-AP que sugieran

un tipo de respuesta diferencial en relacion al bloqueo de la Ikp. (Figura 18C).

Para visualizar el efecto de 4-AP a nivel individual, graficamos el
desplazamiento del umbral de respuesta al frlo en todas las NCSF control y
lesionadas evaluadas. En la condicion control, el 100% (25/25) de las NCSF
tratadas con 4-AP desplazaron su umbral de respuesta al frio hacia
temperaturas mas altas (Figura 18D) versus un 87% (20/23) de las NCSF
lesionadas (p>0.05, prueba F; Figura 18E). La magnitud promedio de la
respuesta al frio fue 184 + 26 nM Ca*" en neuronas control (n= 25), mientras
gue en neuronas lesionadas fue significativamente mayor con un valor de 315 £
66 nM Ca?* (n=23; *p<0.05 prueba {). Sin embargo, la magnitud promedio de la
respuesta al frio en presencia de 4-AP no mostré diferencias significativas entre
los grupos control y lesién, siendo 204 + 25 nM Ca®* (n=25) y 289 + 65 nM Ca**

(n=23), respectivamente (p>0.05 prueba {; Figura 18F).

Estos resultados sugieren que los canales idnicos Ky1.1 y K,1.2,

responsables de la corriente Ikp, no tienen incidencia en el fenctipo post lesion

de las NCSF sometidas a lesion periférica.
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Figura 18. Efecto de la supresién farmacolégica con 4-AP de la corriente lxp sobre el
umbral térmico de la respuesta al frio en NCSF control y lesionadas. (A) Registro de la
corriente lxp en una neurona trigeminal sensible al frio (Vpan= -50 mV), revelada por un pulso
de voltaje a -40 mV desde un potencial prepulso a -120 mV. (B) Registro en imagen de calcio
que muestra la elevacion en la concentracién de calcio intracelular ([Caz*]i) en una NCSF control
durante tres descensos consecutivos en la temperatura, el primero con solucién control, el
segundo en presencia de 100 uM de 4-AP y el tercero nuevamente con solucién control, con el
fin de evaluar la recuperacion de la respuesta. En esta neurona, el umbral de respuesta a frio
fue desplazado hacia temperaturas més altas, de 26.2 a 29.7°C (puntas de flecha negras). En el
panel superior se observa la imagen transmitida (a) y en pseudocolor (b-d) de los cambios en la
[Ca®]. (C) Gréfico de puntos que representa el umbral medio (barra gris horizontal) de
respuesta al frio en NCSF control en presencia de 4-AP (circulos negros, n=25) y de las NCSF
lesionadas en presencia de 4-AP (circulos rojos, n=23). Nétese que en presencia del inhibidor
de la corriente Ixp el umbral medio de temperatura en respuesta a frio de las NCSF del grupo
lesionadas se altera de manera similar al grupo control (**p<0.01, ***p<0.001 prueba ). (D)
Efecto de 100 uM de 4-AP en el umbral de temperatura para 25 NCSF del grupo control. (E)
Efecto de 100 uM de 4-AP en el umbral de temperatura para 23 NCSF del grupo lesionado. (F)
Gréfico de barras que representa la magnitud promedio de la respuesta inducida por frio en el
grupo control en presencia de 4-AP (barra negra, n=25) y en el grupo lesionado en presencia de
4-AP (barra roja, n=23; p>0.05, *p<0.05 prueba f).
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5.5. La sensibilidad a mentol aumenta en las NCSF de los animales
sometidos a lesion corneal

La sensibilidad quimica de las neuronas corneales, tanto control como
lesionadas, fue estudiada inmediatamente después de la recuperacién del
estimulo térmico. Con este fin, las neuronas trigeminales que inervan la cornea
(FM 1-43(+)), tanto en animales lesionados como control, fueron estimuladas
con una rampa de frio, seguida del protocolo de estimulacién quimica y térmica

combinadas que se muestra en la Figura 19 (A-B).
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Figura 19. Evaluacién de la sensibilidad térmica y quimica de las neuronas corneales en
cultivo mediante imagen de calcio. (A) Se muestra una subunidad de los canales termoTRP
de interés en este estudio, la estructura de los agonistas quimicos para cada canal y de los
vegetales que presentan naturalmente estos compuestos (de izquierda a derecha: menta, ajo,
wasabi y aji, para TRPM8, TRPA1 y TRPV1, respectivamente). (B) Registro simultaneo de la
variacién de calcio intracelular ([Ca?']) y la temperatura en una NCSF control en cultivo, durante
un pulso de frio seguido de otro pulso de frio en presencia de mentol. También se aplicd AITC
(agonista de TRPA1) y capsaicina (agonista de TRPV1). Finalmente se aplicé estimulo alto en
K™ (solucién extracelular 30mM KCI) para estimar la capacidad de respuesta a una
despolarizacién inespecifica en la totalidad de neuronas presentes en el campo estudiado.
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Clasificamos a las neuronas seg(n el tipo de umbral, alto o bajo, segtin el
criterio utilizado por Madrid y colaboradores (2009). Se consideraron como
neuronas corneales sensibles a frio de (NCSF-BU) aquellas con un umbral de
temperatura >26.5°C. Estas NCSF-BU representron el 43.3% de la poblacion
total del grupo control (umbral promedio 29.1 + 0.3°C) y un 50% en el grupo
lesionado (umbral promedio 30 + 0.2°C). Las neuronas cormneales sensibles a
frio de alto umbral (NCSF-AU) representaron un 56.7% en el grupo control
(umbral promedio 23.9 + 0.3°C) y un 50% en el grupo lesionado (umbral
promedio 23.8 £ 0.3°C) (Figura 20A-B). Es interesante que sélo el umbral
promedio de las NCSF-BU presenté diferencias significativas (*p<0.05 prueba
f). Estos resultados sugieren una mayor sensibilidad al fric en la subpoblacién
de NCSF-BU que sefializan frio inocuo en aguellas neuronas del grupo

lesionado.

Para evaluar el papel del canal de iones TRPM8 en NCSF lesionadas y
control, estudiamos mediante imagen de calcio tanto la magnitud de la
respuesta como la sensibilidad a nivel poblacional frente a la aplicacion de
mentol (100 pM). Los resultados obtenidos con esta estrategia experimental se
muestran en la Figura 20C. Se pueden observar diferencias significativas en la
magnitud de la respuesta a mentol, siendo de 88 + 17 nM Ca®" (n=22) en el
grupo control y 185 + 40 nM Ca** (n=29) en el lesionado (*p<0.05 prueba f).

Para complementar estos resultados, decidimos cuantificar el promedio de Ia
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respuesta maxima de este canal, esto es, a un pulso de frio y en presencia
mentol. Encontramos que la magnitud de la respuesta ante la aplicacién de
ambos estimulos fue significativamente mayor en las neuronas lesionadas: 415
+ 63 nM Ca*" (n=28) versus 211 £ 28 nM Ca®* (n=22) (*p<0.05 prueba f; Figura
20C). La magnitud de la respuesta al frio en estas NCSF-mentol(+) también fue
significativamente mayor en el grupo lesionado, con 342 = 58 nM Ca®* (n=29)
versus 181 = 25 nM Ca?" (n=22) del grupo control (*p<0.05 prueba ¢, Figura

20C).

A continuacién estimamos la fraccién de neuronas que estarian
expresando TRMP8, en funcién de su respuesta a la aplicacion del agonista
mentol. Se consideraron como respuestas positivas a mentol aquellas donde
hubo un incremento en [a concentracion intracelular de calcio a temperatura
basal o aquellas donde en presencia de mentol mas frio hubo un
desplazamiento del umbral de al menos 1°C hacia temperaturas mas altas. En
la Figura 20D se puede apreciar que las NCSF-mentol(+) en condiciones control
fueron el 85% (22/26) versus un 100% (29/29) de las lesionadas, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (*p<0.05 prueba F). El aumento en la
magnitud de estas respuestas y en la sensibilidad poblacional a mentol sugiere
que TRPMS tiene un papel central en los cambios en la respuesta térmica

descritos en las NCSF sometidas a lesion axonal.
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Figura 20. Sensibilidad a mentol de las neuronas corneales sensibles a frio provenientes
de animales controles y lesionados. (A-B) Efecto del mentol en el umbral de frio de las
neuronas corneales sensibles a frio de alto (NCSF-AU) y bajo umbral (NCSF-BU) en los grupos
control (circulos negros) y lesionados (circulos rojos). En ambas poblaciones los circulos verdes
verdes representan aquellas neuronas que presentaron un desplazamiento en su umbral al
estimular con frio mas mentol, contrario a la mayoria de las cuales lo hizo sélo en presencia de
mentol a una temperatura basal promedio de 33.6°C (triangulos verdes). Notese que en la
poblacion lesionada todas las NCSF presentaron un desplazamiento en su umbral hacia
temperaturas mas altas. (C) Gréafico de barras que resume la magnitud promedio de las
respuestas a frio, mentol (100 uM) y mentol mas frio en neuronas control (barra negra) vy
lesionadas (barra roja) (*p<0.05 prueba f). Sobre cada barra se sefiala en niimero de neuronas
estudiadas. (D) Gréfico circular que resume el tamafio relativo de la poblacién de NCSF-
mentol(+) (*p<0.05 prueba F).
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5.6. La sensibilidad a agonistas quimicos de los canales de iones TRPA1 y
TRPV1 no se ve modificada en las NCSF de los animales sometidos a
lesion corneal respecto a los aninales control

Una subpoblacién de nociceptores polimodales expresa los canales
termosensibles TRPV1 y TRPA1 (ambos o al menos uno de los dos), los que
pueden ser usados como marcadores moleculares de este subtipo de neuronas
somatosensoriales primarias que sefalizan dolor (Kobayashi et al., 2005). Por
otro lado, el 7% y 67% de las neuronas corneales expresa TRPA1 y TRPV1,
respectivamente (Parra et al., 2010). Utilizando el protocolo de imagen de calcio
descrito en la Figura 19B, evaluamos las respuestas de las NCSF de ambos
grupos experimentales frente a la aplicacion de los activadores quimicos de
TRPA1 y TRPV1, AITC (100 pM) y capsaicina (200 nM), respectivamente. Las
respuestas positivas de dichos canales correspondieron a un incremento en la
[Ca®")i de las neuronas a 34 + 1°C. El efecto de todos estos compuestos
quimicos fue reversible en su totalidad y permitié la utilizacién de protocolos

multiples de estimulacion.

La magnitud promedio de respuesta al frio de las NCSF-AITC(+)
controles fue 173 + 37 nM Ca®" (n=6), contra 331 + 40 nM Ca?' (n=7) en las
neuronas lesionadas (*p<0.05 prueba f; Figura 21A). No obstante lo anterior, no
encontramos diferencias significativas en la magnitud de la respuesta promedio

frente a AITC entre el grupo control y lesionado cuyos valores fueron 113 + 34
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nM Ca* (n=6) y 127 + 25 nM Ca®* (n=7), respectivamente (p>0.05 prueba £
Figura 21A). Para estimar la fraccion de neuronas sensibles al frio que
expresaron TRPA1, se analizaron las respuestas al aplicar AITC. En la Figura
21B se muestra que en el grupo control un 26.1 % (6/23) de las neuronas
fueron NCSF-AITC(+) versus un 28% (7/25) en el grupo lesionado (p>0.05

prueba F)}.

Con el fin de evaluar la poblacién de neuronas que expresaron TRPV1,
se estudiaron las respuestas a capsaicina. La magnitud de la respuesta
promedio a capsaicina no difiri6 entre ambos grupos de NCSF-capsaicina(+),
siendo 212 % 46 nM Ca®" (n=10) en las neuronas control y 281 + 40 nM CaZ*
(n=17) en las lesionadas {p>0.05 prueba f; Figura 21C). Cabe destacar que la
magnitud promedio de la respuesta al frio en esta subpoblacién de neuronas
mantuvo las diferencias entre el grupo control y lesionado, siendo estas de 208
+ 48 nM Ca?* (n=10) y 379 £ 52 nM Ca? (n=17), respectivamente (*p<0.05
prueba t; Figura 21C). A nivel poblacional, encontramos que el 52.6% (10/19)
correspondieron a NCSF-capsaicina(+), mientras que post lesién, un 73.9%
(17/23) fueron NCSF-capsaicina(+) (p>0.05 prueba F; Figura 21D). Estos
resultados sugieren que la lesién corneal no produce cambios significativos en

la expresién funcional de los canales TRPA1 y TRPV1 en las NCSF.

82




I control I control

B lesionado Il lesionado
A 400 c
E 300 E
&8 200 *‘8
) I
100
B D
26.1% 28%
@]
e g 38 £5 §
€9 & = c o
c = c i S
73.9% 72% 52.6% 73.9%
ESI NCSF-AITC(+) Il NCSF-caps(+)
[ INCSF-AITC(-) [ 1NCSF-caps(-)

Figura 21. Sensibilidad a AITC y capsaicina en las NCSF provenientes de animales
control y lesionados. (A y C) Grafico de barras que resume la magnitud promedio de las
respuestas AITC (100 uM) y capsaicina (200 nM) en neuronas que mostraron respuesta a estos
agonistas de canales termoTRPs en el grupo control (barra negra) y el grupo lesionado (barra
roja) (*p<0.05, prueba ). Sobre cada barra se sefiala en nimero de neuronas estudiadas (B y
D) Gréficos circulares que resumen el tamafio relativo de las distintas poblaciones de las NCSF-
AITC(+) y NCSF-Capsaicina(+) (p>0.05 prueba F).
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5.7. La densidad de la corriente de TRPM8 (ltremg) esta aumentada en las
NCSF provenientes de animales lesionados

Los resultados descritos anteriormente sugieren que TRPMS8 podria estar
sobrexpresado funcionalmente post lesion. Con el fin de aportar evidencias mas
directas que soporten esta idea, decidimos medir la densidad de corriente ltrpys
en NCSF en cuitivo por la técnica de patch clamp en la modalidad de célula
completa. La Figura 22 muestran un registro representativo de corriente de una
neurona corneal control (A) y una lesionada (B) que fueron estimuladas con un
pulso mantenido de frio y durante la perfusion con 100 pM mentol, para
determinar la amplitud de la corriente maxima dependiente de canales TRPMS
(Madrid et al., 2009). Normalizando la amplitud de las corrientes dependientes
de frio en ausencia y presencia de mentol por la capacidad de la membrana de
cada neurona, se determiné la densidad de corriente en neuronas control y
lesionadas que presentaron el mismo umbral de respuesta al frio. La densidad
de corriente de frio (Io) promedio en el grupo control fue de 0.7 + 0.2 pA/pF
(n=11) mientras que en las NCSF del grupo lesionado fue de 2.9 + 0.9 pA/pF
(n=13) (*p<0.05 prueba f). Asi mismo, la densidad de corriente promedio en
respuesta a frio mas mentol (lgiosmento) de las NCSF lesionadas fue
significativamente mayor que en NCSF control. Esta densidad lgo+mental para el
grupo control fue 6.0 + 0.9 pA/pF (n=11), frente a los 15.1 £ 2.6 pA/pF (n=13) en

las NCSF provenientes de animales lesionados (*p<0.05 prueba £, Figura 22C).
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La temperatura umbral promedio de estas NCSF no presenté diferencias
significativas, siendo de 26.3 £ 1.1°C (n=11) para los controles y de 27.3 +
0.8°C (n=13) para los lesionados (Figura 22D). Estos resultados son acordes a
los que obtuvimos por imagen de Ca®', ya que la magnitud de respuesta at frio
y a frio mas mentol en las NCSF lesionadas es mayor que en las neuronas
provenientes de animales control, apoyando la idea del aumenfo en la

expresién funcional de TRPM8 post dafio corneal.

También nos preguntamos si los cambios observados en las respuestas
quimica y térmica de las neuronas de frio corneales estan asociados a
modificaciones en las propiedades activas y pasivas de membrana. Esto nos
permitid determinar si las neuronas sensibles a frio correspondian sélo a
termorreceptores de frio candnicos, o si ocurria la aparicién de nociceptores
polimodales con sensibilidad a frio inocuo producto de la lesién. Registramos
las NCSFs en configuracion de célula completa bajo corriente controlada
provenientes de ambos grupos de animales (Figura 23A-B). No encontramos
diferencias en las propiedades electrofisioldgicas (propiedades pasivas y
activas) entre ambas poblaciones, de esta manera la totalidad de las NCSF
control y lesionadas presentaron potenciales de accién de corta duracién (0.7
0.1 ms y 0.6 £ 1 ms, respectivamente), con el ancho y forma propias de las
neuronas termorreceptoras de frio trigeminales canénicas (Viana et al., 2002;

Madrid et al., 2006) (Figura 23C; Tabla 1).
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Estos resultados sugieren que la lesién no modificé significativamente las
propiedades electrofisiolégicas de las NCSF, ni trajo consigo el reclutamiento de

una subpoblacion de neuronas nociceptoras dentro de este grupo de neuronas.
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Figura 22. Densidad de corriente TRPM8 en NCSF provenientes de animales control y
lesionados. (A-B) Registro simultdneo de la corriente de membrana (trazo superior) y la
temperatura del bafio (trazo inferior) durante un descenso de la temperatura desde 34°C hasta
20°C, en combinacion con mentol de una NCSF control (en negro) y lesionada (en rojo). Las
flechas muestran la corriente de frio () y la corriente maxima de TRPM8 (ltrio+mentar)- La linea
punteada indica el nivel cero de corriente (Vmantencisn=-50 mV). (C) Gréfico de barras que
representa la densidad promedio de corriente I Y €n lig«mentss @1 NCSF del grupo control (barra
negra) y del grupo lesionado (Vmartencien= -50 mV) (*p<0.05 prueba t). (D) Grafico de puntos que
muestra la temperatura umbral promedio al frio en el grupo control (circulo negro) y el lesionado
(circulo rojo). Sobre cada barra se sefiala en nimero de neuronas analizadas (p>0.05 prueba ).
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Figura 23. Propiedades electrofisiolégicas de las neuronas NCSF provenientes de
animales control y lesionados. (A-B) Respuestas tipo a pulsos de corriente despolarizante e
hiperpolarizante de 500 ms de una neurona termorreceptora de frio corneal control y lesionada,
obtenidos por la técnica de patch clamp en configuracion de célula completa, bajo corriente
controlada. Nétese la descarga répida repetitiva de potenciales de accién (trazos negro y rojo),
el fuerte sag a valores hiperpolarizantes producto de la activacién de la corriente I, y la
presencia de disparo a la vuelta del pulso hiperpolarizante, o rebote, (trazo morado) (lye= 0
pA). (C) Se muestra la superposiciéon de dos potenciales de accidén caracterisiticos de una
NCSF del grupo control (negro) y de una NCSF del grupo lesionado (rojo).

Tabla 1. Propiedades pasivas y activas de las neuronas de frio corneales control
y lesionadas en cultivo

Neuronas Temp. Potencial Resistencia Corriente Duracién  indice de Frecuencia Patrén de

sensibles afrio umbral dereposo deentrada  reobase P.A.  rectificacion dedisparo (Hz) descarga

(°c) (mv) (M) (PA) (ms) (%) (2x reobase) ténica (%)

control 27+ 0.7 -48+2 372+ 41 79+ 9 0.7+ 01 53+ 4 481+ 13 56 (10/18)
(n=18)

lesionado 27+ 0.7 4912 345 + 44 86+ 12 0.6:0.1 52+ 3 451 8 45 (10/22)
(n=22)

prueba-f p=08 p=08 p=086 p=06 p=04 p=08 p=09 p=0.70#)
(#) Prueba- F

La resistencia de entrada se midi6 de la pendiente de la curva construida del pico de la
respuesta de potencial a una serie de pulsos de corrientes hiperpolarizantes. El ancho del
potencial de accién se midi6é a la mitad de su amplitud. El indice de rectificacion fue medido
usando la relacién 100 X (Vpeak-Vteady-state)Voeak), durante las respuestas a pulsos
hiperpolarizantes de corriente donde el potencial de membrana alcanzé los -120mV. La
frecuencia de disparo (en Hz) se calculd mediante un pulso de corriente de dos veces la
corriente reobase. Los potenciales de accion fueron contados en una ventana de tiempo de 500
ms desde el inicio del pulso despolarizante.
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5.8. L.a expresion de TRPM8 revelada por inmuhistoquimica confirmé un
aumento en la expresion de este canal a nivel de los ganglios trigéminos
lesionados

En orden de proveer evidencia celular que soporte la idea que los
cambios post lesién observados en cultivo estan relacionados con alteraciones
en la expresion del canal TRPM8, examinamos la inmunoreactividad a este
canal en secciones del ganglio trigémino, especificamente en el area corneal,
tal como se describe en la seccién de materiales y métodos (Figura 24A). La
Figura 24B muestra dos imégenes representativas de una seccion trigeminal
proveniente de un animal control y uno lesionado, donde se aprecia un mayor
numero de neuronas TRPM8(+) tras la lesidn. La cuantificaciéon total de la
inmunoreactividad promedio poblacional arrojé un 9.4 + 4.0% (36/469; n=12
campos) de neuronas TRPM8(+) en los ganglios irigéminos obtenidos de
animales control. En contraste, la inmunoreactividad promedio en secciones
trigeminales obtenidas de animales sometidos a lesion fue 26.1+ 5.4%
(119/471; n=10 campos) de neuronas TRPM8(+) (Figura 24E), es decir, casi
tres veces mayor que en animales no lesionados (*p<0.05 prueba f). Estos
resultados sugieren un incremento en la expresién proteica de TRPMS8 en
ganglios trigeminales de animales sometidos a lesién corneal, y son

coincidentes con aquellos obtenidos por imagen de calcio y electrofisiologia.
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5.9. La inmunotincion contra K,1.1 y K,1.2 no mostré cambios en la
expresion de los canales responsables de la corriente Ixp en animales
lesionados

Con el fin de obtener un correlato de los niveles de expresién proteica
para los canales responsables de la corriente Ikp (Ky1.1 v Ky1.2), evaluamos
mediante inmunohistoquimica los posibles cambios en la cantidad de estas
proteinas expresadas en la regidén corneal del ganglio trigémino (Figura 24A),
La Figura 24C muestra dos imagenes representativas de secciones trigeminales
provenientes de un animal control y uno lesionado, donde puede apreciarse que
el nimero de neuronas K,1.1(+) es similar en ambas condiciones. La
cuantificacion total de la inmunoreactividad para K,1.1 arrojé que el 29.5 + 4.8%
de las neuronas en animales control (143/485; n=10 campos) y el 28.3 + 5.4%
en lesionados (135/448; n=10 campos) presentan marca para este canal
(p>0.05 prueba {; Figura 24F). También evaluamos la inmunoreatividad para los
canales K,1.2. La Figura 24D muestra dos secciones representativas de ambas
condiciones experimentales donde es posible apreciar que, tras la lesion, el
nuamero de neuronas K,1.2(+) se mantiene similar al grupo control. La
inmunoreactividad Ky1.2 promedio estimada en secciones trigeminales de
animales control fue 29.9 + 8.8% (145/485; n=10 campos) versus 25.5 + 4.3%

en secciones provenientes de animales lesionados (122/448; n=10 campos)

(p>0.05 prueba {; Figura 24G).




Estos resultados estan en linea con los hallazgos obtenidos mediante
imagen de calcio, en términos que tras el dafio corneal la expresion de los

canales de potasio K,1 no se vio alterada en este modelo de lesién axonal.
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Figura 24. Inmunohistoquimica de TRPMS8, K,1.1 y K,1.2 en ganglios trigeminos de
animales control y lesionados. (A) Esquema del ganglio trigémino en el cual se puede
apreciar las tres ramas trigeminales y la regién donde se ubican los somas cuyas terminales
proyectan hacia la cérnea (marca corneal) (B, C y D) Imagenes representativas de la
inmunotincién en secciones de ganglios trigéminos control y lesionados para TRPMS, K,1.1 y
K\1.2 (barra, 50 um). (E, F y G) Graficos de barras que muestran el porcentaje promedio de
neuronas trigeminales TRPM8(+), K,1.1(+) y K,1.2(+) en condiciones control (barra negra) y
lesionado (barra roja). Sobre cada barra se sefiala en nimero de neuronas analizadas (*p<0.05
prueba t).
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5.10. Tanto la actividad eléctrica espontanea como aquella en respuesta a
mentol estan aumentadas en terminales corneales lesionadas

El registro de la actividad eléctrica de las terminales corneales nos
permitid establecer un correlato con los resultados obtenidos in vifro. Para
desarrollar estos registros seguimos el disefio experimental descrito por Parra y
colaboradores en 2010 (Figura 25A). Utilizamos un protocolo que nos permitié
evaluar la aclividad espontanea (a 33 + 1°C), durante un descenso de
temperatura, en presencia de mentol y con frio mas mentol (Figura 25B-C). En
ojos sometidos a lesién, la frecuencia esponténea fue significativamente mayor,
con un valor promedio de 5.6 + 0.5 Hz (n=18), versus 3.7 + 0.3 Hz (n=35) en los
ojos controles (**p<0.01 prueba f; Figura 26A-B). Como se muestra en la Figura
26C, la temperatura umbral promedio entre terminales corneales controles y
lesionadas no presentd diferencias estadisticamente significativas siendo 32.8 +
0.03°C (n=35) y 32.7 + 0.1°C (n=18), respectivamente (p>0.05 prueba f).
Tampoco encontramos diferencias en la descarga en respuesta a frio, cuyo
valor de frecuencia en la condicion control fue de 34.8 * 2.3 Hz (n=35) versus
31.6 £ 2.7 Hz (n=18) en los lesionados (p>0.05 prueba {; Figura 26D). También
quisimos evaluar la influencia del mentol sobre la frecuencia de descarga en
ambos grupos experimentales. Asi reportamos que a 20 uM mentol Ia
frecuencia del grupo control fue de 9.7 = 1.1 Hz (n=16), versus 10.9 + 1.9 (n=8)

en los lesionados (p>0.05; Figura 26E)
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Pensando que quiza a esa concentracion la respuesta podria estar ya
saturada, decidimos evaluar una concentracion mas baja de mentol. De esta
manera, al utilizar 10 uM mentol encontramos una respuesta significativamente
mayor en ojos lesionados que en controles, esto es 10.5 + 0.8 Hz (n=7) versus
7.3 £ 0.7 Hz (n= 19) respectivamente (*p<0.05 prueba f, Figura 26E). Por otro
lado, al evaluar la respuesta maxima, esto es, en respuesta a un estimulo de
frio mas mentol (20 uM), no hube diferencias entre controles y lesionados tal
como muestra la Figura 26F, con valores de 55.1 + 6.8 Hz (n=10) y de 53 + 8.7
(n=4), respectivamente (p>0.05 prueba {). Tampoco encontramos diferencias al
estimular con frio mas mentol 10 pM, donde Ia frecuencia del grupo control fue
de 43.2 £ 5.1 (n=18) y la del lesionado de 52.7 + 5 (n=7) (p>0.05 prueba f;
Figura 26F). Estos resultados apuntan a un importante correlato entre los
resultados in vitro y los obtenidos con esta preparacion ex vivo, en términos de
una respuesta térmica y quimica exacerbada en las terminales corneales

sensibles al frio en animales lesionados.
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Figura 25. Respuestas a frio y mentol en una terminal corneal control. (A) Representacién
esquematica de la camara usada para registrar la actividad de las terminales eléctricas en ojos
de raton (B) Actividad eléctrica en un receptor de frio unitario durante dos rampas consecutivas
de frio en solucién control y en presencia de 20 yM mentol (temperatura del bafio 33 £ 1°C). En
(C) se detallan segmentos de los trazos a, b ¢ y d del registro en (A) a una mayor resolucién
temporal. Nétese que en cada trazo expandido se observa como cambia el fenotipo de las

espigas en presencia de frio (trazos azules).
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Figura 26. Cuantificaciéon de la actividad eléctrica espontdnea y en presencia de mentol
mas frio de terminales corneales de frio controles y lesionadas. (A) Trazos representativos
de una terminal corneal control (negro) y lesionada (rojo). Se aprecia la mayor frecuencia de
descarga en el registro lesionado. Sobre cada trazo se muestra una de las espigas registradas
(B) Gréfico de barras de la frecuencia espontanea promedio de terminales controles (barra
negra) y lesionadas (barra roja) a 33 £ 1°C (**p<0.001 prueba f). (C) Grafico de puntos que
muestra el umbral promedio de las terminales controles (barra gris horizontal). Las umbrales
controles se muestran en circulos negros y los lesionados en circulos rojos (p>0.05 prueba ).
(D-F) Gréficos de barra que muestran la frecuencia de descarga de las terminales controles
(barras negras) y lesionadas (barras rojas) en presencia de frfo, mentol y mentol mas frio
respectivamente. Se evaluaron dos concentraciones de mentol a 10 y 20 yM tal como se indica
en la parte inferior de cada grafico (E y F) (*p<0.05 prueba t). Sobre cada barra se indica el
numero total de terminales analizadas para cada caso.
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5.11. La tasa de lacrimacion basal aumenta post lesion corneal

Como se menciono en la Infroduccién, las neuronas termorreceptoras de
la cérnea que expresan TRPM8 también actian como detectores de humedad
en la superficie ocular, y constituyen un componente importante en la tasa de
lacrimacién basal. Teniendo en consideracién los resultados descritos
previamente, decidimos medir la tasa de lacrimacion basal para evaluar el
efecto de la lesion y la expresion funcional de TRPM8 en la cérnea. Para medir
la lacrimacion basal, utilizamos hebras oftalmicas de algoddn impregnadas en
rojo fenol (Zone-Quick, Menicon), las cuales se tifien de rojo en contacto con el
fluido lacrimal. Para esta prueba, los animales control y lesionados fueron
anestesiados para luego colocarles la hebra oftalmica (5 mm de longitud) en el
parpado inferior por dos minutos, tiempo tras el cual fue retirada para establecer
la longitud de la tincion, tal como se muestra en la Figura 27A. Durante fodos
estos experimentos se midid tanto la temperatura ambiente como la
temperatura de la superficie corneal, estos valores promedio se resumen en la
Tabla 2. Nuestros resultados muestran que el promedioc de la tasa de
lacrimacién basal fue en animales controles igual a 1.75 £ 0.2 mm en dos
minutos (n=22) contra 1.82 £ 0.2 mm en animales lesionados (n=22) al dia cero,
es decir, previo a la cirugia. El promedio de la tasa de lacrimacién basal 17 dias
después de la lesion fue de 1.8 + 0.4 mm en dos minutos en animales control
(n=22) y 2.8 £ 0.3 mm en animales lesionados (n=22), dando cuenta de un

aumento significativo en la lacrimacion basal.
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En el dia 21 post lesién este incremento en la tasa de lacrimacion siguié
siendo significativamente mayor en animales lesionados, con 3.3 £ 0.4 mm en
dos minutos (n=22) respecto a los animales controles que promediaron 1.9 %
0.3 mm (n=23) (*p<0.05 prueba t, Figura 27B). Esta aproximacion nos permiti6
evaluar de forma indirecta las alteraciones en la funcionalidad de los receptores
corneales producto de la lesion, la cual da cuenta de cambios en la lacrimacion

basal en respuesta a esta forma de dafio axonal en ratones.
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Figura 27. Tasa de lacrimacién en animales control y lesionados. (A) Se indica la ubicacién
de la hebra de rojo fenol (color amarillo) sobre el ojo del ratén a dos tiempos (minutos: 0 y 2). En
el esquema se puede apreciar como avanza las lagrimas a través de la hebra (color rojo). (B)
Gréafico de barras que resume la tasa basal de lacrimacién promedio en milimetros (mm)
durante dos minutos, el dia previo a la lesién (dfa 0), el dia del marcaje (dia 17) y el dia del
cultivo (dia 21) en animales control y lesionados (*p<0.05 prueba t).

Tabla 2. Temperatura ambiental y corneal en los experimentos de lacrimacion.

Dia0 Dia17 Dia 21

control lesionado control lesionado control lesionado

Temp. ambiente (n=22) 25.0: 0.3°C 25.0:03°C 243:05°C 25.0: 04°C 2431 04°C 244:05°C

Temp. Comea (n=22) 205+ 02°C 205+ 0.3°C 2905+ 03°C 295:04°C 29.0£0.3°C 29.1:0.3°C
prueba-t p=08 p=09 p=07
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6. DISCUSION

La cérnea es un ftejido altamente inervado por diferentes tipos de
neuronas sensoriales. Varios procedimientos quirdrgicos como cirugias del tipo
LASIK (del inglés Laser Assisted in Situ Keratomileusis), PRK (del inglés
Photorefractive keratectomy) o LASEK (del inglés Laser Assisted Subepithelial
Keratomileusis) involucran un grado importante de dafio en las terminales de
estas neuronas. Cuando se estimulan estas terminales sensoriales se pueden
evocar sensaciones que incluyen sequedad ocular, disestesias y dolor, entre
ofras. El principal hallazgo de esta tesis doctoral fue reportar el papel critico del
canal de iones TRPM8 en la respuesia aumentada al frio de neuronas
corneales sometidas a lesion periférica, y en la lacrimacion basal exacerbaba

producto del dafio quirtrgico de sus terminales.

El modelo de lesidon corneal en ratones y marcaje retrégrado de neuronas
trigeminales que inervan la cornea

En esta tesis desarrollamos un procedimienio quirdrgico de lesion
controlada en la cornea, consistente en un corte superficial en forma de
semicircunferencia (~330°) dejando una pequeifia zona intacta (region bisagra).
Este procedimiento nos permitid tener una recuperacion fotal de la region

lesionada sin efectos secundarios tales como el vaciamiento de la camara
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anterior, inflamacién ocular u opacidad corneal. Este procedimiento de lesién
continua difiere de ofras formas de dafio quirdrgico gue se han utilizado, donde
la lesién se generd a través de cortes segmentados sobre ia cornea (Namavari
et al., 2011; Namavari et al., 2012), mediante el dafio mecanico de la superficie
corneal {Yu et al.,, 2008) o por medio de la aplicaciéon t6pica de productos
neurotoxicos (Sarkar et al., 2012). Asi, nuesitro modelo de lesidn aseguro ser
mas ventajoso respecio a los antes mencionados toda vez que logramos
conseguir un dafio sobre un area amplia del tejido corneal, tal como lo
evidencian nuestros resultados obtenidos con los ratones transgenicos Thy-1
YFP. Nuestro modelo de lesion se asemaja a los procedimientos quirdrgicos del
tipo LASIK y LASEK, puesto que al igual que estas cirugias llevadas a cabo en
humanos, nosoiros generamos una lamina o flap corneal. A su vez, estos dos
tipos de cirugias difieren enire si en el grosor de la lamina corneal generada,
siendo la de tipo LASIK mas profunda. Cualitativamente, nuestra lesién abarca
gran parte del grosor total de la cérnea por lo que nuestro modelo se
asemejaria al procedimiento tipo LASIK. Precisamente los datos provenientes
de la clinica, muestran que esta cirugia Lasik trae consigo una notoria pérdida
en la reinervacién corneal, con una alta incidencia del fenotipo de sensacién de
sequedad ocular (Levitt et al.,, 2015; Shaheen and Bakir, 2013). Asi, nuestros
resultados podriar reflejar, al menos en parte, los cambios que podrian ocurrir

en humanos sometidos a cirugias comeales.
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Con el fin de -caracterizar exclusivamente aquellas neuronas
provenientes de la cérnea, realizamos una marcacién retrégrada de las
terminales mediante un colorante fluorescente. Inicialmente utilizamos el
marcador Dil (1,1'-Dioctadecyi-3,3,3',3"-Tetramethylindocarbocyanine
Perchlorate ('Dil"; DilC18(3))) que es soluble en DMSO (dimetilsulfoxido). Este
marcador lipofilico no sélo resulté poco efectivo en términos del ndmeroc de
neuronas marcadas (8 + 4 neuronas/ganglio), sino que ademas afect6é la
recuperacién post cirugia corneal promoviendo procesos inflamatorios en el
area lesionada. Ante esta situacién, decidimos incorporar el marcador
retrogrado soluble en agua FM 1-43 (N-(3-Triethylammoniumpropyf)-4-(4-

(Dibutylamino) Styryl) Pyridinium Dibromide).

Conjuntamente con este cambio de colorante fluorescente, incorporamos
un paso adicional de eliminacién parcial del epitelio corneal con 1-heptanol.
Esta remocion epitelial no fue capaz de generar un dafio adicional en la cornea,
tal como se ha descrito previamente (Cintron et al., 1979). Estas estrategias
combinadas nos permitieron aumentar el nimero de neuronas marcadas
(38 % 9 neuronas/ganglio), reduciendo ademas los efectos secundarios de la
aplicacion de solventes no acuosos sobre el epitelio corneal. Es importante
sefalar que durante la marcacién hubo particular cuidado en circunscribir el
FM 1-43 a la zona mas apical de la cdrnea que es coincidente con el area de

lesion, de modo de evitar el marcaje de tejidos aledafios que también son
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inervados por la rama oftalmica del trigémino (conjuntiva y parpados). La
estricta restriccion del area marcada evitd tener que lavar los ojos post marcaje
retrégrado, en contraste con los reportes de otros autores (Veira Moreira et al.,
2007), permitiendo reducir las posibilidades de marcacioén fuera de la regién de
interés. Los dias franscurridos entre la marcacién y el sacrificio de los animales
los estimamos de acuerdo al tiempo de permanencia del FM 1-43 en el soma de
las neurocnas corneales. Segun nuestras observaciones el tiempo adecuado de
permanencia fueron cuatro dias, por tanto el cultivo de neuronas frigeminales se
realizé cuatro dias post marcaje. Esta ventana temporal entre la marcacién
retrograda y el cultivo neuronal es muy similar a [a descrita por otros autores,
las cuales rondan entre los 4 a 5 dias (De Felipe et al., 1999; Lopez de et al.,
2000; Veira Moreira et al., 2007). Los experimentos in vifro e in vivo en ratones
silvestres fueron realizados utilizando la cepa de ratones Balb/c. En los
experimentos en que se cuantificé la regeneracién axonal, utilizamos los
ratones transgénicos Thy-1, que pertenecen a la cepa C57BL/6. Se ha
reportado que los ratones C57BL/6 presentan una regeneracidn axonal mas
lenta que otras cepas (Xin et al., 1990; Xin et al., 1994), lo que eventualmente
podria incorporar una subestimacion en nuesitros resultados de la tasa de
reinervacion corneal. Sin embargo, como se discutirA mas adelante, la menor
tasa de éxito de los registros extracelulares en terminales corneales de
animales lesionados es coincidente con una reinervacién parcial como la

descrita en este trabajo.

100




La expresion del canal de iones TRPM8 aumenta post lesion sin cambios
aparentes en los niveles de expresion de los canales K,1.1, K,1.2, TRPA1 y
TRPV1

Por medio de experimentos en imagen de Ca®" encontramos que en
animales sometidos a lesién comeal se produce un aumento significativo en el
porcentaje de neuronas corneales sensibles a frio (NCSF), las que ademas
presentaron una respuesta de mayor magnitud al descenso de la temperatura.
Estos resultados sugieren que dentro del total de neuronas corneales hubo un
porcentaje de neuronas que fras la lesién desarrollaron sensibilidad al frio. La
aparicion de esta nueva subpoblacion de neuronas sensibles al frio
posiblemente sea mediada por TRPM8, puesto que estas neuronas también
incrementaron su sensibilidad a mentol. Junto con lo anterior, los resultados que
obtuvimos mediante inmunohistoquimica a nivel de ganglios trigéminos también
dan cuenta de un incremento significativo en el nlimero de neuronas corneales

que presentaron inmunoreactividad al anticuerpo anti TRPMS.

Xing y colaboradores sugirieron que las poblaciones de neuronas
sensibles al frio y capsaicina (agonista de TRPV1) corresponderfan a neuronas
del tipo nociceptores (Xing et al., 2006). Mas atn, estos mismos autores (2007),
utilizando un modelo de lesién periférica consistente en la ligacién constrictiva
del nervio ciatico, reportaron la aparicion de hipersensibilidad dolorosa al frio

inocuo acomparfado de un incremento en la expresion de TRPMS.
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Estos autores relacionaron este aumento de expresién de TRPMS con Ia
aparicion de una subpoblacién de neuronas de frio que ademas de ser
sensibles a mentol lo eran también a capsaicina. Ellos concluyeron que esa
poblacidén de neuronas mentol-capsaicina positivas correspondian a neuronas
del tipo nociceptores, explicando asi el cuadro de dolor neuropatico post lesién
(Xing et al.,, 2007). Sin embargo, Xing y colaboradores no estudiaron aspectos
cruciales que pudieran hacer inequivoca la interpretacién de sus resultados,
tales como la descripcién de la distribucion de los umbrales de temperatura de
la poblacion de neuronas de frio o sus propiedades electrofisiolégicas, que
permitieran determinar si las neuronas que sobreexpresaban TRPMS8 de hecho
correspondian a neuronas sensibles al frio de alto umbral (que coexpresaban

TRPV1), o si se trataba de receptores polimodales, como ellos concluyeron.

Tomando en consideracion estos antecedentes, nosotros evaluamos en
detalle el fenotipo de las NCSF surgidas tras la lesidn mediante la
caracterizacion de su umbrai térmico de activacion y de su sensibilidad a AITC
(agonista de TRPA1) y a capsaicina. Determinamos los umbrales térmicos en
ambas poblaciones de neuronas de frio y no encontramos diferencias
significativas entre ambos grupos experimentales, pese a existir una tendencia
en la disminucion del umbral de 0.9°C. Debido al tamario total de la muestra
analizada (60 neuronas corneales de frio control versus 58 provenientes de

ratones lesionados), posiblemente un ntimero mayor de neuronas corneales
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podria consolidar esta tendencia como significativa. Como se ha publicado, los
umbrales térmicos de las neuronas sensibles a frfo presentan una notoria
dispersion de valores (Madrid et al., 2009), lo que podria estar enmascarando
una diferencia entre los umbrales de frio entre las poblaciones de neuronas
corneales analizadas. En esta misma linea, cabe destacar que al separar las
neuronas entre aquellas de alto (NCSF-AU) y bajo umbral (NCSF-BU)
encontramos diferencias significativas en el umbral térmico en estas Ultimas,
precisamente aquellas que expresan mayores niveles de TRPM8 (Gonzalez et

al., 2015a; Madrid et al., 2009).

Como ya se menciond, la expresion del canal TRPV1 se ha relacionado
principaimente con una subpoblacién de neuronas nociceptoras. Para evaluar la
respuesta funcional de aquellas neuronas que expresan este canal nosotros
utilizamos capsaicina, para determinar sensibilidad de las NCSF a este
agonista. No encontramos diferencias significativas entre ambas poblaciones de
NCSF post dafio corneal. Es importante destacar que en ambas poblaciones de
NCSF, el porcentaje promedio de respuesta a capsacina in vifro fue del 63%,
valor muy similar al reportado por Parra y colaboradores (65%) en terminales

corneales de frio ex vivo en ratones (Parra et al., 2010).
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De igual manera, caracterizamos la expresion del canal TRPAT,
cuantificando la magnitud de la respuesta en presencia de AITC y la
sensibilidad poblacional; no encontramos diferencias significativas que pudieran
sugerir posibles cambios en los niveles de expresién de este canal en respuesta
al dafio periférico. Sin embargo, tanto para TRPV1 como para TRPA1 el
nimero de experimentos no permite descartar en forma definitiva que estos
canales sufran cambios en sus niveles de expresion funcional producto de una
lesion de estas caracteristicas. Un mayor tamafio muestral podria ayudar a

definir este punto en el futuro.

El mentol tiene un efecto cruzado como antagonista tanto de TRPM8
como de TRPA1. Para evaluar una posible contribucion de TRPA1 en la
respuesta a mentol, examinamos la relacion entre los niveles de expresion de
TRPM8 y TRPA1. Nuestros datos, obtenidos mediante la aplicaciéon de AITC,
dieron cuenta de un bajo nimero de NCSF-AITC positivas en los grupos
controles y lesionados (6 y 7 neuronas respectivamente), sugiriendo que ambos
canales exhibian una muy baja o casi nula coexpresion, tal como se ha
reportado diferentes autores (Karashima et al., 2007; Kobayashi et al., 2005;
Parra et al., 2010; Story et al., 2003). Por tanto, la probabilidad que NCSF

hubiese respondido a mentol via TRPA1 fue baja.
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Todo lo discutido hasta ahora ha sido en torno a la expresion funcional
de los canales TRPA1, TRPV1, y especialmente, TRPM8. Sin embargo, es
preciso considerar también a los canales de potasio tipo shaker K,1.1 y K,1.2,
contraparte molecular de la corriente Ikp en las neuronas somatosensoriales
primarias y que actilan como un freno al efecto despolarizante de los canales
termoTRP (Madrid et al., 2009). Por tanto, una disminucién en esta corriente de
freno podria promover el reclutamiento de neuronas antes insensibles al rango
de frio estudiado, lo que podria explicar el aumento porcentual de NCSF que
hemos reportado. Nuestra hipétesis también incluye la idea que el dafio axonal
llevaria a una regulacién a la baja (downregulation) de los niveles de expresion

de estos canales responsables de la Ikp.

Esto podria explicar otra caracteristica descrita por pacientes sometidos
a cirugia corneal, que es la prevalencia de dolor espontaneo durante el post
operatorio. Una disminucién en la expresién de los canales K,1.1 y Ky1.2
produciria un efecto similar sobre la sensibilidad térmica dolorosa al observado

por la inhibicién farmacoldgica selectiva de la lxp in vivo (Madrid et al., 2009).

Con el objetivo de evaluar el papel de la corriente Ikp en ambos grupos
experimentales, utilizamos la droga 4-AP a una concentracion de 100 uM, la
cual resulta ser especifica como bloqueador de los canales responsables de

esta corriente en neuronas trigeminales (Madrid et al., 2009).
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Nuestro razonamiento fue que si las neuronas sensibles al frio
lesionadas tienen disminuida la Ikp, entonces el efecto de este bloqueador
deberia estar disminuido en estas células, a diferencia de lo esperado para las
neuronas control. Sin embargo, el desplazamiento del umbral medio de
respuesta al frio tanto en las NCSF del grupo control y lesionado fue similar, al
igual que la magnitud de [a respuesta al frio en presencia de 4-AP. Mas adn, de
existir una reduccidén en la corriente lkp era de esperar también un aumento
porcentual en la poblacién total de NCSF a partir de NCSF-AU (puesto que son
éstas las que expresan un alto nivel de Ixp). Es decir, una subpoblacién de
estas NCSF-AU, que serializan frio intenso y doloroso, se transformaria en
neuronas de bajo umbral sensibles a frio en el rango inocuo, tal como

recientemente se ha descrito (Gonzalez et al., 2015b; Restrepo, 2013)

Para poner a prueba esta prediccion, cuantificamos a nivel poblacional el
porcentaje de NCSF-AU entre ambos grupos de neuronas, sin encontrar
diferencias significativas entre ambas poblaciones. Estos resultados sugieren
que es poco probable hallar cambios en los niveles de expresion de los canales
Kv1.1 vy Ky1.2, y por extension en ia corriente Ixp, en las NCSF por efecto de la

lesion.
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Adicionalmente evaluamos por inmunotincion la expresion de las
subunidades K,1.1 y Ky1.2 a nivel celular, encontrando que en los grupos
control y lesionados el porcentaje de inmunoreactividad rondd el 30% de las
neuronas corneales, apoyando nuestra idea de la similitud en la expresién de
los canales Ky1.1 y Ky1.2 entre ambos grupos experimentales. Un
procedimiento experimental complementario seria evaluar la inmunoreactividad
de ambos canales de potasio en NCSF, es decir, realizar un ensayo de
inmunoreactividad contra TRPM8 y canales K,1 en las mismas neuronas
corneales. Lamentablemente, los anticuerpos conira TRPM8 disponibles en el
mercado son deficientes, por lo cual es dificil conseguir una inmunoreactivic;ad
doble para TRPM8 y otro canal de interés. Por tanto las estrategias
experimentales se han remitido a ensayos de inmunofiuorescencia por
separado (como en nuestro caso) o mediante hibridaciones in sifu (Caspani et
al., 2009; Peier et al., 2002; Rossi et al., 2006). Otra alternativa que podria
abordarse en el futuro es utilizar alguna de las cepas de ratén transgeénico
TRPM8-GFP con el fin de simplificar la identificacién de las neuronas que
expresen este canal termosensible, lo que permitiria realizar experimentos de
coexpresion con distintos canales de interés complementarios a los reportados
en esta tesis. La conclusidén que emerge a partir de nuestros resultados difiere a
la obtenida por ofros autores y por nosotros mismos en otros modelos de lesion
axonal, los cuales sugieren una regulacion a la baja de los canales K 1.1 y

Kv1.2. (Fan et al., 2014; Gonzalez et al., 2015b; Yang et al., 2004; Zhao et al.,
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2013). Esta discrepancia puede deberse a las diferencias entre los modelos de
lesion utilizados y los diferentes territorios sométicos en los que se realiza el
dafio. Mientras nuestro modelo incluye Ia seccion de terminales periféricas que
inervan el tejido corneal, en los trabajos antes mencionados se utilizé una lesién

de tipo constrictiva en axones de terminales que inervan la piel.

Todos los resultados obtenidos por medio de imagen de Ca®** e
inmunohistoquimica tendientes a evaluar posibles cambios en la expresién de
los canales de iones TRPM8, TRPA1, TRPV1 y K,1.1-Ky1.2, discutidos arriba,
nos indican que principalmente TRPM8 tendria un cambio en su expresién y
que tal cambio estarfa ocurriendo exclusivamente en neuronas corneales de frio
canonicas. Para detallar el fenotipo de estas NCSF realizamos experimentos
electrofisiologicos, los cuales confirmaron un incremento funcional de TRPM8
medido como la densidad de corriente en respuesta a los agonistas frio y
mentol mediante post lesion. Estos resultados son consistentes con los
obtenidos mediante imagen de calcio, apoyando nuestra idea que la lesién trae
consigo una regulacion al alza (Upregulation) de TRPM8 en las neuronas

corneales de frio.

Nos preguntamos si los cambios observados en la sensibilidad térmica y
quimica de las neuronas de frio corneales estan asociados a modificaciones en

las propiedades activas y pasivas de la membrana, lo que nos permitiria
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corroborar nuestras observaciones iniciales en cuanto a que las nuevas NCSF
que aparecen tras la cirugia correspondian sélo a termorreceptores de frio
canodnicos y no a nociceptores polimodales con sensibilidad a frio inocuo. Para
estos fines usamos la técnica de pafch clamp en configuracion de célula
completa bajo corriente controlada en NCSF. Los resultados (Tabla 1) muestran
que no hubo diferencias entre ambas poblaciones, es decir, la totalidad de las
NCSF controles y lesionadas mostraron una alta resistencia de entrada, baja
corriente reobase, y descarga de potenciales de accién de corta duracién con el

ancho y forma candnicas de las neuronas termorreceptoras de frio trigeminales.

Por tanto, aqueltas NCSF que aparecen tras la cirugia podrian
corresponder a neuronas que previo a la [esidon expresaban niveles
indetectables de TRPMS8, por lo cual se manifestaron como insensibles al frio.
La lesion podria tener un efecto a nivel transcripcional que aumentaria la
expresion del canal, otorgandole a estas neuronas un fenotipo termosensible.
Un experimento que complementaria estos resuliados seria realizar una
caracterizacion de las propiedades biofisicas tales como conductancia méxima
(Gmax), valor de la pendiente (S) y el voltaje medio (V2) de las NCSF, con el fin
de robustecer nuestra conclusion sobre el aumento de canales TRPM8 en

respuesta a la lesion, mas que a un cambio en sus propiedades biofisicas.
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Finalmente, es importante mencionar que una caracteristica destacada
de las neuronas termorreceptoras de frio por sobre ofras neuronas sensoriales
es [a presencia de una amplia variedad de canales de iones (Gonzalez et al.,
2015a). Por lo anterior, queda abierta la opcién de gque también existan cambios
de expresion relacionados con otros fipos de canales que no fueron
considerados en esta tesis, lo que podria aportar nuevas pistas sobre los
mecanismos moleculares alterados en la termotransduccion de neuronas
sometidas a dano periférico y su relacion con distintos tipos de alteraciones

sensoriales.

La actividad eléctrica de las terminales corneales y la tasa de lacrimacidn
estan aumentadas en animales lesionados

Parra y colaboradores demostraron que la humedad de la superficie
corneal esta regulada por termorreceptores de frio que expresan TRPM8, Estos
autores reportaron que estos termorreceptores de frio presentan una actividad
eléctrica espontanea a temperatura basal de la cérnea (~33°C), siendo ademas
extraordinariamente sensibles a pequefios cambios de temperatura, incluso
menores a 1°C. Asi mismo, reportaron que los canales TRPA1 no serian
determinantes moleculares en esta actividad eléctrica basal, ni en la actividad

eléctrica en respuesta a frio (Parra et al., 2010).
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Teniendo en consideracion esos resultados nosotros nos preguntamos si
la regulacion al alza de TRPM8 que observamos en cultivo se reproducia a nivel
de las terminales. Siguiendo esta idea, era razonable esperar que tanto la
actividad eléctrica basal como la respuesta a agonistas de TRPM8 se vieran
incrementas en ojos lesionados. En efecto, la actividad eléctrica espontanea de
los termorreceptores de animales sometidos a lesibn se incrementd

significativamente en comparacién con los controles.

Se podria especular que este aumento en las descargas podria ser en
parte el resuliado del efecio sensibilizador de mediadores inflamatorios tales
como bradiquidina, histamina y prostaglandinas liberados en respuesta a la
lesién. Sin embargo, esta opcién es poco probable; en primer lugar, el tiempo
transcurrido entre la lesion y los registros extracelulares (tanto en cultivo como
en la coérnea) asegura que la respuesta inflamatoria, de estar presente, al
menos estarfa atenuada. En este sentido, una publicacién relacionada con el
papel de la respuesta inflamatoria aguda en un modele de lesién cormneal similar
al nuestro, sugiere que la mayor contribucién de esta respuesta ocurre dentro
de las primeras horas (12 a 24 horas) post dafio, es decir, en una ventana de
tiempo muy alejada de los 21 dias post lesion de nuestro disefio experimental
(Li et al.,, 2011). En segundo lugar, Zhang y colaboradores, utilizando una
preparacién de cérnea ex vivo similar a la ocupada en esta tesis, demostraron

qgue los mediadores inflamatorios inhiben la actividad de las terminales
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corneales que expresan TRPM8 (Zhang et al,, 2012a). Por lo tanto, en el
hipotético caso de tener un efecio residual de estos mediadores inflamatorios,
estariamos subestimando una actividad eléctrica que ya se encontraria
exacerbada. Un tercer escenario posible, que podria dar cuenta de esta
actividad eléctrica incrementada, seria una reduccion en la expresion de los
canales de potasio K,1.1 y K,1.2. Esie escenario es poco probable, pues
nuestros resultados obtenidos en cultivo y por medio de inmunofluoresencia no
sugieren cambios en la expresién de estos canales de potasio. Sumado a lo
anterior, Parra y colaboradores tampoco encontraron un papel relevante de la
corriente Ikp a nivel de las terminales de bajo umbral en base a los resultados
obtenidos con 4-AP (Parra et al., 2010). En este escenario, podria llevarse a
cabo un experimento complementario que evaluara posibles cambios en la
expresion de canales de sodio resistentes a tetrodotoxina (TTX), sobre la base
de las observaciones de Donovan y colaboradores en corneas de cobayo (datos
no publicados). Estos autores indicaron que la aplicacion de lidocaina (0.01%)
era capaz de suprimir la actividad eléctrica espontanea de las terminales
provenientes de corneas intactas, efecto que estaba reducido en aquellas
provenientes de corneas lesionadas (Donovan-Rodriguez et al.,, 2006). No
obstante lo anterior, podemos configurar un cuadro donde TRPM8 se posiciona

como un actor central en la respuesta eléctrica alterada post lesion.
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En cuanto a los resultados obtenidos con la aplicacion del agonista
mentol, si bien a concentraciones de 20 puM no detectamos diferencias
significativas entre ambos grupos experimentales, éstas si aparecieron al
reducir la concentracién a la mitad. Sin embargo, la respuesta maxima de los
termorreceptores de frio, esto es, la respuesta al estimulo combinado de mentol
mas frio, no mostré diferencias significativas a ninguna de las concentraciones
de mentol probadas. Una posible explicacién para estos resultados es que la
respuesta a ambos estimulos combinados ya haya estado saturada, lo que no
permitiria revelar una frecuencia de descarga mayor en las terminales
lesionadas. Por tanto, seria necesario ensayar concentraciones mas bajas de
mentol para comprobar esta interpretacion de nuestros resultados. Otro punto a
considerar es la disparidad del famafio muestral entre los registros
extracelulares provenientes de animales control y lesionados. Segln nuestras
observaciones, a los 21 dias post lesion la reinervacion corneal no es
equivalente a los niveles iniciales, lo que aumenta la dificuitad de encontrar
terminales en cérneas lesionadas. La interpretacidn mas sencilla de esfos
resultados es que habria menos terminales inervando la cérnea, pero que

tendrian una descarga basal mayor.

Los umbrales promedio de frio que encontramos en las terminales
corneales versus los obtenidos a nivel del soma presentan diferencias. Esta

diferencia entre ambos umbrales fue de 5°C, es decir, el promedic de Ia
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temperatura umbral de las terminales esta situado a una temperatura 5°C mas
alta que en los somas. Esta marcada diferencia puede explicarse por el
contexto subcelular en el que se expresa TRPM8, es decir, podrian existir
interacciones con ofras protefnas de membrana o modificaciones
postraduccionales propias del canal (Madrid and Pertusa, 2014; Madrid et al.,
2015) que no sean equivalentes entre la terminal y el soma que podrian dar
cuenta de estas diferencias de umbral. Sin embargo, es posible que la mayor
dificultad que tiene registrar las terminales de alto umbral en la cérnea, producto
del desplazamiento del punto de inicio del disparo de potenciales de accién
producto del frio, generen una subestimacion de] tamarfio poblacional de estas
neuronas, influyendo sobre el umbral promedio. Mas y nuevos experimentos

son necesarios para dilucidar entre estas posibilidades.

Como se dijo anteriormente, el trabajo de Parra y colaboradores permitio
revelar el papel de las terminales que expresan TRPMS8 en la humedad de la
superficie ocular. Este rol esta referido a la regulacidon de la tasa de lacrimacion
basal dependiente de TRPMS8 (Parra et al., 2010). Sumado a lo anterior, otros
antecedentes provenientes de la clinica reportan alteraciones sensoriales
surgidas durante el periodo post operatorio de cirugias corneales, las cuales
incluyen disestesias, cambios en la tasa de lacrimacién e hipersensibilidad al
frio. Mas adn, la densidad de las terminales nerviosas en la cornea decrecen

con la edad (Niederer et al., 2007); asi en individuos de mayor edad el nimero
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total de terminales decrece en tornoc al 50%. Esta condicion implica una
reduccién en el numero total de inervaciones aferentes hacia los centros
parasimpaticos (ubicados en el ganglio pterigopalatino), de cuya actividad
depende en un porcentaje importante la lacrimacion, lo que trae consigo una
disminucién en ésta (Belmonte et al., 2011). Teniendo presenie esfos
antecedentes, decidimos explorar si habfa un correlato funcional de nuestros
resultados in vifro con un ensayo de medicién de la lacrimacion basal en
animales anestesiados. Nuestra [inea de pensamiento fue que un aumento en
la expresion de TRPMS8 en las terminales corneales traeria consigo cambios en
la lacrimacién basal. En efecto, la lacrimacién de animales controles y
lesionados bajo condiciones experimentales similares (Tabla 2) se encontraba
aumentada post dafio axonal. Ahora bien ¢como se relacionan estos resultados
con los obtenidos in vifro? Recapitulando nuestras observaciones tenemos un
alza en la expresion de TRPM8 en los somas de neuronas corneales, una
actividad eléctrica basal aumentada en las terminales periféricas, una
disminucién en el nimero de terminales corneales y un aumento de la tasa de
lacrimacion. Todas estas caracteristicas que emergen post lesién corneal
parecen apuntar a la sensacidon descrtia como “cérnea fantasma”, es decir,
menos terminales corneales, pero con una mayor lacrimacién basal lo que
podria estar generarando una errénea sensacién de sequedad ocular
(Belmonte, 2007). Sin embrago, hasta la fecha no existia evidencia a nivel

molecular que pudiera explicar esta sensacion de cornea fantasma.
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La sintesis de nuestros resultados se esquematiza en el modelo que
proponemos en la Figura 28. Pero alin queda la pregunta no resuelta de como
un incremento en la tasa de lacrimacion puede implicar una sensacion de
malestar o sequedad ocular., Podemos argumentar que esta actividad
exacerbada de las terminales podria ser decodificada a nivel central como la
respuesta ante la pérdida de humedad en la superficie corneal, generando asi
una anémala sensacion de sequedad ocular. Un antecedente relevante en este
sentido es el reporie de Hirata y colaboradores, en que describieron una clase
de neuronas trigeminales de segundo orden ubicadas a nivel del ndcleos del
tracto espinal (especificamente en la regién de transicion de los sub nlcleos
interpolar y caudal), las cuales participan en la regulacion de la humedad
corneal (Hirata et al., 2004). Estas neuronas de segundo orden podrian ser las
responsables un componente importante de la sensacion de sequedad ocular

por sus conexiones con la corteza somatosensorial.

Los aspectos que quedan por abordar hacia el futuro son varios.
Particular interés presenta el papel de los nociceptores post lesion axonal.
Segln la literatura, este tipo de terminales representa cerca del 60% del total de
la inervacién (Belmonte, 2007), convirtiendo a la cérnea en uno de los tejidos
con mayor potencial de generar dolor en el cuerpc humano (Rosenthal and
Borsook, 2012). Si bien nuestros resultados in vifro no dan cuenta del

reclutamiento de nociceptores post lesion, queda abierta la interrogante del
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papel que podrian tener este tipo de terminales en el dolor que surge post dafio
corneal (Belmonte et al., 2015). Asi mismo, queda abierto el desafio de idear
alglin ensayo conductual en roedores que permita establecer si existe una
condicion nocifensiva (por ejemplo hipersensibilidad al frio) en aquellos
sometidos a lesién corneal. Por ultimo, un ensayo conductual complementario a
nuestros resultados obtenidos in vivo, podria ser evaluar la frecuencia de
parpadeos. Esta propuesta surge a partir de una publicacion reciente que revela
el papel de las terminales corneales que expresan TRPM8 en la frecuencia de
parpadeos en respuesta a cambios osmédticos de la lagrima, donde ratones
knockout para este canal disminuyeron significativamente su parpadeos en

condiciones basales (Quallo et al., 2015).

Finalmente, denfro de las proyecciones de esta tesis esta evaluar si la
lesién efectivamente provoca un aumento en el numero de canales TRPM8
insertados en la membrana plasmatica. Una de las técnicas que se podrian
utilizar para abordar esta pregunta es un ensayo de biotinilacién, utilizando
cultivos de neuronas procedentes de la rama oftalmica del ganglio. Tras el
ensayo, y comparando muestras procedentes de cultivos lesionados y control,
la técnica de westemn blof nos permitiria estimar tanto los niveles de expresion
total de TRPMS, como la cantidad presente en la membrana plasmatica. Una
dificultad asociada al desarrollo de experimentos mediante western blot, es la

baja cantidad de proteina TRPM8 que se puede obtener a partir de exiractos de
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sistema nativo, y la ausencia de buenos anticuerpos que nos ayuden a su
deteccién. Ante esta limitacion, la técnica de RT-gPCR surge como una opcion
factible para cuantificar bajos niveles de expresion de transcritos. Actualmente
existen en el mercado kit capaces de detectar bajas concentraciones de RNA
mensajero (hasta 25 ng). De esta manera, y siempre que el efecto de mayor
expresion en la membrana sea un reflejo de un aumento en la expresion del
transcrito, los resultados esperados con estas técnicas complementarian
nuestras observaciones relativas al incremento funcional de TRPMS8 tras la

lesion periférica.

Nuestros resultados muestran, por primera vez, las modificaciones
funcionales de las neuronas de frio trigeminales que inervan la cérnea en
respuesta a lesion en ratones. Frente a una lesion quirargica controlada con
recuperacion de la estructura comeal post lesion, las NCSF lesionadas
presenfaron una mayor expresion funcional de TRPM8 y un aumento en la
humedad ocular. Estos descubrimientos aportan nuevos antecedentes sobre los
cambios ocurridos con TRPM8 en respuesta al dafio y dejan abierta la
interrogante sobre los efectos positivos que podria tener el uso de moduladores
de estos canales en el tratamiento de patologias surgidas en pacientes

sometidos a cirugias refractivas.
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Figura 28: Representacion esquematica del modelo propuesto. Diagrama de un ganglio
trigémino control (A) y uno proveniente de un animal lesionado (A"). Notese que el nimero de
NCSF (circulos verdes) se ve incrementado post lesion. En (B) se muestra una NCSF control
donde se muestra la expresion de los canales TRPM8 y K,1.1 y K,1.2 y la respuesta de estos
canales a una temperatura corneal basal (barra que va de 20 a 34°C). En aquellas NCSF
lesionadas y regeneradas (B’) se aprecia un incremento en la expresion de TRPMS8
(representado por un tamafio de letra mayor) sin cambios aparentes con los canales K,1.1 y
K.1.2. Finalmente se representa un resumen de los circuitos relacionados con el papel de la
actividad eléctrica de TRPM8 con la lacrimacion basal. Bajo condiciones controles la actividad
basal de TRPM8 funciona como un input para la actividad de las neuronas del ganglio
pterigopalatino las cuales a su vez participan en la regulaciéon de la lacrimacién basal (C). En
animales sometidos a lesién corneal, la mayor actividad eléctrica de las terminales que
expresan TRPM8 incrementan su influencia sobre las neuronas del ganglio pterigopalatino, lo
que aumentaria la lacrimacién basal (C°). La barra negra horizontal representa 200 ms (Cy C).
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7. CONCLUSIONES

1. Hemos reportado por primera vez, las modificaciones funcionales de las
neuronas de frio trigeminales que inervan la cérnea en respuesta a lesién en
ratones. Frente a un dafio quirtrgico en la cérnea, encontramos que las
neuronas de frio corneales lesionadas presentaron una mayor expresion
funcional de TRPMBS, sin cambios detectables en los niveles de expresion de
los canales de potasio K,1.1 y Ky1.2 responsables de la corriente de freno

lkp i en los canales termosensibles TRPA1 y TRPV1.

2. La totalidad de las neuronas corneales sensibles al frio mostraron
propiedades activas y pasivas de membrana tipicas de los termorreceptores
de frio trigeminales, sin incluir el reclutamiento de nociceptores polimodales

entre las neuronas sensibles al frio en respuesta a lesion.

3. Los resultados obtenidos mediante el registro extracelular de terminales
corneales revelaron incremento en la descarga basal de los

termorreceptores de frio.

4. Los ratones sometidos a lesién corneal presentaron de una mayor tasa de

lacrimacién basal en comparacion a los animales controles.
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5. Estos resultados sugieren que TRPM8 tendria un papel critico en la
respuesta electrofisiolégica exacerbada en los termorreceptores de frio
corneales en respuesta a lesidn, lo que podria explicar en parte las
sensaciones andmalas descritas por pacientes sometidos a diversos tipos
de cirugia corneal. La descarga andmala de las terminales TRPM8-positivas
podria ser critica en el desarrollo a nivel central de la sensacion de

sequedad ocular andmala.
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9. ANEXO |

9.1 Otros determinantes moleculares relacionados con la

termotransduccion’al frio.

a) TRPC5S

TRPC5 es un canal catibnico permeable a Ca®* expresado
predominaniemente en el sistema nervioso central incluyendo hipocampo,
cerebelo, amigdala, retina y neuronas sensoriales. Mas baja es la expresién de
este canal detectada en rifiones, higado, testiculos y utero (Okada et al., 1998;
Philipp et al., 1998). TRPCS comparte varias caracteristicas con ofros miembros
de [a superfamilia TRP, como su fopologia y elevada selectividad a cationes por
sobre aniones (Owsianik et al., 2006; Ramsey et al., 2008; Venkatachalam and
Montell, 2007; Wu et al., 2010). Este canal funciona como un homotretamero, y
cada subunidad esta formada por seis segmentos transmembrana. La region
putativa del poro se encuentra entre los segmentos S5 y S6, esta region
contiene la secuencia altamente conservada LWF (Leu-Trp-Phe). El reemplazo

de la alanina en el motivo LWF genera un dominanie negativo de TRPMC5

(Strubing et al., 2003).




La regidon N-terminal contiene 1-4 repeticiones de ankirina y es regién es
un punto de interaccion con diversas proteinas de andamiaje (Vazquez et al.,
2004). El principal mecanismo de activacién de TRPCS involucra receptores
acoplados a proteina G y receptores tirosina quinasa. Los activadores
extracelulares que actian en los mismos sitios de unién incluyen lantanidos,
Ca**, H" y Pb®* (Semtner et al., 2007; Sukumar and Beech, 2010). TRPC5
también puede ser activado por estimulos hiposméticos y por estiramientos de
la membrana inducidos por presién (Gomis et al., 2008). Los canales TRPC5
son altamente sensibles a frio no lesivo, en un rango de temperatura de 37 a
25°C en neuronas sensoriales primarias del sistema somatosensorial
(Zimmermann et al., 2011). En ratones TRPC5 knockoutf ocurre una disminucion
de la poblacién de neuronas TRPM8 en ganglios sensoriales. Este resultado se
relaciona ademas con una pérdida significativa en la sensibilidad a frio en la
poblacién de neuronas de los ganglios raquideos estudiadas mediante imagen
de calcio. Por otro lado, los registros exiracelulares de las terminales que
inervan la piel llevados a cabo en esta cepa TRPC5 KO sugieren que los
nociceptores polimodales sensibles a frio son reemplazados por una
subpoblacion de nociceptores de frio hiperexcitables. Sumado a lo anterior, la
poblacion de fibras sensibles a mentol aumentd del 38% al 84%. Con estos
resultados, los autores sugieren un posible mecanismo compensatorio en estos
animales knockout que involucraria una sobreexpresién del canal TRPMS8

inducida por [a pérdida de TRPCS5 (Zimmermann et al., 2011). Sin embargo, los
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ensayos conductuales en estos ratones carentes del canal TRPCS indican gque
estos animales no se vieron afectados de manera significativa en su
sensibilidad a frio inocuo y lesivo, sugiriendo que [a contribucién de TRPCS en

la deteccion del frio en condiciones fisiologicas seria mas bien menor.

b) Canales de Potasio de Background

Los canales de potasio de doble poro {(Kzr) forman una larga familia de
canales hiperpolarizantes. Estos canales son responsables del desarrollo de
una corriente de fuga o background que se opone a la despolarizacién de la
membrana (Talley et al., 2001). Cada subunidad del canal K;p posee cuatro
segmentos de transmembrana y dos poros en los dominios P que se
encuentran dispuestos en tandem. Estos canales se pueden enconirar como
homodimeros o heterodimeros (Figura 11) (Dedman et al., 2009). Miembros de
la familia Kop como TASK-3 (TWiK-related Acid-Sensitive K' channel) y TRESK-
2 (TWIK-RElated Spinal cord K' channel) son insensibles o débilmente
afectados por el calor (Bagriantsev et al., 2011; Kang et al., 2005) al que igual
THIK-1 {Tandem pore domain Halothane Inhibited K channel) (Kang et al.,
2014; Rajan et al.,, 2001). En una publicacién reciente, Morenilla-Palao y
colaboradores (2014) eniregaron evidencias del papel de TASK-3 en Ila
termotransduccion del frio. Estos autores demostraron que el umbral de
respuesta al frio se reduce tanto en animales TASK-3" respecto a los animales

silvestres, como en condiciones control durante el bloqueo con Zn?*. Mas atn
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estos animales K.O. presentaron hiperensibilidad al frio (Morenilla-Palao et al.,
2014). A su vez los canales TREK (TWIK-RElated K' channel) y TRAAK (TWIK
Related Arachidonic acid Activated K' channel) se caracterizan por la activacion
directa por variaciones de temperatura (Kang et al., 2005; Maingret et al., 2000).
TREK-1 es principalmente expresado en la corteza, cuerpo estriado, hipotalamo
y en estructuras corticolimbicas que incluyen el hipocampo y [a amigdala (Aller

and Wisden, 2008; Fink et al., 1996; Meadows et al., 2000; Talley et al., 2001).

La expresion de TREK-2 es escasa en la corteza, pero alta en el
hipocampo, el cuerpo estriado y el bulbo olfatorio (Gu et al., 2002; Han et al,,
2002; Lesage et al., 2000; Talley et al., 2001). TREK-2 también es altamente
expresado en la capa de las células granulares del cerebelo. Por otro lado, la
expresion de TRAAK se ha reportado a nivel de la corteza, médula y retina
(Fink et al., 1998). Pero TREK y TRAAK también tienen una amplia distribucion
en el sistema nervioso periférico. Su elevada expresién en neuronas
somatosensoriales primarias los hace candidatos a tener un papel importante
en fendmenos de termosensacion {Alloui et al., 2006; Descoeur ef al., 2011;

Noel et al., 2009; Alloui et al., 2006; Descoeur et al., 2011; Noel et al., 2009).

En particular, la distribucién de estos canales en el sistema nervioso
periférico esta asociada tanto a neuronas de gran diametro como a aquellas de

didmetro pequeiio en los ganglios trigéminos y raquideos, las que a su vez
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estan relacionadas en la deteccidon de estimulos férmicos, mecanicos y
quimicos (Alloui et al., 2006; Kang et al., 2005; Kang and Kim, 2006; Medhurst
et al., 2001; Noel et al., 2009). Como ya se mencicnd, los canales TREK-1 y
TRAAK son activados por cambios graduales de temperatura (Alloui et al.,
2006; Kang et al., 2005; Maingret et al., 2000; Noel et al., 2009). TREK-1
muestra un incremento de hasta veinte veces su probabilidad de apertura
cuando la temperatura sube desde 22 a 42°C (Chemin et al., 2005; Maingret et
al., 1999; Maingret et al., 2000). Por su parte TRAAK muestra también un
incremento en su actividad al aumentar la temperatura desde 17 a 40°C (Kang
et al., 2005). Para ambos canales la temperatura de activacion maxima esta en
el rango de los 30 a 42°C, por lo tanto a la temperatura corporal fisioldgica
ambos canales estan activos, ejerciendo su influencia sobre el potencial de
membrana (Noel et al., 2011). Por otro lado, al disminuir la temperatura bajo los
24°C su actividad es practicamente nula (Figura 12) (Noel et al., 2009). Existe
una coexpresién significativa de TREK-1/TRAAK con el canal catidnico no
selectivo TRPV1 (Yamamoto et al., 2009), el cual es activado por temperaturas
sobre 42°C y por agonistas quimicos como la capasaicina (Caterina et al., 1997,
Caterina et al., 1999; Caterina et al., 2000; Davis et al., 2000; Park et al., 2011;
Pogorzala et al., 2013). En las subpoblaciones de neuronas somatosensoriales
primarias involucradas en la deteccion del calor, el efecto despolarizante
producto de la activacion de TRPV1 tiene como contrapeso inicial el efecto

hiperpolarizante de los canales TREK-1/TRAAK. Ademas, los ratones TRAAK™
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asi como también el doble knockout TREK-1/TRAAK presentan cuadros de
hiperalgesia al calor (Alloui et al., 2006; Noel et al., 2008). La coexpresion de
TREK-1/TRAAK con TRPMS8 es significativa (Yamamoto et al., 2009). El K.O. de
TREK-1 no afecta significativamente las respuestas a frio en neuronas en
cultivo, mientras que los K.O. TRAAK y K.O TREK-1/TRAAK presentan una
respuesta exacerbada al frio tanto en neuronas en cultivo como en ensayos
conductuales {Descoeur et al., 2011; Noel et al., 2009). Estas caracteristicas
sugieren que los canales TREK-1 y TRAAK podrian tener un papel en cuadros
de dolor neuropatico, posicionando a estos canales como blancos potenciales

para su tratamiento.

c) Canales HCN

Los canales catidnicos activados por hiperpolarizacion y modulados por
nucledtidos ciclicos, o HCN (del inglés Hyperpolarization-activated Cyclic
Nucleotide-gated channels), presentan cuatro isoformas y se ensamblan con
cuatro subunidades similares (homotetramero) o con diferentes subunidades
(heterotetramero) (Figura 14) (Brewster et al., 2005; Chen et al., 2005; Much et
al., 2003). Entre el S6 y el C-terminal hay un dominio de unién de nucleétidos
ciclicos o CNBD (del inglés Cyclic Nucleotide Binding Domain). La mayoria de
los dominios transmembrana, incluyendo el sensor de voltaje S4, region del
poro y CNBD son altamente conservados (80-90%) entre las cuatro

subunidades de los canales HCN, mientras gue las secuencias N-terminal y C-
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terminal son mas variabies (Biel et al., 2002; Kaupp and Seifert, 2001). Los
canales HCN se han encontrado en el sistema cardiovascular y en los sistemas
sensorial y motor (Monteggia et al., 2000; Moosmang et al., 1999; Moosmang et
al., 2001). Estos canales son responsables de una corriente de entrada de
cationes llamada Iy, la cual es activada por potenciales hiperpolarizantes en un
rango de entre -60 a -90 mV (Kaupp and Seifert, 2001). El umbral de activacion
de los canales HCN2 y HCN4 puede desplazarse hacia potenciales mas
positivos cuando el AMPc se une al extremo C-terminal, pero HCNT y HCN3
son relativamente insensibles al AMPc (Biel et al.,, 2002; Kaupp and Seifert,
2001). En las neuronas somatosensoriales primarias, la corriente |, de
activacién rapida depende principalmente por las subunidades HCN1 y tiene un
papel central en la oscilacién del potencial de membrana. Asi mismo, el bloqueo
de esta corriente causa una hiperpolarizacion en las neuronas sensibles a frio
en cultivo cercano a 5 mV. A nivel, conductual tanto animales HCN1” como
animales silvestres inyectados con el inhibidor especifico de la Iy ZD7288
presentan una reduccion en su respuesta al frio sugiriendo el papel de esta
corriente en la sensibilidad térmica (Orio et al.,, 2009). Por otro lado, se ha
descrito un papel directio de HCN2 en el desarrollo de hiperalgesia después de
procesos inflamatorios y de cuadros de dolor neuropatico post lesion axonal

(Emery et al., 2011).
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d) Canales de Sodio sensibles a voltaje Na,1.7, Na,1.8 y Na,1.9

Los canales de sodio activados por voltaje o VGSC (del inglés Volfage-
Gated Sodium Channels) son determinantes cruciales de la excitabilidad y
sefializacién neuronal (Momin and Wood, 2008). Estos canales estan formados
por cuatro dominios homologos, cada uno de los cuales consta de seis
segmentos transmebrana (S1-S6). Los primeros cuatros segmentos forman
parte del dominio sensor de voltaje, mientras que los segmentos S5, S6 y el
lazo que los une forman el dominio del poro. Estas caracteristicas estructurales
han sido descritas a partir de la cristalizacion de canales VGSC provenientes de
bacterias (McCusker et al., 2012; Payandeh et al., 2011; Payandeh et al., 2012;
Zhang et al.,, 2012b), pero la estructura los VGSC en eucariotas aln se

desconoce.

Las neuronas somatosensoriales primarias expresan varios tipos de
VSGC y entre los mas relevantes destacan los subtipos Na,1.7, Na,1.8 y Na,1.9
(Waxman and Zamponi, 2014). Las caracteristicas biofisicas de Na,1.7 sugieren
un papel en el inicio de los potenciales de accion en respuesta a estimulos
nocivos (Cox et al., 2006; Dib-Haijj et al., 2008). La delecidn selectiva de Nay1.7
en nociceptores Na,1.8(+) en ratdén, se traduce en [a pérdida del dolor
inflamatorio y de la mecanosensibilidad aguda (Nassar et al,, 2004). A su vez,
Na,1.8 es el principal VGSC que contribuye a la generacion y mantencion del
disparo de potenciales de accidén en neuronas sensoriales provenientes de los

ganglios raquideos (Renganathan et al., 2001). Por otro lado, los mediadores
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inflamatorios incrementan la corriente mediada por Na,1.9 en neuronas de
estos ganglios sensoriales, sugiriendo asi una contribucién de estos canales en
cuadros de dolor inflamatorio (Binshiok et al., 2008). Los ratones Nay1.9
knockout desarrollan dolor inflamatorio atenuado, apoyando el papel de estos

canales en el dolor inflamatorio (Amaya et al., 2006; Priest et al., 2005).

Utilizando un modelo de neuropatia diabética en ratas, se encontré que
una desregulacion en la expresion de los canales de Nay1.3, Nay1.6, Na,1.8 y
Na,1.9 a nivel de los ganglios raquideos, que confribuiria con el dolor
neuropatico asociado a esta patologia (Craner et al., 2002). El papel los VGSC
en la sefalizacion del frio ha sido estudiado en detalle entre otros por
Zimmermann y colaboradores (2011). Estos autores determinaron que en
neuronas de ganglios raquideos en cuitivo como en terminales libres de la piel
el canal Nay1.8 (insensible a TTX) es necesario para la transduccion de
estimulos nocivos. El analisis biofisico de este canal mostré que, a diferencia de
Nay1.7, Na,1.8 es resistente al frio, permitiendo asi las respuestas frente a
estimulos mecanicos nocivos y la generacion de potenciales de accién a bajas
temperaturas. De acuerdo con esta observacion, las terminales de piel
provenienies de animales Nay1 .8 no fueron excitables a pulsos de corriente ni

a estimulos mecanicos a 10°C en presencia de TTX.
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” las respuestas a mentol de sus

A su vez, en estos animales Na,1.8
terminales se vieron significativamente afectadas al igual que las respuestas
conductuales en respuesta al frio lesivo, indicando el importanie papel de los
canales Na,1.8 en la transduccion del frio lesivo. Todos estos resultados
sugieren que Na,1.8 (preferentemente expresado en nociceptores) es requerido

en la respuesta eléctrica de estas neuronas a estimulos mecanicos a bajas

temperaturas y a frio lesivo (Zimmermann et al., 2007).
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10. ANEXO [l

10.1 Protocolo de seguimiento animal

Se aplicé un protocolo de supervisidn modificado a partir de Morton y
Griffiths (Morton and Giriffiths, 1985), con espet;ial atencion a los cambios de
aspecto local y conducta general relacionados al procedimiento realizado. Esto
se hizo con el fin de detectar y cuantificar el dolor secundario como resultado
del procedimiento experimental utilizado en esta tesis y aplicar las medidas
paliativas correspondientes, como la utilizacion de analgésicos o el sacrificio del

animal. Todos los animales utilizados en esta Tesis fueron anestesiados

durante el procedimiento y recibieron analgésicos durante los dias sucesivos.

Variables a considerar Puntuacion

Masa. (0-3) - Normal (no se produce pérdida de peso, 0
0 crece y gana peso normalmente).

- Pérdida de peso inferior al 10%

1
- Pérdida de peso entre el 10% y el 20%.
Posible alteracion en el aspecto o la 2
cantidad de las heces.
- Pérdida de peso superior al 20% 3
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Apariencia
general del animal
y aspecto
especifico de la
cornea. (0-3)

- Normales (pelaje normal, coérnea
translucida y sin aiteraciones).

- Pelo en regular estado, pero cérnea sin
alteraciones aparentes que sugieran
irritacion o inflamacion.

- Pelo en mal estado, piloereccion parcial
y/o presencia de secreciones nasales y/o
oculares anormales y opacidad corneal
parcial.

- Pelo en mal estado y/o postura anormal,
piloereccion, inflamacidn local, irritacion y/o
ulceracion corneal, secrecion nasal y
ocular anormal y copiosa, opacidad corneal

(*).

Comportamiento
espontaneo

(especial atencién
ala
sintomatologia
especifica de
estados de dolor
agudo y dolor
crénico) {0-3)

- Normal (conducta general y de
desplazamiento normal, bebe y come
normalmente).

- Manipulacién/proteccion de la regién
lesionada de forma esporadica.

- Manipulacion/proteccion frecuente de la
region lesionada {>10 veces por hora).
Inactividad prolongada; no se alimenta
adecuadamente (40-75% de reduccién en
el consumo de agua y alimentos por 72
hrs).

- Vocalizacién anormal, ojos y abdomen
hundidos, animal muy inquieto o inmovil
por mas de una hora, automutilaciéon o
autolesién en la regién intervenida (*)

Comportamiento
en

respuesta a
manipulacién
(0-3)

- Normal.

- Cambios pequerios, proteccion
esporadica de la region intervenida.

- Cambios moderados, proteccion del area
intervenida, tendencia a morder, huida,
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vocalizacion anormal.

- Animal agresivo o sin capacidad de
respuesta.

Signos vitales - Normales. 0

- Cambios de temperatura corporal
menores a 1°C, cambios menores en la
(0-3) frecuencia respiratoria.

- Cambios en la temperatura corporal de 1-
2°C, 2

incremento del 30% en frecuencia
respiratoria y/o presencia patrones
respiratorios anormales (intermitentes).

- Cambios en la temperatura corporal de
>2°C,

incremento del 50% en frecuencia
respiratoria o respiracion dificuliosa.

Escala de evaluacion:

1) La puntuacion total va de 0 a 20.

2) Cuando un animal obtiene notacion de 3 en mas de 1 parametro, todos los
valores 3 pasan a valor 4.

3) Las medidas correctoras sugeridas en funcién de la puntuacion obtenida en
cada animal son:
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Puntuacion Interpretacion Medida
0-2 Normal Los animales no seran sometidos a
tratamientos especiales.
3-9 Sufrimiento leve a (a) Supervisar cuidadosamente por 24
moderado horas, si persiste pasar a (b).
(b) Se aplicaran medidas extra de
analgesia (buprenorfina 0.02-0.05
mg/Kg sid SC) y se seguira su
progreso a las 24 y 48 horas.
10-14 Sufrimiento moderado | Eutanasia
a intenso
15-20 Sufrimiento intenso Eutanasia

(*) En casos de autolesiones, ulceracion u opacidad corneal completa (debida a
keratitis u otras complicaciones) y alteraciones severas en el comportamiento
espontaneo asociados a dolor crénico se procedidé al sacrificio del animal,
aunque la puntuacién fuera menor a 10.
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10.2 Ficha Técnica Protocolo Morton y Griffiths

Fecha inicio
Procedimiento

Identificacion del Cepa y origen:
animal:
Edad y peso:
Inv. Responsable:
R
— Procedimiento realizado:
Fecha
Peso
Dia 01|12
Parametros

Puntajes

Variacion del peso corporal

Apariencia general del animal

Cicatrizacién y estado de la cérnea

159




Comportamiento espontaneo

(especial atencién a la sintomatologia especifica
de estados de dolor agudo y crénico)

Comportamiento en respuesta a manipulacion

Signos vitales

Sumatoria

Observaciones: Todos los animales utilizados en el desarrollo de esta tesis
presentaron una puntuacion de entre 0 a 2, es decir, no mostraron signos de
dolor asociados a la cirugia corneal. Por lo anterior, no fue necesario
administrar medidas adicionales de analgesia, salvo la detallada en la seccién
de materiales y métodos.
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