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Resumen

El dolor, es una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con dafio tisular
real o potencial. El dolor puede ser agudo o cronico, el primero tiene una funcion protectora
alertandonos de dafios que requieren de la evasion. El crénico no tiene una funcién util,
puede ser incapacitante. Dentro de este tipo estaria el neuropatico, que se produce por una
lesion del sistema nervioso central o periférico. Presenta dos cualidades, la alodinia
sensacion de dolor ante estimulos no dolorosos y la hiperalgesia dolor exacerbado ante
estimulos dolorosos. Las neuronas sensoriales son las encargadas de transmitir al sistema
nervioso central los estimulos mecanicos, quimicos, térmicos y electromagnéticos. Estas
neuronas pos su velocidad de conduccion y tamafio se clasifican en rapidas, grandes y
mielinizadas Aa/p y Ad, con bajo umbral de activacion y en lentas, pequefias y no
mielinizadas C, con alto umbral de activacion. Esta Gltimas son las que transmiten la
informacidn de dolor. Durante el dolor neuropatico se producen cambios en los potenciales
de accion de las fibras sensoriales asociados a una expresion diferencial de canales
dependientes de voltaje como los de Ca?" tipo T y N, que parecen encontrase sobre
expresados en el axén de las neuronas sensoriales, incrementando su excitabilidad y
amplitud del potencial de accion.

Por lo tanto, este trabajo tuvo como objetivo explorar la participacion de los canales de
calcio tipo T y N en el potencial de accién compuesto (PAC) durante el mantenimiento del
dolor neuropatico. El dolor neuropatico se indujo por ligadura de los nervios espinales L5 y
L6 de rata. Se registrd el PAC en la raiz dorsal L5 ispi y contralateral de las ratas
neuropéticas 15-20 dias después de la lesion y en la raiz dorsal L5 de las ratas sham,
evocados por la estimulacion del respectivo nervio espinal. La aplicacion consecutiva de
mibefradil, bloqueador de los canales de Ca?* tipo T y de w-conotoxinaGVIA, bloqueador
de los canales de Ca?* tipo N, produjo una disminucion diferencial de la excitabilidad y
area del PAC en los distintos tipos de fibras. En las rapidas el area del PAC se deprimid en
un 70 % con mibefradil, indicando una posible sobre expresion de los canales tipo T
durante el mantenimiento del dolor neuropatico. Las fibras C presentaron un incremento del
area del PAC con respecto a las sham, observandose una menor depresion del PAC (30 %)

en presencia de los dos bloqueadores de los canales de Ca?*.



Abstract

Pain describes the unpleasant sensory and emotional experiences associated with actual or
potential tissue damage. Pain can be sharp or chronic; the first serves an important
protective function, alerting us to injuries that require evasion or treatment. One of the last
types is the neuropathic pain, produced by central or peripheral nervous system lesion.
Two pathologic states of pain are present in the neuropathy, allodynia a pain response to
stimuli that are normally innocuous, and hyperalgesia an exaggerated response to noxious
stimuli. Sensory neurons are responsible for transmitting to the central nervous system
mechanical, chemical, thermal and electromagnetic stimuli. These neurons by its speed and
size are classified as fast, large and myelinated Aa / 3 and Ad, with low activation threshold
and in slow or unmyelinated type C, with high activation threshold. The latter are those that
transmit pain information. During neuropathic pain changes in action potentials in sensory
fibers associated to a differential expression of voltage-dependent channels such as T-type
calcium channels and N are produced. These channels seem to be overexpressed in the
axon of sensory neurons, increasing their excitability and action potential duration.
Therefore, this study aimed to explore the participation of T- and N-type calcium channels
in the maintenance of neuropathic pain. This was induced by ligation of rat spinal nerves
L5 and L6. The compound action potential (CAP), from L5 ipsi- and contralateral-dorsal
root of neuropathic rats 15-20 days after injury and L5 dorsal root sham rats, evoked by
stimulation of the respective spinal nerve was recorded. Consecutive application of
mibefradil, Ca?* channel blocker of T- type and m-conotoxinaGVIA, Ca?* channel blocker
of N-type produced a differential decrease in excitability and PAC area of different types of
fibers. In fast fibers PAC area was depressed by 70% with mibefradil, indicating a possible
over-expression of T-type channels during maintenance of neuropathic pain. Fibers C
showed increased PAC area with respect to sham rat and presented minor depression of
PAC (30%) in the presence of the two Ca?* channel blockers.



Introduccion

El dolor es una respuesta ante estimulos potencialmente dafiinos originados sobre tejidos,
tal como la piel y las visceras, que se transmite al sistema nervioso central (SNC) por
neuronas con somas en el ganglio de la raiz dorsal (GRD; Fig. 1). Esta forma de dolor,
conocido como nociceptivo, es autoprotector y puede tratarse con farmacos como opioides
o antinflamatorios no esteroideos. En contraste, el dolor neuropético es un fenémeno en el
que hay sensacion de dolor aun sin un estimulo doloroso. La funcién de las fibras
nociceptivas y no nociceptivas esté alterada, presentandose dos fenémenos: alodinia, dolor
ante estimulos no nociceptivos; e hiperalgesia, respuesta exacerbada a los estimulos
nocivos. Ademas, este dolor puede ser un efecto secundario a enfermedades como diabetes,
cancer, herpes, entre otras (Julius y Basbaum, 2001; Ueda, 2006; Hogan, 2007; Todorovic y
Jevtovic-Todorovic, 2013). El dolor neuropatico se produce principalmente por una lesion
del tejido nervioso central o periférico, no obstante se desconoce como se inicia, desarrolla
y mantiene. Los estudios enfocados en entender la génesis y mantenimiento del dolor
neuropatico tienen como fin, determinar los cambios que se producen en las fibras
aferentes primarias lesionadas y no lesionadas adyacentes, en las neuronas de segundo
orden dentro del asta dorsal de la médula espinal, donde se procesa la informacion de dolor
que es enviada a los centros supraespinales, y que pueden presentar cambios plasticos

relevantes para el procesamiento de la informacion.
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Figura 1. Transmision de un estimulo doloroso. En la periferia, el estimulo es traducido a
potenciales de accion (PA) que viajan a través de las fibras aferentes primarias hasta la
médula espinal, pasando por el GRD. Al llegar a la médula espinal activa neuronas de
segundo orden que llevan el mensaje hasta centros de integracién superiores como el
talamo y la corteza (Imagen tomada de: Bourinet et al., 2014).

Neuronas del ganglio de la raiz dorsal

Las neuronas del ganglio de la raiz dorsal (GDR) son células seudo monopolares, con el
soma dentro del ganglio trigeminal o espinal, y un axoén que va desde la periferia hasta
llegar a la médula espinal donde hace sinapsis con neuronas de segundo orden. Estas
neuronas son heterogéneas dentro del ganglio, pero en general, se pueden clasificar en no
nociceptivas, responden a estimulos de baja intensidad mecéanicos, térmicos 0 quimicos, y
nociceptivas, responden a estimulos de alta intensidad. Por su velocidad de conduccion

(VC) y el umbral de activacion se pueden dividir en cuatro grupos, dentro de los



mamiferos: Ao (30-55 m/s); AB (14-30 m/s); Ad (2.2-8 m/s) y C (< 1.4 m/s) (Djouhri y
Lawson, 2004; Fang et al., 2005; Bourinet et al., 2014). Las fibras de conduccion rapida
incluyen las aferentes cutaneas o del huso muscular, estdn mielinizadas, con somas grandes
a medianos (> 25-30 um) y bajo umbral de activacion. Las fibras Ao son mas rapidas que
las AP, pero el rango en el que conducen es similar en comparacion con otras aferentes. Las
fibras de conduccién lenta regularmente son nociceptivas, fibras C y Ad, tienen una VC
baja, alto umbral de activacion, somas pequefios (<25 pum), con axones no mielinizados
(Julius y Basbaum, 2001; Djouhri y Lawson, 2004). Sin embargo, tanto el tamafio como la
VC de las diferentes aferentes se llegan a traslapar, dificultando su identificacion. Por lo
tanto, estas variables no son suficiente para distinguir entre los diferentes tipos de celulares
sensoriales, es necesario incluir otros pardmetros electrofisioldgicos y citohistoquimicos
(Harper y Lawson 1985b). Ademas, las variaciones en VC de las fibras de aferentes
primarias en diferentes individuos de la misma especie puede estar afectada por factores
como la edad, peso, tipo de nervio, temperatura de la preparacion y el sitio donde se mide la
latencia.

Por otro lado, la proyeccion hacia la médula espinal de las fibras aferentes primarias no es
homogénea. Las fibras nociceptivas tipo C, Ad y AP (en parte) proyectan principalmente
hacia las laminas I y II, en ese orden, y las fibras Aa/B de bajo umbral pueden proyectar
hacia la lamina Il y IV (Djouhri y Lawson, 2004) o la IX, donde se localizan las
motoneuronas, como son las aferentes la, que inervan a los husos musculares y estan dentro

de las mas rapidas.



Transduccion del dolor en las neuronas nociceptivas: receptores y sustancias liberadas
Los PA de fibras nociceptivas como las C y algunas fibras AB, comparados con los de las
fibras Aoy 9, tienden a ser de mayor duracion y con presencia de inflexiones. Estas
inflexiones se han relacionado con una corriente entrante de calcio que podria indicar la
dependencia al calcio del PA (Matsuda et al., 1976).

El glutamato y sustancia P (SP) son los neurotransmisores liberados por las fibras
nociceptivas. Ademas, otras sustancias quimicas se expresan en las fibras nociceptivas que
pueden ser liberadas como: bradiquinina, histamina, ATP, prostanoides, protones, iones de
potasio, entre otros (Ueda et al., 2006).

Desde el punto de vista quimico, las fibras C se pueden dividir en una subpoblacion
peptidérgica que contiene SP y expresa TrkA (receptor tirosincinasa A); y otra, que se
identifica por expresar receptores P2X3 (canales ionicos dependientes de ATP) e isolectina
B4 (1B4) (Julius y Basbaum, 2001). Todas estas fibras se consideran sensibles a capsaicina,
la sustancia activa del chile, que estimula canales de potencial de receptor transitorio (TRP)
como TRPV1 y TRPV2 sensible a estimulos térmicos y TRPV4, a estimulo mecénico
(Djouhri y Lawson, 2004; Julius y Basbaum, 2001). Ante la presencia de estimulos
térmicos y mecanicos estos canales se activan permeando cationes como calcio, sodio y
magnesio que despolarizan las terminales y generan potenciales de accién que pueden
producir la liberacion de sustancias proinflamatorias en las terminales periféricas (Ueda,
2006). ElI ATP, ligando de los receptores P2Y y P2X, es liberado por las fibras
nociceptivas produciendo la activacion paracrina de estos receptores en fibras vecinas
aumentado su excitabilidad (Julius y Basbaum, 2001). También, la excitabilidad de las

neuronas nociceptivas se incrementa por la presencia de protones liberados al medio
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extracelular, por la acidosis generada en el tejido dafiado (Julius y Basbaum, 2001; Nickel
et al., 2007).

Otros factores importantes que participan en la algesia son: el factor de crecimiento neural
(NGF, por sus siglas en inglés), promoviendo la hipersensibilidad térmica a capsaicina;
prostaglandina E> (PGE2) que contribuye a la sensibilizacion periférica, por medio de
proteinas G, modificando la dependencia al voltaje de canales de Na* y reduciendo el

umbral de disparo para generar un PA (Bourinet et al., 2014).

Canales i6nicos expresados en las aferentes nociceptivas

Las neuronas nociceptivas expresan un amplio repertorio de canales idénicos que determinan
su excitabilidad y forma del PA, los mas relevantes son los de Na*, K* y Ca?* (Wasman y
Samponi, 2014).

Dentro de los canales de sodio se han identificado nueve diferentes tipos denominados
Navl.l a Navl.9, con caracteristicas funcionales y farmacoldgicas distintas.
Particularmente, los canales de Na* resistentes a la tetrodoxina (TTX) se encuentran
presentes en las fibras nociceptivas como Nav1.9 que parece ser exclusivo en estas
neuronas, ademas de los canales Nav1.8 y Navl.7, el segundo de ellos no es resistente a
TTX, aunque también se presentan en el resto de las neuronas del GRD (Djouhri y Lawson,
2004). Regularmente los canales de Na* sensibles a TTX como Nav1.1, Nav1.6 y Nav1.7
se expresan en fibras tipo A.

El canal Nav1.7 se localiza en las neuronas sensoriales desde sus arborizaciones periféricas
hasta la terminal central en el asta dorsal de la médula espinal, se activa por ligeras
despolarizaciones cercanas al potencial de reposo (Waxman y Zamponi, 2007). El canal

Nav1l.8 se expresa en los somas del GRD y en sus axones, se activa a voltajes
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despolarizantes, es resistente a la inactivacion y produce la mayor parte de la corriente
entrante durante un PA, favoreciendo la aparicion de rafagas en neuronas despolarizadas
(Waxman y Zamponi, 2014). Los canales Nav1.9, producen corrientes no inactivantes a
potenciales de membrana ligeramente hiperpolarizados o cercanos al potencial de reposo.
Estos canales no participan en la generacion del PA pero mantienen la despolarizacion de
las células y facilitan pequefias despolarizaciones incrementando asi la excitabilidad
(Waxman y Zamponi, 2014).

Los canales de K" regulan el potencial de membrana en reposo y la repolarizacion de la
célula después de producir un PA. Estos canales constituyen una familia diversa que puede
dividirse en canales de K* activados por voltaje (Kv), activados por un ion, canales de K*
de dos poros y rectificadores de entrada (Waxman y Zamponi, 2014). Los canales Kv
presentan una expresion diferencial en las neuronas del GRD, Kviz y Kyg, son
determinantes para la frecuencia de disparo, duracion de la espiga y activacion del PA.
Particularmente los canales Kv1.1-1.2 contribuyen a las corrientes de K* en las terminales
mecanosensitivas.

Los canales de Ca?* constituyen la via despolarizante neuronal mas importante mediada por
la difusion de Ca?*. Por su dependencia al voltaje se dividen en dos grupos: de bajo umbral
de activacion (LVA, por sus siglas en inglés) o tipo T y de alto umbral de activacion (HVA,
por sus siglas en inglés) que incluye a los subgrupos L, N, P/Q y R, los que se distinguen
por su farmacologia y propiedades funcionales. Su distribucion es heterogénea dentro del
SNC vy periféerico: los canales N, P y Q se asocian principalmente con las terminales
nerviosas presinapticas donde facilitan la liberacion de neurotransmisores (NT); los canales
tipo L participan en la activacion de enzimas dependientes de calcio, transcripcion génica,

en el musculo esquelético y cardiaco en el acople excitacion contraccion, y en las
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motoneuronas, neuronas de la médula espinal y de nucleos supraespinales como en el
estriado, donde producen mesetas de potencial (Hounsgaard y Kiehn, 1988); por ultimo,
los canales T modulan la excitabilidad subumbral de las neuronas, al menos en el GRD y
tienen un papel relevante en la actividad marcapaso (Bourinet et al., 2013). En general el
papel y distribucion de cada canal Cav depende del subtipo neuronal donde se expresan y
pueden participar en el crecimiento neuronal, diferenciacion, muerte, expresion genica y

plasticidad (Hogan, 2007).

Brain

0 : SR

% Depolarization Terminal invasion
St , )

AP initiation Neurotransmitter release A4

Pressure,
heat, cold,
pH, chemicals

organs

[ e.g. TRPs Ej \ Nay HCN (| Ky, K2P, Kca, Kna .?‘ Ca,2.2,Cay3:2
A J AUV

Figura 2. Canales ionicos presentes en las fibras aferentes primarias nociceptivas. La diversidad de canales
iGnicos presentes en las neuronas nociceptivas no es homogénea a lo largo del axén y son determinantes en la
transmision del estimulo doloroso (Imagen obtenida de Waxman y Zamponi, 2014).

Mecanismos celulares involucrados en el dolor neuropatico

En el establecimiento del dolor neuropatico se presenta un incremento en la excitabilidad
neuronal en el nervio dafiado, somas del GRD, médula espinal e incluso en centros de
integracion ascendentes/descendentes, que producen una sensibilizacion periférica y
central. EI aumento de la excitabilidad neuronal involucra muchos procesos que van desde

liberacion de sustancias proinflamatorias, actividad ectdpica, desinhibicion central y
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periférica y la ramificacion de fibras (Nickel et al., 2012). Por ejemplo, la liberacion de
bradiquidina desde el nervio lesionado causa permeabilidad de tejido, dilatacion vascular y
estimulacion de terminaciones nerviosas sensoriales adyacentes.

En la médula espinal, las fibras nociceptivas liberan CGRP, SP y glutamato, este Gltimo
activa receptores NMDA en las neuronas de segundo orden, produciendo una
despolarizacion que mantiene a estos receptores activados, contribuyendo a la prolongacion
de la accion del estimulo doloroso. De acuerdo a lo anterior, la hiperexcitabilidad que se
produce en sitio de la lesion, o en el GRD, produce incremento de excitabilidad en las
neuronas centrales que reciben informacion nociceptivas, dando lugar a un aumento en el
campo receptivo de los estimulos que antes no eran nociceptivos (alodinia) y en el
incremento de la sensacion dolorosa (hiperalgesia) (Nickel et al., 2012; Ueda, 2006).
Ademas, es posible que la lesion nerviosa cause una reorganizacion de las fibras sensoriales
aferentes primarias que llegan a las diferentes laminas de la médula espinal, promoviendo
la sensiblizacién, este mecanismo puede incluir diversos fendmenos, como lo proponen
Campbell y Meyer (2006), que implican una mayor liberacién de NT o un aumento en la
eficacia sinaptica, involucrando a todo el sistema de comunicacion que hay entre un nervio
periférico y centros de integracién supraespinales.

Ademas, es posible que el dolor neuropatico se facilite por una disminucidn de la inhibicién
presinaptica de la transmision nociceptiva, debido a una expresion a la baja de receptores
inhibitorios en las terminales de aferentes primarias o a la degeneracion de las

interneuronas inhibitorias (Ueda, 2006).
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Cambios en la expresion de canales ionicos de Na*y K *en las neuronas sensoriales

El comienzo, desarrollo y mantenimiento del dolor neuropéatico va acompafiado de cambios
en la expresion de los canales ionicos en la membrana de las aferentes primarias (Waxman
y Zamponi, 2014). Por ejemplo dentro del cambio fenotipico que puede ocurrir en las fibras
y somas del GRD, el canal TRPV1, caracteristico de fibras nociceptivas no mielinizadas,
comienza a expresarse en fibras no nociceptivas, mielinizadas e insensibles a capsaicina,
produciendo una sensibilizacion de estas fibras ante estimulos térmicos (Ueda, 2006).

En el dolor neuropaético la actividad ectdpica de neuronas aferentes parece estar relacionada
con la sobreexpresion de canales de Na*, en la terminal periférica de los axones lesionados,
donde se ha encontrado acumulacion del canal Nav1.7, disminuyendo el umbral de disparo
y aumentado la frecuencia de respuesta ante un estimulo supraumbral (Waxman y
Zamponi, 2007). Los canales Nav1.9, también sobreexpresados, juegan un papel importante
en generar corrientes persistentes de sodio (Nickel et al., 2012). Ademas, la expresion ‘de
novo’ del canal Navl.3, con répida recuperacion de la inactivacién, puede facilitar el
disparo repetitivo de neuronas del GRD del nervio lesionado y bajar el umbral de
activacion que causa descargas espontaneas y ectopicas (Ueda, 2006; Waxman y Zamponi,
2014).

Dentro de los cambios que se producen en la membrana celular, parece haber una
disminucion en la expresion de canales de K*. Los canales Ky actian como inhibidores de
la sefializacion de dolor en fibras aferentes, una expresion a la baja de estos canales produce
hiperexcitabilidad neuronal, particularmente hiperalgesia térmica (Waxman y Zamponi,
2014). Por otro lado, los canales de K* de doble poro (K2P) participan en mantener
hiperpolarizado el potencial de reposo de la célula y regulan la sefializacion del dolor

mecanosensitivo y térmico. Los canales de K* activados por Ca?* participan en la AHP
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(hiperpolarizacion postpotencial, por sus siglas en inglés) y por lo tanto en el patron de
disparo neuronal, si estas corrientes se ven disminuidas, aumenta la sensibilidad de las
fibras que los poseen. Los canales de Kca?* también participan en la AHP y en la

adaptacion de la tasa de disparo (Waxman y Zamponi, 2014).

Expresion de canales de Ca?* dependientes de voltaje en el dolor neuropético

Ha sido muy dificil determinar cual es el papel que juegan los canales de calcio
dependientes de voltaje dentro del dolor neuropatico, algunos reportes indican que ante un
dafio neuronal su expresion aumenta en asociacion con una sensibilizacion central y
periférica (Nickel et al., 2012). Ademas, aunque no se ha logrado determinar como estan
distribuidos dentro de las neuronas del GRD, el uso intratecal de bloqueadores produce
analgesia, sugiriendo que algunos de ellos se encuentran sobreexpresados a nivel pre y

postsinaptico (Bourinet et al., 2013; Hogan, 2007; Todorovic y Jevtovic-Todorovic, 2013).

Expresion de canales de calcio HVA en el dolor neuropético

Estudios moleculares han mostrado que los canales HVA constan de tres subunidades: una
proteina formadora del poro conductor de iones llamada Cavoi Yy dos subunidades
auxiliares Cavp y Cava20. En general se considera que los canales N estan involucrados
en el dolor neuropaético, esto se basa en la reduccion de la hiperalgesia térmica y la alodinia
mecanica por la aplicacion de antagonistas de estos canales, reduciendo la hiperalgesia
térmica y alodinia mecanica (Ueda, 2006). Al parecer todas las toxinas que bloguean este
canal tienen actividad analgésica, como GVIA, MVIIA, FVIA, CVID, CVIE y CVIF. Uno

de los principales problemas de utilizar estas toxinas es su interaccion con el canal en
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multiples estados, lo que puede producir un abatimiento de su funcion en el estado
fisiol6gico (Waxman y Zamponi, 2014; Bourinet et al., 2014).

Hogan (2007) registrando las corrientes de Ca?* HVA en neuronas del GRD propone que
las corrientes de calcio de alto umbral como la tipo L se manifiestan en células pequefias;
mientras que la corrientes de tipo N en todos los tipos celulares; la del tipo P/Q y R
Unicamente en células grandes a medianas en ratas control. Mientras que en ratas
neuropéticas Hogan y cols. Encontraron que estas corrientes disminuyen en el soma de las
neuronas, lo cual puede provocar una menor activacion de canales de K* dependientes de
Ca?*, aumentando la duracion del PA y una disminucién en la AHP. Sin embargo, en el
trabajo de Murali y colaboradores (2014), se propone que durante el dolor neuropatico, la
corriente N se incrementa en las neuronas medianas y grandes, mientras que la corriente
P/Q disminuye. Ademas, los potenciales postsindpticos registrados en las neuronas de
segundo orden, evocados por estimulacion de neurona sensoriales, mostraron la misma
sensibilidad a la aplicacién de un bloqueador de los canales tipo N en ratas control y
neuropaéticas, sugiriendo que no hay una sobreexpresiéon de estos canales en la terminal
sinaptica en el dolor neuropatico (Murali et al., 2014).

La subunidad auxiliar Cava201, que entre sus funciones estd regular el trafico de la
subunidad a1 del canal tipo N hacia la membrana plasmatica de las terminales, se ha
reportado que se sobreexpresa en el soma y axon de las neuronas sensoriales durante el
dolor neuropético (Bauer et al., 2009). En apoyo a estos resultados, se encontr6 que la
gabapentina y la pregabalina, son drogas de alta efectividad en el tratamiento del dolor

neuropatico, tienen como blanco la subunidad Cava261, lo que reduce el trafico de canales
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a la terminal y por consiguiente la liberacion de transmisor (Bauer et al., 2009; Luo et al.,

2002).

Expresion de canales de calcio tipo LVA en el dolor neuropético

A nivel molecular y bioquimico, los canales de calcio tipo T estdn conformados por una
sola subunidad Cavou de aproximadamente 250 KDa. En los mamiferos se expresan tres
tipos de canales T que se distinguen por su farmacologia y cinética, denominados Cav3.1,
Cav3.2 y Cav3.3 (Carbone et al., 2014). Los canales de calcio tipo T se han asociado con la
transmision de estimulos dolorosos en el SCN vy periférico, se localizan pre- y
postsinapticamente. En las aferentes primarias y son muy importantes por el control que
ejercen en la excitabilidad neuronal subumbral, participando en el desarrollo y
mantenimiento del dolor nociceptivo y neuropatico (Todorovic y Jevtovic-Todorovic,
2013). Particularmente, los canales Cav3.2 estan presentes en diferentes subtipos
neuronales del GDR, se ha sugerido que la actividad de estos canales aumenta bajo el dolor
neuropatico (Bourinet et al., 2014; Yue et al., 2013). La sobreactivacién de los canales de
Na* por la sobreexpresion de canales de calcio tipo T, parece participar en el aumento de
excitabilidad de fibras nociceptoras (Ueda, 2006). Aunque otros autores como Hogan
(2007) proponen que estos canales se encuentran principalmente en células medianas y
disminuye su densidad de corriente durante el dolor neuropatico.

Entre las posibles funciones que se propone pueden desemperiar los canales de calcio tipo T
en la sefalizacion neuropaética, se encuentran la disminucion del umbral de activacion de
fibras nociceptivas, el aumento de la neurotransmision de las aferentes primarias en la

terminal central, la amplificacion del PA, pudiendo participar en la mecanocepcién, ya que
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se encuentra altamente expresados en células Ad (Waxman y Zamponi, 2014). Sin
embargo, aln quedan un nimero de preguntas por resolver sobre el papel de estos canales
en el dolor neuropético, particularmente: como interaccionan estos canales con otros tipos
de canales id6nicos en las neuronas del GRD, si la expresion de estos canales es homogénea
en la neurona que los expresa y finalmente, si estos canales se encuentran sobreexpresados
en la membrana celular. Ademé&s, no se conocen los mecanismos que determinan el
incremento de la actividad de los canales tipo T en el dolor neuropético (Bourinet et al.,

2014).

Planteamiento del problema

La relevancia atribuida a los canales de Ca?* en el desarrollo y mantenimiento del dolor
neuropatico y en la analgesia, se sostiene en el empleo de herramientas moleculares,
farmacoldgicas, pruebas de comportamiento y registro electrofisioldgico de los somas del
GRD. Resaltando la participacion de los canales del tipo N y T en la produccion de
analgesia. Sin embargo, algunas de las evidencias electrofisioldgicas presentan datos
contradictorios que no apoyan los hallazgos farmacol6gicos y de comportamiento,
particularmente en la participacion de estos canales en el PA. Los registros
electrofisiologicos del PA en el soma de las neuronas del GRD parece no modificarse lo
suficiente como para apoyar la hip6tesis que el incremento en su duracién produce una
mayor liberacion de transmisor, y por lo tanto una sensibilizacion de las neuronas en el asta
dorsal. El interés particular de este trabajo, es dilucidar cual de los cambios observados en
las corrientes de Ca?* en el soma durante el dolor neuropético inciden en el PA que viaja a

lo largo de los axones hasta la terminal central.
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Hipotesis

Los canales de calcio de bajo (LVA) y alto umbral (HVA) de activacion se sobreexpresan
en la membrana de los axones de las neuronas sensoriales durante el dolor neuropético,
modificando su excitabilidad, asi como la amplitud y duracion del potencial de accion

compuesto (PAC).

Objetivo General
Mediante el registro extracelular del potencial de accién compuesto del nervio espinal L5
en ratas control y neuropaticas, se determinara la participacion de los canales de Ca?* de

bajo y alto umbral de activacion, en los diferentes tipos de neuronas sensoriales.

Objetivos particulares

1. Se registraran los potenciales de accién compuesto en las raices dorsales del nervio
espinal L5 de ratas control y neuropéticas de los diferentes tipos de fibras aferentes
evocados por la estimulacion del cabo distal del nervio espinal L5.

2. Mediante el empleo de bloqueadores de los canales de Ca** LVA y HVA,
mibefradil y o-conotoxinaGVIA, respectivamente, se determinara su participacion
en la regulacion de la excitabilidad y la generacion del potencial de accién
compuesto, de las fibras rapidas (Aa/B) y lentas Ad y C en el nervio espinal L5 de

ratas control y neuropaticas.
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Método

Animales de experimentacion

Se utilizaran ratas hembra de la cepa Wistar con un peso de 150 a 200 g. Se mantendrén
bajo condiciones controladas de luz-oscuridad (12 h) a una temperatura de 22°C y con
libre acceso a agua y alimento. El cuidado y manejo de los animales serd de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) y todos los experimentos se realizaran la
guia de aspectos éticos para la evaluacion del dolor experimental en animales

(Zimmermann, 1983).

Induccidn de dolor neuropéatico mediante la ligadura de los nervios espinales

Se utiliza el modelo de ligadura de nervios espinales L5 y L6, propuesto por Kim y
colaboradores (1992) (Fig. 3A). Las ratas seran anestesiadas con una mezcla de ketamina
(50 mg/Kg) y xilacina (10 mg/Kg) via i.p. y se colocaran en posicién prona para ser
afeitadas de la espalda baja. Posteriormente, se realizard una incisién larga de 2 cm a nivel
de la cresta iliaca para acceder a los nervios espinales lumbares izquierdos L5 y L6, que
seran ligados fuertemente con sutura de seda 6-0. En las ratas sham los nervios sélo se
expondran pero no se ligaran. Esta ligadura produce axotomia y degeneracion distal e
inflamacion de los axones no ligados que corren junto con los lesionados (Hogan, 2007).
Una ventaja de este modelo es permitir la evaluacion funcional de los elementos lesionados

y no lesionados.
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Prueba de umbral tactil

Después de 14 dias de la cirugia, las ratas seran colocadas en cajas de plastico con fondo de
malla metalica durante 30 minutos para ambientarse. Para evaluar alodinia tactil se
empleard el método de up-down, que consiste en estimular la pata de la rata con filamentos
de von Frey en un rango de 2.36 a 6.65 g (Fig. 3B). Las ratas que retiren la pata con ante
estimulos menores a 4 g de preison, en el umbral de respuesta se consideraran con

desarrollo de alodinia (Chaplan y cols., 1994).

A Spinal cord Brain,

B
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(| Raiz dorsal Nervio espinal -——f—’/l
| CCI model { ' I B )

GRD
\q SNI model 1 10my
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SNL model —

. Estimulo (nA)
Peripheral

Common peroneal N
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Figura 3. Método utilizado para inducir dolor neuropético en ratas y registro electrofisioldgico extracelular.
En A, se observan diferentes modelos para producir dolor neuropatico que involucran la ligadura del nervio
espinal total o parcial (modelo CCI o PSNL), ligadura de nervios difusos (peronéo comun vy tibial), y
finalmente el modelo desarrollado por Kim y Chung (1992), que se utiliza en este trabajo, basado en la
ligadura de los nervios espinales L5 y L6 (SNL). En B se ejemplifica la evaluacién de comportamiento
utilizando filamentos de Von Fray. C, esquema del arreglo experimental empleado para estimular el extremo
distal del nervio espinal y registrar el potencial de accion compuesto en el extremo cefélico de la raiz dorsal
L5, mostrado en el trazo de la izquierda.(Imagenes A y B obtenidas de Ueda, 2006).

Registro electrofisiologico de los PAC del nervio in vitro

El ganglio L5 en continuidad con el nervio espinal y la raiz dorsal del lado ipsilateral y
contralateral a la lesién se obtendran de ratas control y neruopaticas. Las ratas seran
anestesiadas con una mezcla de ketamina (50 mg/Kg) y xilacina (10 mg/Kg) via i.p., se
colocaran en posicion prona para realizar una laminectomia que permitira disecar y extraer
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el tejido de interés (Fig. 3C). Los tejidos se colectaran en un vaso de precipitado con
solucién Harman para rata (en mM: 117 NaCl, 3.6 KCI, 2.5 NaHCO2, 1.2 MgCl2, 25
C6H1206, 1 CaCl2 burbujeada con gas de O2 (95%) y CO2 (5%). El registro de los PAC,
se obtendra colocando el nervio en una cadmara de registro llena con solucion a temperatura
ambiente (22-24°C). El extremo libre del nervio espinal se succionard con un electrodo de
vidrio conectado a un estimulador eléctrico de pulsos rectangulares, mientras que el
extremo libre de la raiz dorsal se succionara con un electrodo de vidrio (Fig. 3C) conectado
a un amplificador de AC (WPI). Los PAC se evocaran por estimulacion del extremo distal
del nervio espinal L5 con pulsos rectangulares de corriente de 300us de duracion y serén
registrados en el extremo central con una amplificacion de x100 con filtros DC-3KHz. Los
trazos de 100 ms seran digitalizados con una tarjeta DIGIDATA (Molecular Devices) a 50
KHz y seran almacenados en el disco duro de una computadora para posterior analisis.

Se determinara el umbral (U) de los PAC partiendo de una corriente de 0 pA hasta que
aparezca un potencial de accion que presente una ocurrencia de 50 %. Al estabilizarse el
registro del PAC evocado por la estimulacion a 30xU por 5 minutos, se procederd a
estimular a intensidades de 1, 3 y 50xU, para obtener el PAC de las diferentes fibras
aferentes primarias, con la mayor sincronizacion posible que permita hacer un analisis de la

amplitud y del &rea bajo la curva.

Analisis de los PAC
Se registraran 30 trazos a una frecuencia de 0.2 Hz para cada intensidad de estimulacion. Se
aplicaran bloqueadores selectivos, mibefradil y o-conotoxina, de los canales de Ca® tipo T

y N, respectivamente. Se medira el area bajo la curva de los 30 PAC, evocados en medio
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control y en presencia de los farmacos. Se obtendra un trazo promedio de los 30 registros

para cada intensidad (Fig. 3C).

Resultados

Las 19 ratas a las que se les realizd la ligadura de los nervios espinales (LNE) L5 y L6

mostraron alodinia tactil en un 100%. Al ser evaluadas con filamentos de Von Fray

presentaron respuesta de retirada de la pata ipsilateral a la ligadura con una fuerza menor a

49, en tres intentos consecutivos. En cambio, a las ratas sometidas a la exposicion de los

nervios, denominadas sham, mostraron respuesta a la prueba con filamentos de VVon Fray

mayor a 6 g.

a) Umbral de activacion y area del PAC en fibras sensoriales Ap y C durante el
dolro neuropatico

Una vez que se montaron los nervios para el registro electrofisioldgico extracelular, ademas

de la diferencia en la respuesta conductual, se encontrd una caracterizacion distintiva en el

umbral de activacion de las fibras y tamafio del PAC.

Los registros de los PAC evocados a 1.1xU, 3xU y 50xU se realizaron en el nervio espinal

L5 de ratas sham y neuropaticas ipsilateral al sitio de lesion.

Lo primero que se evalud fue el umbral de activacion del PAC, encontrandose que tanto en

las fibras rapidas Ao/B como en las lentas del tipo C, la corriente umbral se increment6 en

mas de 300% y 150%, respectivamente en el nervio espinal L5 de las ratas neuropaticas con

respecto a las sham (Fig. 4).

Al evaluar el PAC de las fibras rapidas en L5 evocado con una estimulacion 3xU se

encontré que el area del PAC de las ratas neuropaticas disminuy6 en 21.4 = 0.09 % con

respecto a las sham. Por el contrario, el componente C evocado con una estimulacion 50xU
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se incrementd en 40.5%. Es importante mencionar que la intensidad de 50xU, se encuentra
cercano a producir la méxima respuesta de las fibras tipo C, por lo tanto el incremento en el
area del PAC no se debe a un mayor nimero de fibras reclutadas.

Los resultados muestran que los cambios en el comportamiento van acompafiados de
cambios en la transmision de la informacion en el nervio espinal lesionado que podrian ser

muy importantes para entender la fisiopatologia del dolor neuropatico.

Umbral de fibras sensoriales rapidas

Nervio sham Nervio neuropatico

Corriente (uA)

+347.62%

2uV 8

1msec

Umbral de fibras sensoriales lentas

w Corriente (uA)

*

v

10msec

(+174.55%

Nerviosham  Nervio neuropatico

Figura 4. Trazos representativos de PAC de las fibras rapidas y lentas tipo C del nervio espinal L5. En la parte
superior se observa el PAC evocado por estimulacion 1.1xU en rata sham (trazo negro) y en neuropatica
Obsérvese que el PAC de la rata neuropatica tiene menor amplitud y para activarlo se requirié incrementar la
corriente hasta un 347% mas con respecto al control. En los trazos inferiores, se muestra el componente lento
C, del nervio espinal de una rata sham (negro) y neuropatica (rojo). De la misma manera, el umbral de
activacion es mayor, aunque s6lo en un 150%, con respecto al nervio sham. Las graficas muestran los
promedios de los umbrales para las fibras rapidas y lentas. * indica diferencia estadisticamente significativa
bajo la prueba de de Krustal Wallis, p < 0.05.
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PAC en fibras aferentes primarias rapidas:3xU

Nervio sham Nervio neuropatico
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Figura 5. Trazos representativos de PAC de las fibras rdpidas y lentas del tipo C del nervio espinal L5
evocados a 3xU. Se observa el PAC de fibras rapidas del nervio espinal L5 de una rata sham (trazo negro)
y con dolor neuropético (trazo rojo), en este trazo representativo el PAC del nervio neurpético tiene un
tamafo de la mitad al que corresponde el nervio sham. En los trazos inferiores se muestra el componente
lento C, del mismo nervio de una rata sham (trazo negro) y de una neuropatica (trazo rojo). Contrario a lo
gue ocurrié con las fibras rapidas el PAC promedio en el nervio neuropéatico es mayor, alrededor de tres
veces, que el del nervio de la rata sham . Las graficas de barras muestran el area bajo la curva para las
fibras rapidas y lentas, * indica diferencia estadisticamente significativa bajo la prueba de Krustal Wallis,
p <0.05.

b) Efecto de los bloqueadores para de los canales de calcio tipo T y N en el PAC de

fibras sensoriales rapidas

En la Fig. 6 se muestran los trazos representativos del PAC de las fibras rapidas evocados
por estimulacion de 3xU en ratas sham y neuropaticas. La aplicacion de mibefradil (500
nM), blogueador de los canales de Ca?* del tipo T, produjo una disminucién en el area del
PAC de las ratas sham y neuropaticas de 54% vy 83% (n = 7; n=6), respectivamente

(gréficas de barras). Ademas, la latencia del PAC, medida como el intervalo de tiempo que
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transcurre entre el artefacto del estimulo y el inicio del potencial, aumentd 14 % en las ratas
sham y 19% en las neuropaticas. Estos resultados indican que los canales de calcio tipo T
se expresan en las fibras rapidas regulando su excitabilidad, ya que con el mismo estimulo
se reclutaron menos axones sobre expresandose en estas fibras durante el dolor neuropético.
La adicién w-conotoxina (o-CTX-GVIA), bloqueador de los canales tipo N, produjo un
disminucion adicional en el PAC de las ratas sham y neuropaticas de 34% y 5%,
respectivamente. La latencia se incrementd hasta un 26% en el nervio sham y 50% en el
neuropatico. Al igual que ocurre con los canales tipo T, los N también regulan la
excitabilidad de los axones, aungque podria ser con menor intensidad, indicando la
importancia que tiene el Ca?* en la generacion de los potenciales de accion.

Si las fibras aferentes primarias rapidas estan participando ahora en la conduccion de
estimulos dolorosos no nociceptivos, la combinacion de estos dos bloqueadores permite
controlar su actividad y probablemente los efectos que produzcan en la sefializacion de

dolor a nivel central, en la médula espinal.
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Figura 6. Los bloqueadores mibefradil y @-CTX-GVIA anulan el PAC en el nervio neuropatico. Se presenta
el PAC répido evocado a 3xU de rata sham (panel de la izquierda) y neuropética (panel de la derecha) en
medio control (negro y en presencia de mibefradil (trazo rojo) y o-CTX-GVIA (trazo azul). En las ratas
neuropéticas el PAC se deprimié préacticamente por completo ante el uso combinado de ambos boqueadores,
disminuyendo el area bajo la curva y aumentando la latencia. Sin embaro, en la rata sham (panel de la
izquierda) el PAC se mantiene, aunque disminuye, ante la presencia de los bloqueadores. La latencia también
disminuye de menor medida en este nervio. Las graficas de barras muestran la diferencia de tamafio en cada

caso. * indica diferencia estadisticamente significativa bajo la prueba de Krustal Wallis, p < 0.05.

La activacion de las fibras C se evalud aplicando un estimulo 50xU en el nervio espinal que
junto con la raiz dorsal midi6 entre 10 y 15 mm. Esta longitud permitid registrar un PAC de
mayor amplitud debido a sincronizacion de las fibras lentas que tuvo un latencia de 15-30

ms después de aplicado el estimulo (Fig. 5).

Los bloqueadores de canales de calcio utilizados, tienen un efecto diferente en el PAC de
las fibras lentas con respecto al de las fibras sensoriales rapidas. En este caso, a pesar de
tener un tamafo mayor el PAC del nervio neuropatico que el sham, los blogueadores

afectan de la misma forma en ambos nervios. De esta forma, el mibefradil reduce a un 74%
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el PAC del nervio sham y a un 70%, Unicamente 4% menos de PAC para el nervio

neuropatico. La -CTX-GVIA, reduce el PAC de forma similar dejando en ambos casos

poco méas del 50%. Asimismo, la latencia aumenta en un 20% en ambos casos ante el uso

combinado de los farmacos.

Aun asi, si el PAC es mayor en el nervio neuropatico en condiciones control puede decirse

que a pesar de perder el mismo porcentaje en area del PAC que el nervio sham, el tamafio

del PAC queda de un tamafio y forma similar al del nervio neuropédtico ante el uso

combinado de estos dos bloqueadores, lo cual puede justificar las propiedades analgésicas

que su tratamiento ha presentado (Bourinet et al., 2014).
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Figura 7. Accion de mibefradil y @-CTX-GVIA en éarea y duracion del PAC de fibras sensoriales lentas C.
El PAC de fibras lentas registradas de un nervio espinal de rata neuropética y sham en medio fisiolégico
(negro), en presencia de mibefradil (rojo) y en presencia de @-CTX-GVIA, presenta cambios similares en
Las gréficas de barras muestran la
diferencia de tamafio en cada caso. * indica diferencia estadisticamente significativa bajo la prueba de
Krustal Wallis, p < 0.05.

porcentaje de disminucion de area del PAC y aumento de latencia.
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c) Efecto de los bloqueadores, mibefradil y o-CTX-GVIA en el PAC de fibras
sensoriales rapidas y lentas en el nervio neuropético contralateral al sitio de la
lesion

El dolor neuropético, como se ha mencionado, es un proceso complejo que se extiende de
forma regional e incluso sisteméatica. Como ejemplo, la sensibilizacién central forma parte
de los fendmenos presentes en el dolor neuropético, alodinia e hiperalgesia. Si tales
cambios llegan a producir modificaciones en la dinamica neuronal del asta dorsal en la
médula espinal es posible que también se produzcan cambios en la sensibilidad de otros
nervios, adyacentes y contralaterales a la lesién. Es por eso que en este trabajo se decidio la
actividad electrofisiologicas del nervio neuropético contralateral a la lesion bajo las mismas
condiciones en las que se trabajo con el nervio neuropético ipsilateral. Y los resultados
encontrados fueron interesantes e inesperados.

En primer lugar, como se observa en la figura 8, se identifico que el tamafio del &rea bajo la

curva del PAC en el nervio contralateral neuropatico es menor, no sélo con respecto al

nervio sham, sino también con el nervio neuropético ipsilateral. Pareciendo encontrar una
mayor degeneracion en la conduccidn de las fibras en estos nervios. Sin embargo, en cuanto
al efecto de los bloqueadores, el resultado es diferente. Al utilizar el mibefradil, bloqueador
de canales de calcio tipo T, se obtiene que el PAC se reduce en un 33%, lo cual implica
que tiene un efecto mayor al obtenido en el nervio sham (46%) pero menor al del nervio
neuropatico ipsilateral (17%), es posible que el dolor neuropético afecte la expresion de
canales de calcio tipo T en la membrana axonal de estos nervios, o al menos sus
propiedades biofisicas. Por otro lado, el blogueador de canales tipo N, produjo efectos
similares en el nervio contralateral neuropatico y el ipsilateral. EI PAC précticamente se

perdio al evocarlo con una intensidad de 3xU. La combinacion de estos dos bloqueadores
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muestra que estos canales podrian estar causando sensibilizacion contralateral, y por lo
tanto, podrian participar un aumento en la percepcion de dolor neuropatico a nivel regional.
El efecto en la latencia, ante los dos bloqueadores es similar a lo que ocurre en el nervio
sham, aumenta hasta un 25%. Lo cual podria indicar que el aumento de la expresion o
actividad de canales de calcio en estos nervios no participa directamente en su excitabilidad

sino en el volumen de entrada de calcio intracelular.

Nervio Sham Nervio neuropatico ipsilateral Nervio neuropatico contralateral
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Figura 8. Caracteristicas del PAC en el nervio neuropatico contralateral. Se identificaron las propiedades del
PAC en el nervio neuropético contralateral bajo las mismas condiciones en las que se evalud al nervio
neuropatico ipsilateral y sham. Se encontré que el &rea del PAC es menor con respecto al nervio neuropético
ipsilateral, imagen al extremo izquierdo. EI mibefradil no tiene un alcance tan amplio de afeccién en el PAC,
disminuye a un 33% mientras que en el ipsilateral se reduce hasta un 17%. Sin embargo Al utilizar ®-CTX-
GVIA el PAC practicamente desaparece como en el nervio ipsilateral, indicado que el dolor neuropatico tiene
un alcance mas alla de la lesion local. La latencia se modifica de forma similar al PAC del nervio sham,
aumentando hasta en un 25% . Las graficas de barras muestran la diferencia de tamafio en cada caso. * indica

diferencia estadisticamente significativa bajo la prueba de Krustal Wallis, p < 0.05.
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El PAC de las fibras C también se evaluo para el nervio contralateral neuropético. En este
caso, el area no aumenta como en el nervio neuropético ipsilateral, sino que es similar al
nervio sham. El efecto del mibefradil es similar a un 74% de area. Sin embargo, la ®-CTX-
GVIA reduce el potencial 15% mas que en los otros nervios, llegando a quedar en un 34%,
lo cual implica un mayor efecto de este bloqueador en el nervio contralateral a la lesion que
podria relacionarse con una mayor expresion o actividad. En cuanto a la latencia, presenta
un aumento similar al nervio sham, sin cambios significativos. Probablemente este nervio
no tenga mayor excitabilidad pero si una entrada de calcio mayor y una posible mayor

liberacion de neurotransmisor en la terminal del asta dorsal en la médula espinal.
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Figura 9. PAC de fibras C en el nervio neuropético contralateral. En el extremo izquierdo se encuentra el
PAC del nervio neuropatico contralateral. Bajo condiciones control no cuenta con un tamafio aumentado, el
efecto del mibefradil es muy similar a lo que ocurre en los otros dos nervios, dejando un 74% del original. Sin
embargo, la ®-CTX-GVIA tiene un mayor efecto en este nervio dejando un area final de 34%, mientras que
en los otros dos casos es ligeramente mayor al 50%. La latencia se modifica de forma similar en los tres
nervios. .Las gréaficas de barras muestran la diferencia de tamafio en cada caso. * indica diferencia

estadisticamente significativa bajo la prueba de Krustal Wallis, p < 0.05.
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Discusion

El dolor neuropético producido por la ligadura de los nervios espinales va acompafiado por
cambios periféricos y centrales. En este trabajo se evalud la participacion de los canales de
Ca?* tipo T y N, de bajo y alto umbral de activacion, respectivamente, en la activacion y
propagacion del PAC en las fibras rapidas del tipo AP y lentas del tipo C. Los efectos de los
blogueadores de estos canales se evaluaron midiendo el cambio en el area del PAC
registrados en las ratas neuropdticas con respecto de las ratas sham con intensidades de

estimulacion umbral (U), 3xU y 50xU.

a) Umbral de activacion de las fibras Aa/py C

El umbral de activacion de las fibras rapidas y lentas presentd un incremento de 347% y
172%, respectivamente (Fig. 4). Considerando que el estimulo se aplica a unos 5 mm del
sitio donde se produjo el neuroma por la ligadura, la disminucién en la excitabilidad de
ambos tipos de fibras podria estar ocurriendo por el proceso inflamatorio, lo que podria
explicar que no se produzca actividad ectdpica en esta region, como ocurre en el soma (Liu
et al., 2000). Impidiendo asi el flujo de corriente y produciendo la necesidad de aumentar la
cantidad de corriente en el estimulo para alcanzar los niveles de activacion del PAC que se
observan en el nervio sham.

La inflamacion que produce el neuroma puede disparar cambios en la excitabilidad de las
neuronas, que llegan a mantenerse adn después de la recuperacion de la herida,
acompariados de la llegada de neuotréfilos y macréfagos y produccion de citocinas
proinflamatorias, que pueden incrementar la expresién de canales como los de Na*

resistentes a TTX en los somas del GRD (Abdulla et al., 2003). Sumado al proceso de
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inflamacién, la degeneracién valeriana de los nervios puede provocar la pérdida de fibras
sensoriales, particularmente las rapidas, que como se observa en la figura 5, muestran un
PAC disminuido con respecto al del nervio sham, a pesar de estimular a la intensidad con la
que se produce el méaximo de respuesta para estas fibras. Por otro lado, aunque el umbral
de activacion de las fibras lentas también se encuentra incrementado en las fibras lentas se
puede observar un PAC mayor que el del nervio sham mostrado a la misma intensidad de
corriente correspondiente, 50xU, indicando que los efectos producidos por el modelo de
ligadura en estas fibras es diferente al que ocurre en las fibras sensoriales rapidas.

En el modelo de axotomia del nervio ciatico Abdulla y Smith (2001) reportan cambios en
donde disminuye la excitabilidad solo de las células pequefias y medianas, correspondientes
a las neuronas nociceptivas, sin que se afecte la de las rapidas no nociceptivas. Sin
embargo, cuando la axotomia produce autotomia, proceso en el que el individuo tratado se
come la pata lesionada, ocurren cambios en excitabilidad de las célula grandes, pero no
en las células pequefias nociceptivas. La respuesta de las células medianas es, por lo
general intermedia. En conclusion, estos autores adjudican que los cambios observados en
las propiedades eléctricas de las neuronas del GRD dependen del tipo de modelo de dolor

neuropaético.

b) Area del PAC en ratas sham y neuropaticas.

El area del PAC de las fibras rapidas de las ratas neuropaticas fue menor que el de las
sham, de acuerdo a lo reportado por Wall y Devor. (1981), quienes encontraron que
después de producir la lesion, el area del PAC de las fibras rapidas del nervio espinal
lesionado empieza a decrecer. Por el contrario, el area del PAC de las fibras lentas de ratas

neuropaticas se incrementd. Los potenciales de accidn se evocaron en el extremo caudal a
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aproximadamente 5 mm del neuroma, producido por la ligadura, con una intensidad
supramaxima que reclutd la mayor parte de los axones del tipo C, por lo tanto el incremento
en el area del PAC no se produjo por un mayor reclutamiento de fibras, sino por posible
incremento en el &rea del potencial de accion en cada fibra. Registros del somas en GRD
en vivo o aislados, han mostrado incrementos en la fase de repolarizacion del potencial de
accion en las neuronas correspondientes a fibra nociceptivas, que se han atribuido a un
decremento en la expresion de canales de K*, lo que facilitaria la activacién de méas canales
de Ca?" y por lo tano una prolongacion de la fase de repolarizacion del potencial de accion

(Hogan, 2007).

¢) Los canales de calcio dependientes de voltaje tipo T modulan la excitabilidad de las
fibras sensoriales rapidas Ap

En presencia de mibefradil, bloqueador de los canales de calcio tipo T, se produjo una
depresion significativa del PAC de las fibras de mas rapidas (3xU), indicando la expresion
de estos canales de Ca?" en la membrana axonal. Este efecto fue mas intenso en las ratas
neuropaéticas que en las sham, donde el PAC se redujo un poco menos del 50% (Fig. 6). Lo
cual sugiere que estos canales participan en la regulaciéon de la excitabilidad y podrian
estar sobre-regulados en las ratas neuropaticas, como sugieren Todorovic y Jevtovic-
Todorovic, (2013).

La participacion de los canales de calcio, particularmente tipo T y N, ha sido controversial,
unos grupos proponen que su expresion disminuye, mientras que otros que aumenta, estos
discrepancias podrian deberse al tipo de modelo de dolor neuropéatico que se empleo y al

sitio donde se evaluo su expresion, por ejemplo, médula espinal o somas del GRD.
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Aun asi los resultados de este trabajo apoyan la propuesta de un incremento en la expresion
0 activacion de los canales tipo T en las fibras sensoriales rapidas. Esta conclusion esta de
acuerdo con las evidencias obtenidas en estudios conductuales, que han mostrado que la
aplicacion intratecal de mibefradil reduce la alodinia e hiperalgesia mecénica (Chen et al.,
2015). Ademas, Chen y cols. empleando inmunofluorescencia demostraron la presencia de
la variante Cav3.2 en el GRD del nervio espinal L5, colocalizados con parvalbimina, 1B4*
y CGRP, moléculas expresadas en neuronas de nocicepcion térmica y mecénica (Chen et
Asimismo, en el modelo de compresiéon crénica de los nervios espinales L4 y L5, los
canales Cav3.2 estdn sobreexpresados en la lamina I, donde se localizan las neuronas
inervadas por las fibras nociceptivas, esto fue demostrado por extraccion del mRNA del
GRD de los nervios espinales L4 y L5 provenientes de las ratas lesionadas. La aplicacion
de mibefradil revirtio la hipersensibilidad tactil (Wen, 2010). Debido a que esta prueba se
realiz6 5 dias después de la lesion, es posible que estos canales estén participando no solo
en el mantenimiento del dolor neuropatico sino también en su el desarrollo. Por lo tanto,
puede concluirse que el efecto antinociceptivo del mibefradil podria ser central o periférico.
La expresion diferenciada de los canales de calcio se produce en el GRD, un problema de
radical importancia es saber si estos canales llegan a la terminal, en donde su expresion no
solo produce el aumento de la excitabilidad del nervio lesionado, sino también, un
incremento en la liberacién de transmisores excitadores sobre las neuronas de segundo
orden de la via de transmision del dolor. La evaluacion directa de la expresion de los
canales de Ca®" en las terminales centrales representa un problema de alta nivel de
dificultad para realizarlo, por esta razon en este trabajo se decidid evaluar su expresion en
los axones de la raiz dorsal, donde probablemente su expresion sea semejante la que tiene

en la terminal. Jacus y colaboradores (2012), abordaron este problema estudiando el papel
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de los canales de Ca?* registrando los potenciales miniatura en las neuronas de segundo
orden inervadas por las fibra nociceptivas. Aplicando TTA-P2, un bloqueador selectivo de
los canales tipo T, observaron una disminucién de presencia de potenciales miniatura sin
que se redujera la amplitud, lo que indico la expresion de los canales T en las terminales
presinapticas de las fibras nociceptivas, sin que se hayan observado cambios semejantes en
las neuronas de laminas méas profundas. Estos autores no observaron ningun efecto del
TTA-P2 en animales knock-ot del gen que codifica la subunidad (114 del canal tipo T.
Ademas, la participacion de los canales tipo T fue apoyada por el marcaje
inmunohistoquimico que mostro6 localizacion del canal en fibras no peptidérgicas (IB4") y
peptidérgicas (CGRP).

Dada su localizacion, los canales de calcio tipo T pueden estar participando en la
regulacion de la eficacia sinaptica por potenciacion a largo plazo, dependiente de actividad
que se genera en neuronas aferentes y neuronas de la lamina I. La expresion del canal de
calcio tipo T Cav3.2 a nivel periférico y central indica que podria tener una participacion
muy relevante en la sensibilizacion a lo largo de la via de sefializacién del dolor.

Contrario a las evidencias discutidas anteriormente hay reportes que indican lo contrario,
esto es, una disminucidn en la expresién de los canales tipo T durante el dolor neuropatico.
Por ejemplo, realizando registros intracelular o en modalidad de célula completa de somas
de neuronas del GRD, Hogan (2007), Murali et al., (2014) y Abdula y Smith (2013)
observarob un decremento o ausencia de corrientes tipo T en animales neuropaticos. Algo
relevante de mencionar, es referente a la sintesis de los canales, aunque ésta se realiza en el
soma su insercion en la membrana podria ser diferencial entre el soma,el axon y las
terminales, por ejemplo, Bauer y cols (2009) encontraron que durante el dolor neuropatico

la subunidad 020 se sobreexpresa en el soma y es transportada a lo largo del axon hasta la
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terminal central, donde podria estar participando en la insercion de los canales de calcio
tipo N, sin que se observe su posible insercion en la membrana plasmatica de los axones.

Como se ha mencionado, el dolor neuropatico es un proceso complejo y dinamico que
produce cambios en la expresion de canales en las neuronas nociceptivas, y no
nociceptivas, que participan en la sensibilizacion central y periférica. Por lo tanto, en el
proceso de desarrollo y mantenimiento del dolor neuropatico la participacion de las fibras
rapidas no nociceptivas es tan relevante como las nociceptivas, pudiendo ser mas relevantes
las primeras, como lo demuestra el experimento donde se eliminan o desensibilizan
periféricamente las fibras nociceptivas con capsaicina o resiniferartoxina sin que se afecte
la alodinia tactil (Shir y Seltzer, 1990; Takami et al., 2009). En otro trabajo, se demostrd
que el desarrollo del dolor neuropético, inducido por lesion del nervio ciatico, la alodinia
tactil se acompafi6 de actividad ectopica en las fibras sensoriales rapidas Ad, que
presentaron una disminucion en la corriente necesaria para activar potenciales de accion
unicos o en rafagas. Estas fibras liberan sustancia P, glutamato y otras sustancias que
podrian participar en la sensibilizacion central (Liu et al.,, 2000). Al mismo tiempo,
proponen que la actividad ectopica se origina principalmente en el soma neuronal dentro
del GRD vy no en el sitio de la lesion, por lo tanto los somas parecen ser el origen
electrogénico de la actividad espontanea, aunque la aparicion de la actividad ectopica
depende del tipo de lesidn, ya que los cambios cinéticos y metabdlicos que se producen por
la lesion nerviosa dependen de la distancia entre el ganglio y la interrupcion del axén, entre
mas cerca se encuentre la lesion del ganglio la actividad ectdpica se origina mas temprano.
Esta actividad puede producirse por un aumento en la conductancia de Na*, ya sea por

sobre expresion o cambio en la cinética de los canales, cabe recordar que los canales de
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calcio tipo T se activan a niveles de potencial de membrana cercanos al reposo y si estos se
encontraran sobre expresados podrian estar participando en la actividad ectopica
espontanea que se produce al poco tiempo de realizar la lesion.

Por otro lado, la participacién de las fibras aferentes primarias AP no se descarta en el dolor
neuropético, ya que puede ocurrir una reorganizaciéon de la médula espinal o ramificacion
de estas fibras hacia l&minas relacionadas con la transduccion del dolor, aunque estos
procesos pueden ser establecidos a largo plazo. Ademas, las fibras AP pueden modificarse
después de la lesion produciendo cambios rapidos en la expresion de BDNF y SP dentro

del GRD, el cual también participa en la sensibilizacion central (Campbell y Meyer, 2006).

d) Participacion de los canales de Ca?* tipo N en los PAC evocados en fibras
sensoriales rapidas Ap

Los canales de calcio tipo N participan en la corrientes de calcio en las terminales
excitadoras de las neuronas sensoriales en el asta dorsal de la médula espinal, y también
pueden participar en la regulacion de canales de K* dependientes de calcio que regulan la
excitabilidad neurona (McCallum et al., 2011). En general se ha observado que el uso de
blogueadores para los canales tipo N tiene efecto analgésico en el dolor neuropético, lo que
se refuerza con la reduccidn de inflamacion y de sintomas relacionados al dolor en animales
con delecidn genética de estos canales (Saegusa et al., 2001).

En este trabajo, el uso del bloqueador de canales de calcio tipo N, o-CTX-GVIA, produjo
una disminucién del area PAC remanente, después de aplicar mibefradil, en las fibras
sensoriales rapidas, al grado de practicamente anularlo por completo, dejando solamente el
12% del area, mientras que en la rata sham se conservo hasta un 22%. Aparentemente, la

participacion de los canales tipo N es menor que la de los canales tipo T, en el dolor
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neuropatico inducido por LNE. Pero dada su participacion en la liberacion de
neurotransmisor en la terminal central, su intervencién podria juega un papel importante en
la transduccion del dolor.

La misma controversia que hay sobre la expresion y funcion de los canales tipo T ocurre
para los tipo N. Los trabajos publicados indican incremento en su regulacion y otros
aseguran una disminucién de la expresién en los somas del GRD. En este trabajo se
demostrd la posibilidad de que estos canales estén sobre expresados en las neuronas
sensoriales rapidas del nervio lesionado. En este trabajo se observa que es posible que se
encuentren sobre-expresados o al menos méas activos en las fibras sensoriales rapidas del
nervio lesionado. Y aunque la atencion sobre estos canales se ha enfocado en somas
pequefios y medianos, nociceptivos a nivel fisioldgico, y no sobre las neuronas grandes de
donde provienen las fibras sensoriales rapidas. Aun asi, en las fibras sensoriales de tamafio
medio, que estan dentro del rango de las rapidas estudiadas en este trabajo, se encuentra
aumenta su regulacion en el dolor neuropatico, por lo que podrian tener un papel relevante
en la transmisién del mensaje nociceptivo al asta dorsal de la médula espinal, facilitando
procesos como potenciacion a largo plazo, aumento de eficacia sinaptica y sensibilizacion
central, ademas que el incremento en la entrada de calcio mayor puede producir cambios en
la expresion génica.

De la misma forma que se ha estudiado a las canales tipo T, los canales de calcio tipo N han
sido evaluados con bloqueadores farmacoldgicos y manipulacion genética. En el trabajo de
Yang y Stephens (2009) por ejemplo se ha encontrado que estos canales junto con los tipo
R participan en la transmision nociceptiva y en los mecanismos espinales de hiperalgesia
bajo el modelo de ligadura parcial del nervio ciatico en el que se utilizd un Knock-out para

estos canales y se registraron las corrientes de Ca®* por medio de la técnica célula completa
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en neuronas medianas y pequefias, lo cual es coherente con nuestros resultados ya que un
aumento de la respuesta sensorial al dolor puede estar acompafiada por un PAC
magnificado y por lo tanto de una mayor liberacion de neurotransmisor en la terminal.
Asimismo en el trabajo de Saegusa y colaboradores (2001) reiteran estos resultados
mostrando u raton deficiente en estos canales que cuenta con una respuesta menor ante
estimulos dolorosos que inducen inflamacion y reduce los sintomas de la neuropatia. A
pesar de la eficiencia como analgésicos, el uso terapéutico de los w-conopéptidos ha
producido efectos secundarios severos como deficiencias motoras. Los efectos de estas
toxinas no solamente son evidentes en neuronas del GRD, Matthews y Dickenson (2001)
aplicaron espinalmente el mismo bloqueador para canales tipo N y observaron, bajo el
registro electrofisiologico extracelular de la region superficial del asta dorsal en la médula
espinal, que se produce una inhibicién eléctrica en respuestas neuronales, en comparacion
con los organismos control. Y como se ha mencionado, un incremento en la actividad de
aferentes primarias después de dafio periférico puede producir una mayor liberacién de
neurotransmisores excitatorios como glutamato, SP y CGRP lo cual podria hiperexcitar a
las neuronas en la médula espinal.

Aunque la entrada presindptica en esta area del asta dorsal se adjudica a neuronas
sensoriales nociceptivas, pueden por ramificacion, también estar participando las fibras
sensoriales rapidas que han sido estimuladas por liberacion de sustancias proinflamatorias

en el neurona a producir neurotransmisores excitatorios. (Liu et al. 2000).
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e) Los canales de calcio dependientes de voltaje tipo T y N no afectan de manera
particular el PAC de las fibras sensoriales lentas.

Al aplicar los bloqueadores de canales de calcio tipo T y N no se observaron cambios
importantes en el PAC de las fibras sensoriales lentas de los nervios sometidos a la lesion,
en comparacion con los nervios de las ratas sham. Mibefradil redujo un 70% ¢l PAC y -
CTX-GVIA lo deja en un 50% aproximadamente, para ambos casos.

De hecho, la mayor parte de los trabajos realizados ya sea en favor del aumento de la
expresion de canales o disminucién de los mismos, no muestran caracteristicas particulares
a los PA producidos por las fibras lentas, al menos, una vez que el dolor neuropético se ha
establecido. McCallum y colaboradores (2011) registrando las corrientes excitadoras en
celulas medianas disociadas del GRD en ratas con dolor neuropético inducido por LNE L5,
encontraron que las corrientes de calcio entrante producidas por canales de alto umbral,
tipo N, estaba disminuida y ademas determinaron que la densidad de corriente de estos
canales es menor en neuronas de ratas neuropaticas, no por una menor expresion de los
mismo sino por menor probabilidad de apertura provocado por cambios en la fosforilacion
del canal. Cabe mencionar que ademas de ligar el nervio L5 también lo seccionan, lo cual
puede producir diferentes efectos comparando con s6lo producir la ligadura, ya que al
seccionar el nervio por completo puede perder la estimulacion de factores neurotréficos
como NGF o BDNF que promueven la expresion de canales de calcio, este ultimo factor se
expresa en neuronas pequefias y medianas en el GRD, asociadas a la nocicepcion. De hecho
Miki y otros (2000) encontraron que la aplicacion sistémica de BDNF en el modelo de
dolor inducido por LNE, prolonga los efectos del dolor neuropéatico a altas dosis,

particularmente la hiperalgesia mecanica. La union de este factor con el receptor TrkB,
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expresado por células medianas se asocia con una mayor expresion de canales de calcio
tipo N, entre otros procesos de sensibilizacion.

A pesar de estos resultados, consideramos que es poco probable que disminuya la expresion
de canales de calcio tipo N en el axon y la terminal, ya que la subunidad auxiliar a9, que
participa en la insercion de canales de calcio de alto umbral en la membrana, se ha
demostrado que esté sobre expresada. Como lo muestra el trabajo de Luo y colaboradores
(2001), quienes encontraron que los niveles de mRNA de 020 en los GRDs de LS y L6 de
ratas neuropaticas, se incrementa en funcion del tiempo después de la ligadura de los
nervios espinales L5 y L6, ademéas observan que se encuentra disminuye su expresion en
organismos a los que se les trata de recuperar de la alodinia tactil. Los mismos resultados
son encontrados por el grupo de Bauer (2009), quienes localizan con inmunohistoquimica
la presencia de la subunidad 026 en neuronas presinapticas de la region superficial del asta
dorsal de la médula espinal, en el parte ipsilateral a la lesion y en la raiz dorsal que proyecta
del GRD a la médula espinal, es decir a lo largo de todo el axdn, independientemente del
tamarfio de las célula, indicando que podria estar ampliamente distribuida en todos los tipos
de fibras sensoriales, y también en el neuroma. Dentro de este mismo trabajo se muestra
que la aplicacion de pregabalina alivia el dolor neuropético por una reduccion del trafico
anterogrado de la subunidad a2d en las terminales nerviosas que llegan a la médula espinal,
ademas de impedir la insercion en la membrana sin afectar otros procesos celulares.
Siguiendo esta misma linea, en el trabajo reciente de Zoidis y colaboradores (2014)
plantean el uso de un anédlogo a la gabapentina, 2-aminoadamantane-1-acido carboxilico
(GZ4), que cuenta con un mecanismo de accion rapido, en pocas horas, sugiriendo una
inhibicion directa de las corrientes de calcio tipo N, en células HEK-293, por medio de una

interaccion de este farmaco con la subunidad a26. Ya que al utilizar el recombinante de la
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subunidad ap/P3, es decir sin la presencia de la subunidad 020, encontraron que las
corrientes de calcio tipo N estaban disminuidas Yy no obtuvieron efectos al aplicar GZ4,
mostrando que se necesita de la presencia de esta subunidad para el control de la expresion
de los canales tipo N en la membrana.

Entre los procesos en los que podria ser relevante la sobre expresion de los canales de
calcio seria en la activacion repetitiva de entradas sinépticas que produce potenciacion a
largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés) dependiente de actividad que intensifica y
aumenta la eficacia sinaptica de las fibras C. Ohnami y colaboradores (2010) investigaron
el papel de canales de calcio tipo N registrando los potenciales de campo evocados por
estimulacion de fibras C bajo dolor cronico, en el modelo LNE, encontraron que o-CTX-
GVIA disminuye el potencial de campo tipo C, incrementado al producir el dolor crénico
en comparacion con organismos sham, de forma dosis dependiente. También se observo la
contribucion de las corrientes producidas por estos canales para el mantenimiento de LTP
en el asta dorsal de la médula espinal. Es posible que la conotoxina deprima la liberacion
de glutamato y SP, por lo tanto disminuya la activacion de receptores NMDA, que son
clave para la induccién de LTP espinal.

En resumen, si bien no encontramos una sobre activacion de los canales de calcio tipo N en
las fibras sensoriales lentas durante el dolor neuropatico, el incremento en el tamafio del
PAC podria indicar una mayor entrada excitadora en la terminal sobre las neuronas de
segundo orden del asta dorsal de la médula espinal. Aunque todavia hay una gran
controversia sobre si estos canales se encuentran sobre expresados 0 no, al menos se tiene
certeza que la subunidad 028 se sobre-expresa y modula la insercion del canal en la
membrana durante el dolor neuropatico (Liu et al, 2001; Bauer y cols, 2009). Asi que, a

pesar de tener la misma proporcion de bloqueo de los canales de Ca®* tipo N con
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conotoxina en las ratas sham y neuropaticas, la densidad de corrientes en estas Gltimas
podria estar incrementada y participar en el fendbmeno de hiperalgesia, contribuyendo a la

sensibilizacion central asociada a desarrollo y mantenimiento del dolor neuropaético.

f) Sensibilizacion central y la posible participacion del nervio contralateral en el dolor
neuropatico
Como se ha mencionado, durante el dolor neuropatico no solo se sensibilizan las fibras
aferentes primarias que llegan a la médula espinal, también se puede alterar la
organizacion, expresion molecular y funcion de las neuronas presentes en el asta dorsal.
Como describen Latremoliere y Woolf (2009), la sensibilizacion central puede desarrollarse
por una estimulacion repetida e intensa en donde participan fibras sensoriales nociceptivas
y no nociceptivas, los cambios centrales son tales que se puede producir dolor ante un
estimulo que antes era inocuo. La hipotesis general es que la entrada de fibras nociceptivas
exacerbada sensibiliza el sistema nociceptivo, produciendo cambios en las propiedades
funcionales de las neuronas del asta doral dependientes de la actividad, principalmente
mediados por receptores NMDA, que puede ir desde fosforilacion dependiente de la
actividad hasta transcripcion independiente de los canales y receptores que participan en la
transduccion del mensaje nociceptivo. En esta segunda etapa, la transcripcion y sintesis de
proteinas cambia la dinamica central y presenta larga duracién de la sensibilizacion.
Ademas, fibras no nociceptivas pueden reclutarse en la superficie del asta dorsal bajo
procesos todavia no esclarecidos pero que apuntan hacia una migracion de ramificaciones
colaterales de las fibras aferentes primarias no nociceptivas hacia las laminas I y Il donde
se encuentran las neuronas de segundo orden nociceptivas. El incremento del Ca?

intracelular puede ser la clave para la sensibilizacién central, que entra precisamente por los
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receptores NMDA, y que ademas puede liberarse de reservorios intracelulares, llevando a la
activacion de cinasas que actuan sobre los receptores, aumentando la eficacia de los
mismos receptores NMDA asi como de canales ionicos presentes en la membrana, y
también produciendo transcripcidn génica.

La sensibilizaciéon central es hasta ahora, el proceso que involucra la mayor parte de los
cambios producidos durante el dolor neuropatico en espacio y escala temporal. Como
reiteran Latremoliere y Woolf (2009), las fibras C pueden iniciar y mantener la
sensibilizacion central dependiente de actividad en el asta dorsal de la médula espinal, pero
los cambios quimicos y estructurales que ocurren en las fibras A pueden llevar al
reforzamiento de la sensiblizacion, estas neuronas exhiben cambios masivos en
transcripcion que alteran sus propiedades de membrana, asi como el crecimiento y funcién
de la transmision sinéptica que involucra canales ionicos, transmisores y la maquinaria para
la regeneraciéon axonal. Okamoto y colaboradores (2001), observaron una reorganizacion
funcional de las rutas sensoriales producida por la seccion del el nervio ciatico, evidenciada
por la estimulacién de la raiz dorsal y registrando en modalidad célula completa de
neuronas en laminas superficiales del asta dorsal. Propusieron que las fibras sensoriales AP
establecen contacto sinaptico con interneuronas en la sustancia gelatinosa de laminas
superficiales del asta dorsal, dando lugar a la percepcion anormal del dolor ante estimulos
no nociceptivos, suficientes para activar a las fibras AP que produjeron corrientes
excitadoras(EPSCs) en las neuronas de la sustancia gelatinosa, asi como un aumento de los
eventos polisinpticos indicando la posible ramificacion de estas aferentes hacia las
interneuronas de la ldmina I, igualmente aunque en menor medida aumentaron los eventos

monosinapticos a tiempos prolongados de desarrollo de dolor neuropético, es decir, es
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posible que se establezca una conexion sinaptica entre las neuronas de segundo orden que
trasducen el dolor y las fibras aferentes primarias Ap.

Por supuesto, estos no son los Unicos procesos que ocurren, se presenta cambios en los
astrocitos, células T y microglia, que son estimuladas por la inflamacién producida durante
el desarrollo del dolor neuropético; también se ha documentado una posible pérdida de
inhibicion GABAérgica que aumentaria la actividad excitadora en el asta dorsal, pero estos
eventos no pudieron ser abordados desde el enfogque de este trabajo, son observaciones muy
controversiales.

Los cambios que produce la sensibilizacién central no se limitan al asta dorsal de la médula
espinal, Sun y colaboradores (2001) observaron modulacion supraespinal durante la
manifestacion de alodinia, después de seccionar la médula espinal, bloqueo de este
fendmeno sin que se afectara la hiperalgesia térmica producida por el modelo LNE.
Igualmente en las fibras aferentes AP, aumentd la entrada sindptica de las rutas
supraespinales como la espinotalamica. Con el fin de reducir la alodinia tactil, estos autores
realizaron una hemiseccién de la médula espinal contralateral a la lesion, por donde viajan
la informacion que transmite el dolor a los nucleos supraespinales, sin que se produjera el
resultado esperado, es decir, disminucién de la entrada nociceptiva ascendente.

El punto de mencionar estos mecanismos donde el dolor neuropético se extiende mas alla
de los limites locales o regionales del dolor nociceptivo en cuanto a mecanismos de
transduccion del dolor, se debe a los efectos producidos por la evaluacion del nervio
contralateral a la lesion de tipo LNE realizado en este trabajo, en donde la
contralateralizacion del dolor neuropético parece poder evaluarse en cambios dentro del

PAC.
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En primer lugar, el PAC de las fibras sensoriales rapidas esta deprimido en el nervio
neuropatico contralateral con respecto al nervio sham de forma significativa, lo cual
indicaria que los cambios producidos en el asta dorsal ispilateral a la lesion podrian estar
sensibilizando el asta contralateral y afectando las neuronas sensoriales. Esta
sensibilizacion contralateral produce alodinia tactil después de 19 dias de realizada la
ligadura de los nervios espinales contralaterales (observacion no publicada del Dr. Vinicio
Granados y su grupo). Los resultados de este trabajo apoyan estos hallazgos, ya que
mibefradil produjo un mayor decremento en el PAC en los nervios contralaterales a la
lesion que en los de las ratas sham. Ademas, la latencia de los PAC present6 un incremento
de 29% con respecto a las ratas sham, lo que sugiere una participacion importante de los
canales de calcio tipo T en la generacion de los potenciales de accion.

Por otro lado, el PAC de las fibras sensoriales tipo C del nervio contralateral al seccionado
en promedio fue semejante al registrado en las ratas sham. El bloqueador de canales de
calcio tipo T redujo el PAC a los valores semejantes a los de los nervios neuropatico
ipsilateral a la lesion y sham, alrededor de un 74%, por lo que no se observan propiedades
particulares. Sin embargo, al bloquear los canales tipo N con ©-CTX-GVIA se reduce el
tamafio del PAC a un 34%, que corresponde a un 15% maés de lo que ocurre en los otros dos
nervios, sham vy neuropético ipsilateral. Entonces, es posible que aunque el PAC
aparentemente no tenga cambios a simple vista con respecto al nervio sham si se
encuentren sobre expresados o activos canales de calcio tipo N, coadyuvando a la
sensibilizacion central por medio de un incremento en la liberacion de neurotransmisor.

Los resultados de este trabajo corroboran lo complejo que son los cambios producidos a
nivel del sistema nervioso central y periférico, durante el desarrollo y mantenimiento del

dolor neuropatico. La sensibilizacion del nervio contralateral que conlleva la aparicion de
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alodinia es un problema que complica todavia mas la posibilidad de encontrar una terapia

contra la neuropatia.

Conclusiones

Los canales de calcio tipo T y N participan en los cambios funcionales que se producen en
las fibras aferentes primarias rapidas y lentas durante el desarrollo y mantenimiento del
dolor neuropético. En las fibras sensoriales rapidas estos dos canales pueden estar actuando
en el desarrollo de actividad ectopica, y de la sensibilizacion central al producir una mayor
liberacion de transmisor excitador sobre las neuronas de segundo orden involucradas en la
transmision del dolor, procesos que afectan en desarrollo de alodinia e hiperalgesia. En las
fibras nociceptivas del tipo C, particularmente los canales tipo N pueden participar en el
aumento de la liberacion de neurotransmisor y el desarrollo de hiperalgesia y
sensibilizacion central.

En la figura 10 se muestra un resumen de los posibles procesos moleculares, celulares y
sistémicos que ocurren durante el desarrollo y mantenimiento del dolor neuropatico. Se
muestra que el dolor neuropatico es un proceso sostenido, que transforma las propiedades
de las fibras sensoriales primarias, los cambios ocurren de forma acumulativa, es decir, a
partir de los primeros procesos se van estableciendo otros, que transforman un simple
estimulo en toda una cascada compleja de interaccién intra y extracelular que modulan la
actividad del sistema nervioso central y periférico. Por lo tanto, no hay un protagonista o
factor Unico que detone o sostenga al dolor neuropatico, sino que como la mayoria de los
procesos bioldgicos, se encuentra orquestado por tantos factores como participantes que

desafian nuestro concepto de ‘componentes principales’.
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Figura 10. Cambios producidos en las neuronas sensoriales por una lesion del nervio espinal. De izquierda a
derecha se enumeran los procesos secuenciales que inician desde el momento de la lesion como la liberacién
de sustancias proinflamatorias (1), actividad ectdpica (2) producidas por el neuroma o GRD; continuando con
cambios en la expresion molecular de canales y receptores en los somas y proyecciones axénicas de las fibras
aferentes primarias (3); que llevan a un aumento de la liberacion de transmisor a nivel de la terminal en el asta
dorsal de la médula espinal (4), que aumenta la eficacia sinéptica y a largo plazo produce sensibilizacidn.
Finalmente la informacion de dolor se transmite a los nucleos supraespinales que activa respuestas

descendentes (5).
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