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Resumen

Las neuronas sensoriales o fibras aferentes primarias expresan receptores
GABAérgicos. Interesantemente, la accion del GABA cambia de inhibidor a
excitador en el sistema nervioso periférico debido a la alta expresion del NKCC1 y
la baja expresion del KCC2, lo que permite una alta concentracion de Cl- intracelular
y que despolarice a las neuronas de las aferentes primarias. Esta despolarizacion,
conocida como PAD que regula la liberacién de neurotransmisor en las terminales
de las fibras aferentes primarias e inhiben a neuronas de la médula espinal, la cual
paradojicamente esta relacionada con la inhibicion presinaptica. Ademas la union T
de las neuronas sensoriales en el ganglio de la raiz dorsal funciona como un filtro
pasa bajas, capaz de filtrar potenciales de accion provenientes de la periferia para
evitar una sobre estimulacion de las neuronas de la médula espinal. En la
neuropatia por lesion de nervios espinales o diabetes se han observado cambios en
la expresion de canales y receptores a neurotransmisores, ademas de la pérdida
del filtro en la union T. Mediante registros electrofisiologicos se demostré que la
activacion con GABA (5 uM), el bloqueo de los rasGABAA y rGABAA con L-655, 708
(20 uM) y picrotoxina (100 pM), respectivamente, reducen el area bajo la curva de
los potenciales de accidén evocados por la fibras aferentes Aa/f y C en ratas naive
y en ratas neuropaticas por lesion de nervios y diabetes, y que existen alteraciones
electrofisiologicas de los potenciales de accion en la neuropatia. Estos datos
sugieren que los rGABAA modulan la excitabilidad de las neuronas sensoriales a
través de la despolarizacion ténica y que la expresion de rGABAa y rGABAg
disminuye por la neuropatia, ocasionando cambios en los PA. Por otro lado, este
trabajo aporta evidencia de la presencia de la falla en la propagacion de los
potenciales de accion en ratas naive a través de la estimulacion de un tren de 20
choques a 200 Hz y que éste se pierde por la neuropatia. Ademas, esta propiedad
de filtrado no se afecta por el bloqueo y activacién de los rGABAA y rGABAg al

menos en ratas naive.
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Abstract

Sensory neurons or primary afferent fibers express GABAergic receptors.
Interestingly, the GABA action changes from inhibitory to excitatory neurotransmitter
in peripheral nervous system due to increased NKCC1 expression and decreased
KCC2 expression, which allows a high chloride intracellular concentration and a
depolarization of primary afferent neurons. This depolarization, known as PAD
regulates neurotransmitter release in primary afferent fibers terminals and inhibits
spinal cord neurons, which paradoxically is related with presynaptic inhibition. In
addition, dorsal root ganglion (DRG) neurons T-junction works as low-pass filter,
capabile to filter action potentials (AP) from periphery to avoid an over stimulation of
spinal cord neurons. In neuropathy induced by spinal nerves injury (SNI) or diabetes,
it has been observed changes in channels or neurotransmitter receptors expression,
also the filter-loss in T-junction. By means of electrophysiological recordings, it was
shown that shunting with GABA (5 uM), asGABAar and GABAAar blocking with L-655,
708 (20 uM) and picrotoxin (100 puM), respectively, reduced the area under the curve
of AP evoked by Aa/p and C afferent fibers in naive rats, neuropathy by SNI or
diabetes. There was electrophysiological alterations of AP in neuropathy. These
data suggest that GABAar modulate DRG neurons excitability through a tonic
despolarization and the GABAar and GABAgr expression is reduced in neuropathy,
which explains the changes in the AP. In addition, this work provides evidence of the
presence of AP propagation failure in naive rats through stimulating with a train of
20 pulses, 1.5xU and 200 Hz and its loss in neuropathy. Also, this filtering property

is not affected by GABAar or GABAgr activation or blocking at least in naive rats.
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Introduccion

1. GABA

En el SNC de los mamiferos, el GABA es el principal neurotransmisor inhibidor.
El GABA se sintetiza a partir del glutamato por la GAD y es metabolizado
posteriormente por la GABA-T produciendo semialdehido succinico (Watanabe et
al., 2002). Ademds, este neurotransmisor se ha encontrado en organismos
procariontes y en plantas (Shelp et al., 1999).

Estudios cuantitativos y semicuantitativos de niveles de GABA, GAD y GABA-
T han demostrado su presencia en la sangre, vasos sanguineos, corazén, musculo
esquelético, tracto gastrointestinal, higado, pancreas, riiidn, vejiga, o6rganos
reproductores masculinos y femeninos, pulmaon, pituitaria, tiroides, glandula adrenal,

timo, glandula salival, piel y ganglio simpatico (Tanaka 1985; Erdo y Kiss 1986).

El GABA actla a través de tres tipos de receptores: GABAa, GABAg y GABAC.
Los rGABAA Yy rGABAc son miembros de la super familia de canales de Cl- activados
por ligando y median una actividad inhibidora rapida (Chebib y Johnston 1999;
Farrant y Nusser, 2005; Olsen y Sieghart, 2008). Los rGABAg pertenecen a la familia
de los receptores acoplados a proteinas G y regulan canales de Ca?' y K* que

median una inhibicién de largo plazo (Kerry Ong, 1995).

2. Receptores GABAA

En el SNC de los vertebrados maduros, el GABA tiene una accion inhibidora,
debido a que la concentracién intracelular de Cl- es menor comparada con la del
medio extracelular. Cuando el GABA se une al rGABAA, éste se abre y permite el
flujo del CI- dentro de la neurona. De este modo, el GABA hiperpolariza la membrana
neuronal, reduciendo la excitabilidad de la neurona (McDonald y Olsen, 1994;
Watanabe et al., 2002).

El rGABAA es un canal pentamérico permeable a CI- y a HCO3. Cada
subunidad esta compuesta por un dominio N terminal extracelular y por cuatro

dominios transmembranales hidrofébicos (M1 — M4) seguido de un dominio C
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terminal extracelular (Barnard et al., 1998; Chebib y Johnston, 2000; Watanabe et
al., 2002) (Fig. 1A). Las cinco subunidades del rGABAa forman una estructura
cuasisimétrica alrededor del canal i6nico, y la region M2 forma la pared del poro del
canal (Chebib y Johnston, 2000) (Fig. 1B).

Hasta la fecha, se han identificado las subunidades ai-s, B1-3, Y1-3, O, €, 8, TT, p1-
3(Barnard et al., 1998; Olsen y Sieghart, 2008). Aunque matematicamente existen
miles de combinaciones posibles, sélo se han encontrado una docena en el SNC.
Esta diversidad de subunidades le confiere al receptor propiedades especificas
como son: cinética del canal, afinidad por el GABA, velocidad de desensibilizacion,
localizacién subcelular y perfil farmacolégico (Farrant y Nusser, 2005). Se ha
demostrado por estequiometria que la composicion de estos receptores es de dos
subunidades a, dos B y una y, donde esta ultima puede ser remplazada con otra
subunidad. Varios estudios han demostrado que los receptores ai132y2 son los mas
abundantes en el cerebro (Tretter et al., 1997) (Fig. 1C). Las subunidades 6 o € se
pueden ensamblar en el rGABAa en lugar de la subunidad y. La subunidad 1T ha
sido encontrada fuera del SNC en érganos como utero, glandula prostatica, timo y

pulmén (Hedblom y Kirkness, 1997).

2.1 Distribucion de los rGABAA en el cerebro
Las subunidades del rGABAAa se distribuyen de modo no homogéneo en el

cerebro de mamiferos adultos: (i) Las subunidades ai, B2, Bs Yy Y2 estan
extensamente distribuidas en el cerebro como son: el bulbo olfatorio, regiones de la
corteza cerebral, hipocampo, ganglios basales, tdlamo, hipotalamo, tallo cerebral y
cerebelo (Fritschy y Mohler, 1995). (ii) Las subunidades az, as, as y d estan limitadas
a ciertas regiones como son: bulbo olfatorio, hipocampo, regiones del tadlamo,
hipotalamo y tallo cerebral (Fritschy y Mohler, 1995). (iii) La subunidad ai esta
expresada en regiones donde la subunidad a» esta expresada en niveles bajos
(Fritschy y Mohler, 1995). (iv) La subunidad as esta expresada en regiones donde
la subunidad a; esta expresada en niveles bajos como son: bulbo olfatorio, ganglios
basales, talamo e hipotalamo (Fritschy y Mohler, 1995). (v) La subunidad as es

abundante en el hipocampo (Fritschy y Mohler, 1995). (vi) La subunidad as esta
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expresada en ciertas regiones relacionadas con la funcién de la memoria (Fritschy
y Mohler, 1995). (vii) La subunidad as esta expresada exclusivamente en las células
granulares del cerebelo (Watanabe et al., 2002). (viii) Finalmente, la subunidad €
esta expresada Unicamente en algunas regiones del hipotalamo e hipocampo
(Watanabe et al., 2002).

2.2 Receptores GABAA sinapticos y extrasinapticos
Como se explicé anteriormente, cuando el GABA se une al rGABAa, la

permeabilidad al Cl- aumenta, esto permite la entrada neta de aniones al interior de
la neurona produciendo una hiperpolarizacion postsinaptica de la neurona, es decir
un IPSP. Este incremento en la conductancia de la membrana (apertura de canales)
ocurre en menos de 30 ms y da lugar a la inhibicion fasica, es decir, estos receptores

se activan e inactivan rapidamente (Farrant y Nusser, 2005).

En afos recientes, se ha demostrado que algunos rGABAAa se localizan fuera
del espacio sinaptico. EIl GABA puede escaparse de la sinapsis y activar estos
receptores o incluso activar receptores de neuronas adjuntas (fenébmeno conocido
como spillover). A estos receptores de les denomina extrasinapticos. Poseen mas
afinidad por el GABA que los sinapticos. Ademas, la duracion de activacion e
inactivacion es mayor comparada con la fasica, lo que mantiene activados a los

rGABAAx tonicamente (Farrant y Nusser, 2005).

Los receptores sinapticos estan conformados principalmente por la subunidad
Y2 en asociacion con las subunidades ai, a> o az (a1B23y2, O2B2/3y2 Y A3P23Y2)
(Farrant y Nusser, 2005). Mientras que los receptores que contienen a las
subunidades a4, as 0 as y la subunidad & (asPx0, 04BxO y asPxy2) son predominante
0 exclusivamente extrasinapticos. No obstante, esto no es una regla generalizada,
ya que se ha observado que algunos receptores sinapticos se localizan en sitios

extrasinapticos (Farrant y Nusser, 2005; Brickley y Mody, 2012)

En un trabajo realizado por Béhme y colaboradores (2004), a través de la
mutacion y transfeccion de rGABAa en células HEK 293 lograron identificar los
receptores con mayor afinidad (ECso) por GABA. Mediante ensayos de binding y

mutaciones en la subunidad a determinaron que la subunidad ae es la que posee

5
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Figura 1. Representacién del canal i6nico GABA activado por ligando. A. Estructura general de una de las
cinco subunidades mostrando los cuatro pases transmembranales (M1 — M4). B. Arreglo pentamérico de las
subunidades mostrando la regién M2 que forma el poro del canal. C. Receptor GABAa formado por dos
subunidades a1, dos subunidades 2 y una subunidad y. (Imagen tomada y editada de Chebib y Johnston, 2000)

mayor afinidad (1.0 £ 0.03 uM) y la subunidad az con menor afinidad (2.9 £ 0.1 uM),
quedando en el siguiente orden: as > a1 > a2 > as > as >> az. Por lo tanto, los
receptores con las subunidades asB30 y 04B3d (extrasinapticos) tienen la mas baja
ECso para GABA (~0.3 — 0.7 yM) mientras que la configuracion aiBsy2, 02Bsy:
(sinapticos) son un orden de magnitud mayores (~6 — 14 uM) (Farrant y Nusser,
2005).

2.3 Funcion de los rGABAA sinapticos y extrasinapticos
Las interneuronas GABAérgicas del SNC previenen a las neuronas de la

sobrexcitacion a través de la inhibicion fasica, y asi evitar el desarrollo de patologias

en la actividad neuronal (Farrant y Nusser, 2005).

Una de las funciones mas importantes de la inhibicion fasica es la generacién
de actividades ritmicas o sincronizadas en la red neuronal. Por ejemplo, la actividad
de las neuronas corticales y las células en canasta del hipocampo que inervan
regiones perisomaticas de las células piramidales esta determinada por
interneuronas GABAEérgicas granulosas. Estas interneuronas controlan el nimero
de células piramidales activas y la frecuencia de disparo, esto es esencial en la

generacion y mantenimiento de las oscilaciones theta, gamma y de alta frecuencia
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(Jonas et al., 2004). El rol de la inhibicién fasica en la generacion o regulacion de la
actividad sincrona de una poblacion de neuronas también se ha observado en otras
regiones del cerebro como el tAlamo (Huntsman et al., 1999) y el bulbo olfatorio
(Laurent, 2002).

Por otro lado, los rGABAa extrasinapticos modulan la excitabilidad de las
neuronas, esto se ha observado en las células piramidales de las regiones CAl y
CA3 del hipocampo, que expresan al rasGABAAa (Glykys y Mody, 2007) donde estos
receptores muestran una fuerte rectificacion de salida y asi un mayor efecto
modulador ante una entrada excitadora (Pavlov et al., 2009). En hipocampo, los
receptores extrasinapticos son capaces de modular la excitabilidad sin alterar la
sensibilidad de las neuronas. También se ha observado que el blogueo de la
inhibicion tonica facilita la excitabilidad de las interneuronas, permitiendo un
incremento en la frecuencia de los IPSPs en células piramidales de CA1 (Semyanov
et al., 2003).

Estos receptores extrasinapticos son de gran importancia, ya que se les
asocia con varios desoérdenes y patologias como alteraciones del suefio, estrés y
trastornos psiquiatricos, epilepsia, dependencia al alcohol, memoria y aprendizaje
(Brickley y Mody, 2012).

3. Receptores GABAsg

Los rGABAg pertenecen a la super familia de receptores metabotropicos
acoplados a proteinas G con siete dominios transmembranales, al igual que los
receptores metabotrépicos del glutamato (RmGlu), receptores sensores de Ca?*y
receptores de la lengua para umami y del sabor dulce (Malcangio, 2017). Es un
heterodimero formado por dos subunidades, GABAg1 y GABAg: (Fig. 2). La
subunidad GABA&g: contiene un dominio extracelular largo que une al GABA (Bettler
et al., 2004) u otro ligando como el baclofen (Benarroch, 2013). La subunidad
GABAB&:2 une al receptor con la proteina G. La activacion del rGABAg resulta de un

cambio conformacional de las dos subunidades (Benarroch, 2013).
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3.1 Funcién de los rGABAs

Los rGABAg juegan un papel muy importante en la inhibicion de la transmision
sinaptica. En el cerebro, estos receptores estan localizados tanto pre y
postsingpticamente (Kaupmann et al., 1997; Watanabe et al., 2002).
Presinapticamente, los autoreceptores GABAg controlan la liberacion de GABA,
mientras que los heteroreceptores GABAg regulan la liberacion de otros
neurotransmisores como glutamato, noradrenalina, dopamina, 5-HT, sustancia P y
somatostatina (Kaupmann et al., 1997). Este efecto presinaptico se lleva a cabo
principalmente a través de la inhibiciéon de canales de Ca?* dependientes de voltaje
de alto umbral tipo N o tipo P/Q via subunidades G By (Bettler et al., 2004).

Los rGABAg postsinapticos modulan la excitabilidad neuronal mediante la
apertura de canales rectificadores de K* via subunidades G By al igual que los
presinapticos. Ademas, en algunas neuronas generan una IPSC por la activacion
de canales de K* (GIRK o Kir3). El efecto fisiologico de la activacion de estos
canales es normalmente una salida de K*, resultando en una hiperpolarizacion
(Bettler et al., 2004). Ademas los rGABAg también pueden inhibir la actividad de la
adenil ciclasa (Kerr y Ong, 1995).

3.2 Distribucion de los rGABAE en el cerebro
En el cerebro, la distribucion de los rGABAg es distinta a la de los rGABAA,,

aunque hay regiones donde ambos receptores estan presentes. La distribucion del
receptor GABAg: se ha observado en los nucleos septohipocampal, periventricular,
supraquiasmatico y supradptico, en células de Purkinje en el cerebelo, y en células
granulares y piramidales del hipocampo y giro dentado (Lu et al., 1999). La
distribucion del receptor GABAg. esta presente en la corteza cerebral, talamo,

cerebelo e hipotalamo (Clark et al., 2000).
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4. Distribucion de los rGABAA Yy rGABAg en la médula espinal
y GRD

Las subunidades de los rGABAA se expresan diferenciadamente en la médula
espinal: (i) en la lamina | de Rexed se expresan las subunidades a2, az, B2, B3 Y V2
(Bolhalter et al., 1996; Paul et al., 2012); (ii) en la ldmina Il también se expresan las
subunidades anteriores (Persohn et al., 1991; Bolhalter et al., 1996) y la subunidad
os (Paul et al., 2012; Bravo-Hernandez et al., 2016; Pérez-Sanchez et al., 2016); (iii)
en la lamina Il se expresan las subunidades a1 ,02, as, as, B2, B3y Y2 (Persohn et al.,
1991; Paul et al., 2012), aunque la subunidad as se expresa mas abundantemente
en la capa interna (Bravo-Hernandez et al., 2016) y la subunidad az en la capa
externa (Bolhalter et al., 1996); (iv) en las laminas IV y V hay expresion de la
subunidad as en células donde no esta la subunidad ai, ademas hay una mayor
expresion de las subunidades as, B2, B3 y Y2 en células pequefias, también se
encuentra la subunidad a> donde su expresion en la médula espinal es un poco
difusa (Bolhalter et al., 1996); (v) en las laminas VI — VIII, las subunidades a3, B2, B3
y Y2 se expresan de manera extendida en las neuronas. En contraste, las
subunidades a1 y as estan en un grupo de neuronas mas restringidas, mientras que
la subunidad a» se expresa en muy pocas neuronas aisladas en esta capa. Cabe
mencionas que la subunidad azes la subunidad mas abundante de las laminas VI —
VIII (Bolhalter et al., 1996); (vi) en las motoneuronas (lamina IX) se expresan las
subunidades az y y2, aunque algunas también expresan la subunidad as (Bolhalter
et al., 1996); (vii) en la lamina X se expresan las subunidades ai, as, B2, B3, Y2
(Bolhalter et al., 1996) y a2 (Paul et al., 2012).

También existe evidencia de que los rGABAg se expresan en la médula
espinal. Towers y colaboradores (2000) por medio de hibridacion in situ e
inmunohistoquimica demostraron que dichos receptores se expresan en las laminas
I, IX'y X.
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Figura 2. Representacion esquematica del rGABAg. Los rGABAs poseen dos subunidades GABAs: y
GABAB?, la subunidad GABABg: posee el sitio de union a GABA y la subunidad GABAg: activa la proteina G para
activar o inactivar canales de K*y Ca?* dependiendo de su funcién via proteina G By, también inhibe la adenil
ciclasa via proteina Gain. Un gran nimero de proteinas se han encontrado que interactian estos receptores
con las colas citoplasmaticas como factores de transcripcion de zipper de leucina (ATF-4, CHOP), proteinas
como 14-3-3, factor sensitivo a N-etiimaleimida (NSF), tamalina y MUPP-1. Proteinas que interactdan con el
citoesqueleto como B-filamentos (Bettler et al., 2004). (Imagen tomada y editada de Benarroch, 2013).

Ademas de la médula espinal, ambos receptores GABAA Yy GABAg se expresan
en el GRD de las FAP, como los rGABAa con las subunidades a. (Persohn et al.,
1991; Bolhalter et al., 1996; Paul et al., 2012), asz (Bolhalter et al., 1996; Knabl et al.,
2008; Paul et al., 2012) y as (Paul et al., 2012; Loeza-Alcocer et al., 2013; Bravo-
Hernandez et al.,, 2016). Por otro lado, se ha observado la expresion de las
subunidades GABAg:1 y GABA&: de los rGABAg en el GRD de las FAP (Towers et
al., 2000; Charles et al., 2001)
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5. Fibras aferentes primarias
Las FAP son neuronas pseudo unipolares cuyo soma se encuentra en el GRD

con una terminal periférica y otra central que emanan desde una rama axonal comun
(Basbaum et al., 2009). La terminal de la rama periférica del axén es la Unica parte
de la neurona que es sensible a estimulos naturales. Las propiedades de la terminal
periférica determinan la funcién sensorial de cada una de estas neuronas. Las FAP
transmiten hacia la médula espinal la intensidad del estimulo codificada en
frecuencia de potenciales de accion, con lo cual estas neuronas son adecuadas
para cumplir sus dos funciones principales: (i) transduccion del estimulo y (ii)
transmision de la informacion codificada del mismo al SNC (Kandel, 2013).

Las FAP se pueden clasificar por su blanco periférico (por ejemplo, aferente
cutanea, articular o visceral), VC (la cual depende de su tamafio y mielinizacion,
entre otros), propiedades de respuesta (incluyendo modalidades sensoriales y la
intensidad del estimulo necesario para activarlas) y por el fenotipo neuroquimico
(como la expresion de péptidos) (Todd, 2010). Las caracteristicas antes
mencionadas estan interrelacionadas. Las aferentes cutaneas mielinizadas
(conocidas como fibras AB) surgen de mecanorreceptores de bajo umbral, que
responden al tacto o al movimiento del cabello (Todd, 2010; Braz et al., 2014),
ademas las aferentes poco mielinizadas (conocidas como fibras Ad) y las aferentes
no mielinizadas (o desmielinizadas) (conocidas como fibras C) provienen de
nociceptores o termorreceptores (Millan, 1999; Basbaum et al.,, 2009).
Recientemente, se ha reportado que no todas las fibras C son nociceptores.
Interesantemente, un grupo de aferentes desmielinizadas responden a estimulos
inocuos (no dolorosos) y estan relacionadas a estimulos placenteros al tacto
(Olausson et al., 2008).

La velocidad de conduccién varia dependiendo de varios factores como el
diametro de la fibra y la presencia o no de mielina (Tabla 1). En humanos, la
presencia de las fibras C en la piel es del 70%, 10% de Ad y 20% de Aa/p (Millan,
1999).
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Por sus propiedades neuroquimicas las fibras nociceptivas se dividen en dos
grandes grupos (Snider y McMahon, 1998); aquellas que contienen neuropéptidos
(también llamadas peptidérgicas), como la sustancia P (Lawson et al., 1997), CGRP,
también expresan el receptor a neurotrofina TrkA, el cual responde al NGF
(Basbaum et al., 2009; Braz et al., 2014), y aquellas que no contienen neuropéptidos
(también llamadas no peptidérgicas) que expresan el receptor a neurotrofina c-Ret
y actia con el GDNF, al igual que neurturina y artemina (Basbaum et al., 2009)
ademas de expresar el receptor a la lectina IB4 (Braz et al., 2014).

5.1 Proyeccion de las FAP en la médula espinal
En el asta dorsal de la médula espinal, las terminales de las aferentes

primarias tienen una distribucién especifica determinada por su funcionalidad (Fig.
3). Las fibras de bajo umbral y de rapida conduccién AR, proyectan a las laminas
mas profundas (I, IV y V). Los nociceptores Ad proyectan a la lamina | y ademas a
la lamina V. En contraste, los nociceptores C proyectan mas superficialmente a las
laminas | y Il (Basbaum et al., 2009; Todd, 2010). Cabe mencionar que las fibras C
muestran un patron de proyeccion a las [aminas mas superficiales del asta dorsal
(Snider y McMahon, 1998). La mayoria de las fibras C peptidérgicas inervan la
lamina | y la parte mas dorsal de la lamina II. Por otro lado, las aferentes no
peptidérgicas terminan en la regiéon media de la lamina Il (Basbaum, 2009). La parte
mas ventral de la lamina Il esta caracterizada por la presencia de interneuronas

excitadoras que expresan la PKCy (Malmberg et al., 1997).

Las terminales de las aferentes primarias hacen sinapsis con interneuronas,
las cuales abundan en las laminas | — Il (Todd, 2010; Braz et al., 2014). Las
interneuronas pueden clasificarse en dos principales grupos: excitadoras
(glutamatérgicas) e inhibidoras (GABAérgicas y/o glicinérgicas). En la rata, el GABA
estd presente en ~25%, 30% y 40% de las neuronas de las laminas I, Il y lll,
respectivamente (Polgar et al., 2003). Las interneuronas hacen sinapsis con
neuronas de proyeccién, por ejemplo, en la lamina Ill las neuronas de proyeccion

gue expresan al receptor NK1 recibe numerosas sinapsis de interneuronas

12
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Figura 3. Conexiones entre las FAP y las neuronas de la médula espinal. Existe una organizacién laminar
muy precisa del asta dorsal de la médula espinal; los subgrupos de las FAP inervan a la médula espinal en
laminas especificas. Los nociceptores desmielinizados tipo C peptidérgicos (rojo) y los poco mielinizados
(morado) terminan sus axones mas superficialmente, donde hacen sinapsis con neuronas de proyeccion (rojo)
de la lamina | e interneuronas (verde) de la lamina Il externa. Los nociceptores amilelinizados no peptidérgicos
(azul) hacen sinapsis con interneuronas (azul) en la ldamina Il interna. En contraste, las terminales de las fibras
AB mielinizadas (naranja) hacen sinapsis con interneuronas que expresan PKCy de la region ventral de la lamina
Il interna, ademas las fibras AB proyectan sus axones a la lamina V (morado), donde convergen con las fibras
Ad (Basbaum et al., 2009). (Imagen editada y tomada de Basbaum et al., 2009).

Humano Rata
Aferente Aferente Diametro VC (m/s) Diametro VC (m/s)
cutanea muscular (um) (um)
Mielinizada AB I >10 30— 100 40 14 - 30
Poco
Amielinicas C v 04-1.2 0.5-20 <25 0.8-1.3

Tabla 1: Didmetro y velocidad de conduccion de las fibras aferentes primarias de humano (Kandel et al., 2013)
y rata (Harper y Lawson, 1985).

GABAérgicas. Las neuronas gigantes de la lamina | también reciben contacto

monosinaptico por interneuronas GABAérgicas (Todd, 2010).
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6. Dolor

Las neuronas del GRD transmiten la informacién somatosensorial hacia el
SNC codificada en PA. Estas neuronas se clasifican en dos grupos principales:
neuronas no nociceptivas que responden normalmente a estimulos no dolorosos; y
las neuronas nociceptivas que responden normalmente a estimulos dolorosos
(Fang et al., 2005). EIl dolor se define como una experiencia emocional o sensorial
no placentera asociada con el dafo tisular real o potencial (IASP, 2011). Esta
habilidad de detectar estimulos nocivos o dolor es esencial para el bienestar y

sobrevivencia de los organismos (Basbaum et al., 2009).

El dolor puede clasificarse en tres grupos. (i) el dolor nociceptivo, que se
encarga de la proteccion del organismo, en esencia detecta los estimulos nocivos o
gue puedan ocasionar algun dafio (calor, frio, algun objeto filoso, etc.) (Woolf, 2010).
(i) el dolor inflamatorio ocasionado por la activacion del sistema inmune por al dafio
o infeccidn de algun tejido, el cual promueve la activacion del sistema inmune para
la reparacion del tejido causando hipersensibilidad e inflamacién. Este tipo de dolor
se considera de adaptacion y de proteccion (Woolf, 2010). (iii) Finalmente, se
encuentra el dolor patolégico, que se produce por un mal funcionamiento del SN en
la integracion de la informacion del dolor. Este tipo de dolor no se considera como
un sintoma, sino como una enfermedad, el cual ocurre por dafio del SNC o SNP
(dolor neuropatico) o incluso en condiciones en las cuales no hay dafio o inflamacion
(dolor disfuncional). Algunas condiciones que pueden provocar dolor disfuncional
son fibromialgia, sindrome del intestino irritable, cistitis intersticial entre otros
sindromes en el que existe dolor pero sin estimulo nocivo o patologia inflamatoria
periférica (Woolf, 2010).

6.1 Dolor neuropatico
El término “dolor neuropatico” es ampliamente usado para diferentes

condiciones causadas por una lesibn o enfermedad del SNP o SNC, que
usualmente recibe y procesa la informacion somatosensorial (Jensen et al., 2011).
Algunas de las causas que puede generar dolor neuropatico son el dafio del SNP

como neuralgia postherpética, lesion de nervios, neuralgia trigeminal, dolor
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postamputacién, entre otros mas (Jensen y Finnerup, 2014). Adicionalmente,
desordenes del SNC como lesion de la médula espinal o esclerosis maltiple pueden
causar dolor neuropético (Jensen y Finnerup, 2014). El dolor neuropético posee dos
caracteristicas clinicas: alodinia (dolor generado por un estimulo que normalmente
no causa dolor) e hiperalgesia (un incremento en la respuesta del dolor producido
por un estimulo que normalmente causa dolor) (IASP, 2011).
6.2 Neuropatia diabética

Por otro lado, la diabetes puede ocasionar cambios funcionales patolégicos
tales como retinopatia, nefropatia o neuropatia. Los mecanismos especificos que
contribuyen a generar la neuropatia diabética no estdn completamente entendidos,
aunque evidencia experimental muestra que la hiperglicemia, glucotoxicidad y algun
dafo en la sefalizacion de la insulina podrian activar algunas vias bioquimicas que
afectan el metabolismo celular. Estas alteraciones promueven cambios
estructurales como la desmielinizacion segmental y microangiopatia, e induce
apoptosis neuronal en el GRD, resultando en dafio y pérdida de la mielinizacion y

generando fibras desmielinizadas (Albers y Pop-Busui, 2014).

6.3 Neuropatia por lesion del sistema nervioso periférico
En los modelos de dolor crénico en roedores se evalla la aparicion y

mantenimiento de la alodinia e hiperalgesia mecanica mediante filamentos de Von
Frey aplicados en la planta de la pata de la extremidad posterior (Li et al., 2000;
Kambiz, et al., 2014). Los estudios histolégicos y electrofisiologicos han demostrado
gue la extremidad posterior de las ratas esta inervada por el nervio safeno y las
ramificaciones del nervio ciatico: tibial y sural. (Kaizawa y Takahashi, 1970; Brunner
et al., 1980; Swett et al., 1986). El nervio ciatico proviene de los nervios espinales
L3 hasta L6, aunque sus mayores componentes (tibial y sural) estdn en L4 y L5
(Schmalbruch, 1986) (Fig. 4), siendo muy baja la contribucion de los nervios
espinales L3 y L6. Se ha propuesto que cerca del 98 0 99% de todos los somas del
nervio ciatico residen en los GRD de L4 y L5 (Swett et al., 1991; Asato et al., 2000).

Se han propuesto diferentes modelos para generar dolor neuropatico a través

de la LNE. Modelos como el propuesto por Bennett y Xie (1998) o Seltzer y
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colaboradores (1990) consisten en ligar los nervios espinales L4 y L5. Como
resultado de tal accidn, las ratas presentaban debilidad motriz. Es por ello que se
propone una lesion segmental del nervio ciatico, la LNE L5 Unicamente o ligar L5 y
L6 (Kimy Chung, 1992).

7. Funcion de los receptores a GABA en el GRD de las FAP

En el CNS adulto, los rGABAA hiperpolarizan las neuronas (Bormann 1988)
por la baja concentracion intracelular de ClI-, la cual es determinada, en parte, por el
NKCC1 que permite la entrada de cationes (Kahle et al., 2008) y por el KCC2 y
KCC3 que permite la salida de cationes (Kahle et al., 2008). Contrario a lo que
ocurre en el SNC, el GABA ejerce un efecto despolarizante en las neuronas
sensoriales (Gallagher et al., 1978; Gharagozloo et al., 1990; Spitzer 2010; Zhu et
al., 2012) por la alta expresion del NKCC1 en el GRD (Pitcher y Cervero 2010; Bos
et al., 2011; Wang et al., 2015) mientras que el KCC2 y KCC3 estan expresados en
niveles mas bajos o estan ausentes (Alvarez-Leefmans et al., 2001; Kanaka et al.,
2001; Price et al., 2006; Mao et al., 2012).

La alta expresion del NKCC1l mantiene altas concentraciones de CI
intracelular y resulta en un potencial de equilibro del Cl- positivo respecto al potencial
de membrana en reposo, por lo que la apertura de los rGABAAa en las FAP causa
una salida de iones de CI neta y en consecuencia una despolarizacién de la
neurona (Guo y Hu, 2014). Esta despolarizacion por GABA causa la PAD (Eccles et
al., 1961a; Rudomin y Schmidt, 1999; Kullmann et al., 2005) que paradojicamente,
esta asociada con la inhibicion presinaptica (Rudomin y Schmidt, 1999) que regula
la liberacién de neurotransmisor en las FAP (Guo y Hu, 2014). Aunque no se
conocen en detalles los mecanismos que producen la PAD y su correlacién con la
inhibicién presinaptica (Rudomin y Schmidt, 1999), existen diversas hipotesis que la
explican: (i) la PAD podria mantener inactivados los canales de Na* dependientes
de voltaje de los axones de las aferentes primarias e interrumpir la propagacion
ortodrémica de los PA de la periferia; (ii) la PAD podria atenuar la amplitud de los
PA propagados a través de un incremento en la conductancia de la membrana

producida por la apertura de canales de Cl- (cortocircuito); (iii) la PAD podria
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inactivar canales de Ca?* dependientes de voltaje en las terminales reduciendo la
entrada de Ca?" en la presinapsis y asi reducir la liberacién de neurotransmisor
(Rudomin y Schmidt, 1999; Price et al., 2009; Zeilhofer et al., 2012).

Ademas de producir la PAD en las FAP, se ha propuesto que los receptores a
GABA podrian jugar un papel fundamental en la modulacion de la transmisién
nociceptiva y en el procesamiento del dolor en la médula espinal (Witschi et al.,
2011). Esta suposicion esta basada en el hecho de que la inflamacién o el dafio a
los nervios generan alodinia, hiperalgesia y dolor espontaneo (Todd, 2010), lo que
produce cambios plasticos en las FAP y en la médula espinal, como lo es la
reduccion de la inhibicion GABAérgica y glicinérgica (desinhibicion) en la zona
superficial del asta dorsal de la médula espinal (Polgar y Todd, 2008) y reduccion
en la expresion de rGABAA en el GRD de las FAP (Horch y Lisney, 1981; Kingery et
al., 1988; Bhisitkul et al., 1990; Moore et al., 2002).

El procesamiento de la informacion del dolor se lleva a cabo en el asta dorsal
superficial, la cual es mediada por interneuronas inhibidoras GABAérgicas por los
rGABA. y glicinérgicas (Todd, 2010). Esta inhibicion generada por estos dos tipos
de interneuronas son cruciales para la regulacion del procesamiento de la
informacion nociceptiva en la médula espinal y una pérdida de rGABAa O
glicinérgicos puede resultar en una hipersensibilidad al dolor (Bonin y de Koninck,
2013), pero no solo la pérdida de receptores inhibidores pueden ser la causa de
alodinia e hiperalgesia. También es posible que la inhibicion GABAérgica sea menos
efectiva debido a una alteracién en el gradiente anidnico que cruza por la membrana
neuronal (Todd, 2010), ésto es resultado de la disminucién del KCC2, que
mantendria altas concentraciones de Cl- intracelular convirtiendo el efecto del GABA
y de la glicina de inhibidor a excitador (Coull et al., 2003; Zeilhofer et al., 2012; Bonin
y de Koninck, 2013). Controversialmente, se ha observado que la aplicacion de
agonistas o MAP de manera intratecal en ratas con dolor neuropético produce
analgesia (Todd, 2010; Zeilhofer et al., 2012; Bonin y de Koninck, 2013).
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Figura 4. Vista frontal del nervio ciatico. El nervio ciatico esta formado por la unién de L4 y L5. El nervio
espinal L6 envia una delgada ramificacion al nervio ciatico en el lado izquierdo (flecha blanca). Las flechas
negras indican la delgada conexion entre los nervios espinales L4 y L3 (Imagen tomada y editada de Asato et
al., 2000).

Una de las posibles explicaciones es que la activacion de los receptores
GABAérgicos del tipo GABAa restauraria la pérdida de la inhibicion de las
interneuronas GABAEérgicas (Zeilhofer et al., 2012), por otro lado se ha postulado
que la actividad de los rGABAAa fasicos, tonicos y glicinérgicos podrian mantener a
la neurona cortocircuitada, generando una inhibicion. El cortocircuito de la neurona
permitiria remover el exceso de CI- intracelular permitiendo que el GABA pase de
excitador a inhibidor, ademas el cortocircuito de la neurona podria estar deprimiendo
la actividad neuronal (Bonin y de Konick, 2013). Aunque este hecho ya es aceptado,

es dificil explicar como la activacion de los rGABAa produce analgesia (Todd, 2010).
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8. Fallas en la propagacion de los PA en las neuronas

sensoriales.
Las extensas conexiones neuronales a través de los axones o dendritas

proveen al sistema nervioso la estructura basica para la sefializacion y el
procesamiento de la informacion (Zhou y Chiu, 2001). Por ejemplo, las fibras
sensoriales antes de que arriben al asta dorsal de la médula espinal, presentan una
bifurcacion donde se conectan las terminales central (RD) y periférica (NE) con el
soma localizado en el GRD, conocida como ‘unién T'. Experimentos han mostrado
gue no todos los PA aferentes que se originan en la periferia llegan al cuerpo celular
del GRD (Stoney 1990; Luscher et al., 1994b), lo que sugiere que la uniéon T del
GRD funciona como un interruptor o un filtro pasa bajas, que protegen al soma de
una estimulacion de entrada excesiva o de alta frecuencia. Esa falla en la
propagacion de los PA se debe a un desacople de impedancias (Gemes et al., 2013)
por las diferentes caracteristicas eléctricas de las ramas de la neurona sensorial
como los diferentes diametros de los axones central y periférico, asi como la
capacitancia del soma (Du et al., 2017) (Fig. 5A). Este fendmeno se ha observado
en ratas adultas sanas (Fang et al., 2005), en cobayos con inflamacion periférica
(Djouhri et al., 2001) y recientemente en ratas con lesion de nervios espinales
(Gemes et al.,, 2013). Estos ultimos autores han observado mediante registros
intracelulares de PA de una sola neurona sensorial evocados por estimulacion de la
raiz central (Fig. 5B) que en ratas sanas no todos los PA de un tren de pulsos llegan
al soma, caso contrario cuando se produce una lesion de nervios espinales, es decir
hay pérdida del filtro. (Fig. 5C). Los autores proponen que la falla en la propagacion

de los PA ocurre en la union T (Gemes et al., 2013).
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Figura 5. Filtro de PA en la union T de las FAP. A. Esquema mostrando los diametros de los axones que
conforman la unién T de una neurona de las FAP (Imagen tomada y editada de Du et al., 2017). B. Esquema
mostrando el registro intracelular en el soma de una FAP, asi como el sitio de estimulacién eléctrica del axén
central y el sitio de lesion del nervio periférico (Imagen tomada y editada de Gemes et al., 2013). C. Registros
de PA del soma de una neurona sensorial evocados por un tren de 20 pulsos eléctricos a 300 Hz; arriba, de una
rata naive y; abajo, de una rata con LNE L5. * PA no registrados en el soma por la estimulacién con un tren de
20 pulsos, debido a la falla en la propagacién de los PA presente en los animales control (Imagen tomada y
editada de Gemes et al., 2013).

Aunque los mecanismos biofisicos y moleculares que subyacen la pérdida de
la conduccion de los PA no se conocen bien, existen varias propuestas que explican
esta propiedad. (i) Se ha observado que la depresion intracelular de Ca?* reduce la
falla en la propagacion de dichos potenciales en la union T (Luscher et al., 1994b).
(i) Que la reduccioén del filtro de la union T después de la lesion del nervio espinal
por axotomizacion reduce la activacion de canales de K* dependientes de Ca?*
debido a una pérdida del flujo de Ca?* a través de canales de Ca?* dependientes de
voltaje (Gemes et al., 2013). (iii) Durante la inflamacion periférica existe una
sobreexpresion de canales de Na* resistentes a TTX que podrian incrementar la
corriente a través de ellos o disminuir el umbral de activacion de los PA permitiendo
gue se activen con menor corriente (Djouhri etal., 2001) y (iv) la aplicaciéon de GABA
activa a los rtGABAA aumentando la conductancia de la membrana resultando en

una falla en la propagacion de los PA a través de la unién T (Du et al., 2017).
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Planteamiento del problema

El papel de los receptores a GABA en la modulacion de la informacién
nociceptiva estd ampliamente estudiado en médula espinal, sin embargo poco se
ha publicado con respecto a las aferentes primarias. En la tortuga se ha demostrado
gue los receptores GABAA y GABAg se expresan en las aferentes primarias y se
encuentran tonicamente activos por el GABA del medio extracelular. Existe
evidencia indicando que en la rata se expresan estos receptores tanto en el GRD
asi como en las terminales de las aferentes primarias. Lo que no se conoce es el
origen del GABA que los activa. Se ha propuesto que podria ser liberado por la glia
satelital. En un trabajo se ha propuesto que el GABA es sintetizado en el soma de

las neuronas sensoriales y liberado en vesiculas (Du et al., 2017)

A pesar de que se ha demostrado la expresion de receptores GABAA Y GABAg
en los axones y en el GRD de la rata, no se ha estudiado cOmo estos receptores se
encuentran tonicamente activos modulando la excitabilidad de la FAP y si esta

modulacién se altera en ratas con neuropatia inducida por diabetes o por LNE.

Por otro lado, existen estudios que han mostrado la presencia del filtro pasa
bajas en la unidén T en los diferentes tipos de neuronas sensoriales. No obstante, se

desconoce la participacion de los receptores al GABA en la funcién del filtro.

Con base a lo anterior, en este trabajo se plantean las siguientes preguntas:
¢Los receptores GABAA y GABAg expresados en las FAP de la rata se encuentran
tonicamente activos? ¢ Qué cambios produce el bloqueo de estos receptores en la
excitabilidad de las fibras aferentes Aa/f y C? ¢ Se observan los mismos cambios

en las ratas con neuropatia inducida por diabetes o LNE?
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Hipotesis

En ratas naive y neuropdticas, los receptores GABAA Yy GABAg se encuentran
tonicamente activos en las FAP y modulan la excitabilidad de las FAP Aa/f y C.
Ademas, en las neuronas sensoriales de ratas neuropaticas diabéticas el filtro de la
unién T se pierde.

Objetivos

1. Objetivo general
Determinar el efecto del bloqueo de los receptores GABAA y GABAg en la

excitabilidad de las aferentes primarias de las raices L4 y L5 en ratas con neuropatia
inducida por diabetes y por LNE. Ademas, demostrar la existencia del filtro de los

PAc en ratas naive y neuropaticas.

2. Objetivos especificos
a) Determinar el efecto del bloqueo de los receptores GABAA y GABAg en el PA

evocado por estimulacion de las fibras Aa/B y C del NE-GRD-RD L4 y L5 en
ratas naive y neuropaticas

b) Determinar el papel de los receptores GABAA y GABAg en el componente C
en ratas naive y neuropaticas

c) Demostrar la presencia del filtro de los PA en ratas naive y su perdida en la
neuropatia inducida por LNE y por diabetes

d) Determinar el efecto del bloqueo de los rGABAA y rGABAg en el filtro de los
PA.

e) Determinar el efecto de la activacion de los receptores GABAA y GABAg en el
PA evocado por estimulacion de las fibras Aa/f y C del NE-GRD-RD L4 y L5
en ratas naive.

f)  Determinar el efecto de la activacion de los rGABAA y rGABAE en el filtro de
los PA.
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Materiales y métodos

1. Animales
Los procedimientos experimentales se llevaron a cabo con la aprobacion del

Comité Etico Experimental del CINVESTAV (0198-16) y de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana para la produccién, cuidado y manejo de los animales de
laboratorio (NOM-062-Z00-1999). Se emplearon ratas Wistar adultas hembra (180
— 230 g). Los animales se alojaron individualmente en cajas con acceso libre a
comida y agua las 24 hrs y temperatura controlada (24°C), bajo condiciones
controladas de luz — oscuridad (12 hrs).

2. Procedimientos generales
Para inducir la diabetes tipo | se les administro estreptozotocina (70 mg/kg) via

i.p. a la edad de 4 semanas. A partir de la semana 4, se hicieron mediciones
periddicas semanales de la concentracion de glucosa. Se seleccionaron solo los

animales que presentaron niveles de glucosa mayores a 250 mg/dl.

Para inducir neuropatia por LNE, se empled el modelo propuesto por Kim y
Chung (1992). Las ratas fueron anestesiadas con ketamina (80 mg/kg) y xilazina (5
mg/kg) via i.p, colocadas en posicion prona para realizar un corte longitudinal en la
region sacra para acceder a los NE L5 y L6 que fueron ligados con sutura de 5-0. A
las ratas que se les realizé la LNE, se les evaluo la alodinia tactil después de 14
dias de la cirugia. En caso de las ratas diabéticas, se les hicieron pruebas de umbral
tactil a las 8 semanas después de que presentaran diabetes. Para la prueba de
umbral tactil se emplearon filamentos de von Frey con el método up - down, que
consiste en estimular la pata de la rata con filamentos en un rango de 3.61 a 6.10
gr. Las ratas que retiraron la pata inferior con filamentos menores a 4 gr se

consideraron alodinicas.

Las ratas alodinicas fueron anestesiadas con ketamina (80 mg/kg) y xilazina
(5mg/kg) via i.p. para realizar la laminectomia y extraer los NE-GRD-RD L4 y L5.
Los NE-GRD-RD se colocaron en un vaso precipitado que contiene ACSF (en mM:
NaCl 126, KCI 2.5, NaHCOs 26, MgCl. 2, CsH1206 10, CaClz 2, Na2HPO4 1.25)
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burbujeada con una mezcla de O (95%) y CO- (5%). Después de la laminectomia,

los animales fueron sacrificados por sobredosis de pentobarbital sodico.

3. Registro y estimulacion
El PAc se registrd colocando el NE-GRD-RD en una cémara de registro

previamente perfundida con ACSF a temperatura ambiente (22 — 24 °C). El extremo
del NE se succiond con un electrodo de vidrio conectado a un estimulador de pulsos
rectangulares (Neuro Data PG400), mientras que el extremo de la RD se succioné
con un electrodo de vidrio conectado a un amplificador de AC (Grass P511) con
ganancia de x1000 y un filtro pasa bandas de 0.1 a 3 kHz.

El NE fue estimulado con un pulso rectangular (1 pulso cada 5 s, 500 ms, 2xU)
durante aproximadamente 3 hrs para su estabilizacion. Una vez estabilizado el
registro del PAc evocado a 2xU, se registré el PAc evocado a las siguientes
intensidades: U, 1.5xU, una intensidad necesaria para generar el 50% (~30xU) y el
100% (~50xU) de la amplitud total del componente C. Para cada intensidad se
registraron 30 trazos. Posteriormente, se empled un protocolo de estimulacién de
un tren de pulsos rectangulares (20 choques, 200 Hz, 1.5xU) para observar la falla
en la propagacion de los PA. Los registros se digitalizaron a 50x10° Hz para

visualizarlos con el programa AxoScope y analizarlos con el programa Clampfit.

4. Drogas
GABA (5 uM), PTX (100 uM), antagonista de los rGABAa, L-655,708 (20 uM),

agonista inverso de los rasGABAa y CGP-55845 (5uM), antagonista de los rGABAs.
Los farmacos fueron diluidos en un matraz que contiene 30 mL de ACSF para

alimentar la camara de registro mediante una bomba.

5. Analisis de datos
El efecto de las drogas en el PAc se determiné calculando el area bajo la curva

de 30 registros para cada intensidad de estimulacion. Las areas obtenidas en
diferentes experimentos se normalizaron respecto a los registros sin presencia de
algun farmaco. Se grafico el promedio del PAc para cada condicion empleando el
programa OriginPro 8. Para determinar diferencias significativas se empleé la

estadistica paramétrica ANOVA de una via.
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Resultados

1. La neuropatia por LNE y por diabetes modifica el tamario
del PAc evocado por las aferentes primarias Aa/B y C.

El dolor neuropatico se puede originar por dafio a las FAP, es decir, LNE que
produce liberacién de sustancias proinflamatorias que modifican la actividad de las
neuronas de la médula espinal. También se ha observado que se puede originar,
en algunos casos, por diabetes debido a la desmielinizacion de los axones de las
neuronas sensoriales de las FAP produciendo cambios en la velocidad de
conduccion en estas neuronas. En este trabajo se decidié determinar los cambios
gue se presentaron en los PAc evocados en las FAP Aa/B y C de las ratas con dolor
neuropatico por LNE y diabetes. Los PAc se evocaron por la estimulacion eléctrica
en el NE y se registraron extracelularmente en la RD (Véase Registro y
estimulacion) del NE-GRD-RD L4 y L5 (Fig. 6A).

1.1 Comparacion de los PAc de las FAP Aa/f3 evocados en NE-
GRD-RD L4 y L5 de ratas naive, neuropaticas por LNE y
diabéticas.

NE-GRD-RD L4

En el PAc de las ratas naive, el area bajo la curva de los PAc a una intensidad
de 1.5xU es de aproximadamente 11.4 + 0.57 pV-ms. Tomando como 100% el area
bajo la curva de los PAc de las ratas naive, se encontro que en el PAc de las ratas
neuropaticas por LNE disminuye el area bajo la curva pero no de manera
significativa (72.5 £ 7.95%, n=5), mientras que el PAc de las ratas neuropaticas por
diabetes, el area disminuyo hasta un 26.53 + 2.15% (p < 0.05, n=6) del respecto al

area bajo la curva de los PAc de las ratas naive (Fig. 6B y 6D).
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NE-GRD-RD L5

En el PAc de las ratas naive, el area bajo la curva es de aproximadamente
12.9 + 0.64 pV-ms. Tomando como 100% el &rea bajo la curva de los PAc de las
ratas naive, se observo que el area bajo la curva de los PAc de las aferentes
primarias Aa/B de las ratas neuropaticas por LNE disminuyé a 58.41 + 3.4% (p <
0.05, n=5), mientras que el &rea bajo la curva de los PAc evocados a una intensidad
de 1.5xU de las ratas diabéticas decremento a 17.41 + 1.53% (p < 0.05, n=6)
(Fig. 6Cy 6E).

1.2 Comparacion de los PAc de las FAP C evocados en NE-
GRD-RD L4 y L5 de ratas naive, neuropaticas por LNE y
diabéticas.

NE-GRD-RD L4

En el PAc de las ratas naive, el area bajo la curva del componente C evocado
a una intensidad de ~30xU es de aproximadamente 5.68 = 0.14 pV-ms. Tomando
como 100% este valor, se observé que el componente C de las ratas neuropaticas
por LNE incrementa de manera significativa hasta alcanzar un valor de 122.05 +
6.60% (p < 0.05, n=5). Sin embargo el area bajo la curva del componente C de las
ratas neuropaticas por diabetes disminuye de gran manera alcanzando el 37.43 +

4.57% (p < 0.05, n=6) respecto al componente C de las ratas naive (Fig. 7Ay 7C).
NE-GRD-RD L5

En el caso del PAc de las ratas naive el area bajo la curva del componente C
a ~30xU es de aproximadamente 6.01 = 0.23 pV-ms. Tomando como 100% este
valor, se encontr6 que el area bajo la curva del componente C de las ratas
neuropaticas por LNE aumenta de manera significativa en 142.91 + 7.6% (p < 0.05,
n=5), valor mayor que el registrado en el NE-GRD-RD L4. Sin embargo, el area bajo
la curva del componente C de las ratas neuropaticas por diabetes disminuye a 38.04
+ 6.63% (p < 0.05, n=6), valor semejante al encontrado en el NE-GRD-RD L4
(Fig. 7B y 7D).
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Figura 6. PAc de las FAP Aa/B registrados en ratas naive y con neuropatia por LNE y diabetes. A.
Esquema que muestra el NE-GRD-RD (L4 o L5) conectados a electrodos de succion para estimular
eléctricamente (pA) las FAP y registrar extracelularmente los PAc en la RD. PAc representativos evocados por
estimulacién a 1.5xU del B. NE-GRD-RD L4 y del C. NE-GRD-RD L5 de ratas naive (negro), neuropaticas por
LNE (rojo) y neuropaticas por diabetes (azul). Area bajo la curva de los PAc normalizados respecto al control
del D. NE-GRD-RD L4 y del E. NE-GRD-RD L5. *p < 0.05 vs ratas naive, *p < 0.05 vs ratas neuropaticas por
LNE, ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey.
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Figura 7. PAc de las FAP C registrados en ratas naive y con neuropatia por LNE y diabetes. PAc
representativos evocados por estimulacion a 1.5xU del A. NE-GRD-RD L4 y del B. NE-GRD-RD L5 de ratas
naive (negro), neuropaticas por LNE (rojo) y neuropéticas por diabetes (azul). Area bajo la curva de los PAc
normalizados respecto al control del C. NE-GRD-RD L4 y del D. NE-GRD-RD L5. *p < 0.05 vs ratas naive, #p
< 0.05 vs ratas neuropaticas por LNE, ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey.
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2. Funcion de los rGABAA y rGABAE en las FAP Aa/p.

En las FAP, los rGABAA sinapticos regulan la excitabilidad fasica y los rGABAA
extrasinapticos la excitabilidad ténica, como se ha observado en la médula espinal
de gato (Levy y Anderson, 1972) y de tortuga (Loeza-Alcocer et al., 2013). Para
determinar el papel de los rGABAA y rGABAE en la excitabilidad de las FAP Aa/f se
emplearon diferentes blogueadores de manera consecutiva: primero se aplica L-
655, 708, posteriormente PTX y por ultimo CGP-55845 (véase Materiales y
métodos).

NE-GRD-RD L4

En el PAc de las ratas naive, el area bajo la curva del PAc evocados por la
estimulacion de las aferentes primarias Aa/f disminuye de manera considerable con
la aplicacion de L-655, 708 a 63.96 £ 7.16% (p < 0.05, n=5). Con la adicion de PTX,
no se produjeron cambios significativos (43.97 + 6.3%, n=5), lo mismo sucede en
presencia de CGP- 55845 (44.64 + 8.94%, n=5) (Fig. 8A).

En el caso de los PAc de las ratas con neuropatia por LNE, el area bajo la
curva del PAc se reduce de manera significativa con L-655, 708 a 50.35 £ 7.24%
del valor control (p < 0.05, n=5), sin embargo la aplicacion de PTX no produce
cambios significativos (32.6 + 6.49%, n=5) y tampoco CGP — 55845 (33.34 + 10.5%,
n=5) (Fig. 8B).

En el PAc de las ratas neuropaticas por diabetes, la aplicacion de L-655, 708
disminuye el area bajo la curva significativamente a 76.47 + 5.5% (p < 0.05, n=6)
respecto al valor control. La aplicacién de PTX no disminuye el area bajo la curva
del PAc significativamente (58.19 + 5.29%, n=6), aunque en presencia de L-655,
708 + PTX + CGP-55845 el area bajo la curva del PAc disminuye significativamente
a 44.79 + 6.08% (p < 0.05, n=6) con respecto al valor obtenido con L-655, 708
(Fig. 8C).
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NE-GRD-RD L5

En el PAc de las ratas naive, la aplicacion de L-655, 708 no afecta
significativamente el area bajo la curva (84.37 + 4.96%, n=5), sin embargo, en
presencia de L-655, 708 + PTX disminuye significativamente a 63.76 = 4.9% (p <
0.05, n=5), aunque tampoco disminuye con CGP-55845 (52.44 + 7.63%, n=5) (Fig.
8D). Lo mismo ocurre con en el area bajo la curva del PAc de las ratas neuropéticas
por LNE, en presencia de L-655, 708 + PTX disminuye de manera significativa a
55.05 + 8.08% (p < 0.05, n=5), cabe mencionar que la aplicacién de L-655, 708 y
CGP-55845 no modificaron al area bajo la curva de manera significativa (72.10 +
7.74%, 53.26 + 9.22%, n=5; respectivamente) (Fig. 8E). Respecto al PAc de las
ratas neuropaticas por diabetes, su area disminuye de igual manera en presencia
de L-655, 708 + PTX hasta alcanzar un valor de 68.03% + 6.78% (p < 0.05, n=6),
no es asi en presencia de L-655, 708 (90.81 £ 6.58%, n =6) 0 de CGP-55845 (43.46
+ 7.47%, n=6) (Fig. 8F).

Estos resultados muestran la participacion de los rGABAa sinapticos y
extrasinapticos en la modulacion de la informacion no nociceptiva. Su bloqueo
disminuye el PAc, lo que sugiere que estos receptores se encuentran tbnicamente
activos y cuando estos son blogueados, se reclutan menos axones por una
disminucién de su excitabilidad debido a la eliminacion de la despolarizacion ténica
mediada por los receptores extrasinapticos, que en este caso son los rasGABAA.
Por otro lado, los rGABAg no parecen estar regulando la excitabilidad de las FAP no
nociceptivas tipo Aa/p tanto en las ratas naive como en las ratas con neuropatia por
LNE y por diabetes, ya que el bloqueo de estos receptores no modifica el PAc de

manera significativa.

3. Funcidn de los rGABAA Yy rGABAs en las FAP C.

Para determinar el papel de los receptores a GABA en las fibras aferentes
primarias C se investigod la accién de los antagonistas de los receptores GABAA y
GABAg en el PAc evocando al 50% de la amplitud maxima del componente C y al
100% de la amplitud.
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Figura 7. Participacion de los receptores GABAA y GABAg en el PAc evocado en las fibras aferentes
primarias Aa/B. (Arriba) PAc representativo obtenido por estimulaciéon a 1.5xU del NE-GRD-RD L4 (trazos
superiores) y L5 (trazos inferiores) sin farmacos (negro) y en presencia de L-655,708 (20 uM - Rojo) + PTX (100
pM; Azul) + CGP-55845 (5 pM; Verde). A y D. En ratas naive. B y E. ratas neuropaticas por LNE. C y F.
neuropaticas por diabetes. (Abajo) Graficas de barras muestran el area bajo la curva de los PAc normalizados
con respecto al control para cada condicion. *p < 0.05 vs control, *p < 0.05 vs L-655,708, %p < 0.05 vs L-655,708
+ PTX, ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey.
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3.1 Estimulacion a ~30xU

NE-GRD-RD L4

En las ratas naive, el area bajo la curva del componente C incrementa en
presencia de L-655, 708 (109.12 + 11.16%, n=5), + PTX (115.95 + 12.68%, n=5), +
CGP — 55845 (116.42 £ 12.38%, n=5), cabe mencionar que en las tres condiciones
no hubo cambios significativos (p > 0.05) (Fig. 9A). En el area bajo la curva del
componente C de las ratas neuropéticas por LNE, disminuye con L-655, 708 (77.07
+ 12.27% n=5),+ PTX (87.23 +15.84%, n=5) y + CGP-55845 (61.27 + 8.69%, n=>5)
de manera no significativa (Fig. 9B). En cambio, el &area bajo la curva del
componente C de las ratas con neuropatia diabética disminuye significativamente
con la aplicacion de L-655, 708 + PTX (71.25 + 6.75%, P < 0.05, n=6) (Fig. 9C).

NE-GRD-RD L5

En el area bajo la curva del componente C de las ratas naive no presenta
cambios significativos con ninguno de los tres antagonistas: L-655, 708 (94.69 +
3.07%, n=5), + PTX (90.18 + 6.92%, n=5), + CGP-55845 (82.77 + 6.93%, n=5) (Fig.
9D). En el area bajo la curva del componente C de las ratas neuropaticas por LNE,
se produce una caida significativa con la aplicacion de L-655, 708 a 75.37 + 4.51%
(p < 0.05, n=5), en presencia de PTX disminuye a 68.04 £ 6.98% (n=5) y con CGP-
55845 a 90.93 £ 7.15% (n=6) sin ser significativos los cambios (Fig. 9E). Y por ultimo
no se observd ningun cambio significativo en el PAc en las ratas con neuropatia
diabética en presencia de L-655, 708 (74.83 + 9.07%, n=6),+ PTX (87.17 + 3.81%,
n =6),+ CGP-55845 (70.49 + 12.08, n=6) (Fig. 9F).

3.2 Estimulacion a ~50xU

NE-GRD-RD L4

En el area bajo la curva del componente C de las ratas naive, se observa algo
semejante a lo ocurrido con el componente C evocado al 50% de su amplitud
maxima, el area tiende a aumentar con los antagonistas: L-655, 708 (108.68 +
4.69%, n=5),+ PTX (108.33 * 6.64%, n=5),+ CGP-55845 (112.19 + 12.87%, n=5),
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aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas con respecto al
control (Fig. 10A). En el componente C de las ratas con neuropatia por LNE no hubo
cambios significativos cuando se bloquean a los rasGABAa (L-655, 708: 94.09 £
11.9%, n=5), cuando se bloquean a los rGABAA (+PTX: 92.86 + 12.64%, n=5) y
tampoco cuando se bloquean a los rGABAg (+CGP-55845: 94.23 + 11.14%, n=5)
(Fig 10B). En el caso del area bajo la curva del componente C de las ratas
neuropaticas por diabetes tampoco muestran cambios significativos por el bloqueo
de los rGABAa (L-655, 708: 90.08 = 2.09%, n=6; +PTX: 87.02 + 5.2%, n=6) y
rGABAg (+GCP-55845: 86.27 + 5.33%, n=6) (Fig 10C).

NE-GRD-RD L5

En el componente C de las ratas naive, tiende a disminuir cuando se aplica L-
655, 708 (89.91 + 5.29%, n=5),+ PTX (81.57 + 9.02%, n=5),+ CGP-55845 (66.1 +
8.8%, n=5) de manera no significativa (Fig. 10D).

En el caso del componente C de las ratas que presentaban neuropatia por
LNE, los antagonistas no modificaron significativamente el area bajo la curva con L-
655, 708 (100.31 + 1.6%, n=5),+ PTX (93.43 + 4.36%, n=5),+ CGP-55845 (89.11 +
5.49%, n=5) (Fig. 10E).

Por otro lado, el componente C de las ratas con neuropatia diabética
disminuye el componente C de manera significativa con la aplicacion de L-655, 708
+ PTX a 73.02 + 5.46% (p < 0.05, n=6). (Fig. 10F).

Estos resultados hasta el momento, muestran que los rtGABAA y rGABAg no
contribuyen de la misma manera en las FAP no nociceptivas Aa/f y en las
nociceptivas C. Como se observa, el bloqueo de los receptores no produce cambios
significativos en el componente C, lo que podria decir que estos receptores, al
menos a nivel periférico, no contribuyen en la transmision de la informacion
nociceptiva tanto en las ratas naive como en las ratas con neuropatia por LNE y por

diabetes.
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Figura 8. Participacion de los receptores GABAA y GABAg en el PAc evocado en las fibras aferentes
primarias C. (Arriba) PAc representativo obtenido por estimulacién a 30xU del NE-GRD-RD L4 (trazos
superiores) y L5 (trazos inferiores) sin farmacos (negro) y en presencia de L-655,708 (20 pM; Rojo) + PTX
(100 pM; Azul) + CGP-55845 (5 uM; Verde). Ay D. En ratas naive. B y E. ratas neuropaticas por LNE. Cy F.
neuropaticas por diabetes. (Abajo) Graficas de barras muestran el area bajo la curva de los PAc normalizados
con respecto al control para cada condicion. *p < 0.05, ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey.
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Figura 9. Participacion de los receptores GABAL y GABAg en el PAc evocado en las fibras aferentes
primarias C. (Arriba) PAc representativo obtenido por estimulacion a 50xU del NE-GRD-RD L4 (trazos
superiores) y L5 (trazos inferiores) sin farmacos (negro) y en presencia de L-655,708 (20 uM; Rojo) + PTX
(100 pM; Azul) + CGP-55845 (5 uM; Verde). Ay D. en ratas naive, B y E. ratas neuropaticas por LNE,. Cy F.
neuropaticas por diabetes. (Abajo) Graficas de barras muestran el area bajo la curva de los PAc normalizados
con respecto al control para cada condicion. ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey
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4. Funcion de los rGABAA y rGABAg en propagacion de PA
de la unién T de las FAP Aa/B.

En ratas naive se ha observado la presencia de un filtro pasa bajas, que filtra
los PA periféricos que llegan al soma en el GRD, y éste se pierde cuando las ratas
presentan neuropatia por LNE o por inflamacion. Para determinar el papel de los
rGABAa Yy rGABAg se estimul6 el NE con un tren de 20 pulsos eléctricos a 200 Hz,
de 0.3 ms de duracién a una intensidad de 1.5xU para activar Unicamente las fibras
Aa/B.

NE-GRD-RD L4

En los registros de las ratas naive, se observaron cambios en la amplitud de
los PAc respecto al primer PAc, donde decaen aproximadamente 50% (Fig. 11A),
lo que indica que a la frecuencia de 200 Hz los PAc se filtraron en la union T de las
neuronas sensoriales. En presencia de los antagonistas a rGABAA Yy rGABAg, los
PAc disminuyeron de amplitud sin que se modificara el patron observado en el

control (Fig. 11A — D). Lo mismo que sucede en la estimulacion a 1.5xU (Fig. 8)

En los registros de las ratas neuropaticas por LNE, no se observan
variabilidades en la amplitud de los PAc, Unicamente un decaimiento progresivo
debido a la frecuencia de estimulacion (Fig. 11E). Cuando se bloguean los rGABAAa
y rGABAg, disminuyeron la amplitud de los PAc (Fig. 11F — H).

Interesantemente, en los registros de las ratas diabéticas se observa una
pérdida del filtro como en las ratas neuropaticas por LNE (Fig. 111). Ademas, la
accion de los antagonistas de los receptores a GABA solo producen una caida en
la amplitud de los PAc sin observar cambios en el patron de la pérdida del filtro
(Fig. 11J - L).

NE-GRD-RD L5

En el NE-GRD-RD L5, ocurre lo mismo que se observa en el NE-GRD-RD L4,
tanto en las ratas naive (Fig. 12A — D), como en las ratas neuropaticas por LNE
(Fig. 12E — H). En el caso de los registros de las ratas neuropaticas por diabetes, el

patron de los PAc sin presencia de farmacos es parecido al observado en las ratas
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neuropatica por LNE, (Fig. 12I) y en presencia de los antagonistas de los receptores
a GABA, disminuye la amplitud de los PAc (Fig. 12J - L).

Estos resultados demuestran que la falla en la propagacién de los PAc por
estimulacion de las fibras Ao/ esta presente en ratas naive, como lo han
comprobado diversos grupos de trabajo (Stoney 1990; Luscher et al., 1994b; Gemes
et al., 2013; Du et al., 2017) y que la neuropatia por LNE hay pérdida de la falla en
la propagacién de dichos PAc. Interesantemente, se observd que también hay
pérdida del filtro en las ratas neuropéticas por diabetes, fenbmeno que no se ha
documentado. En cuanto a la funcion de los rGABA, el bloqueo de estos receptores
parece no modificar el patrén del filtro de la union T de las neuronas sensoriales de
las FAP Aa/B, tanto en condiciones normales como en el dolor neuropatico, sélo la
reduccion de la amplitud de los PAc como se habia observado con la estimulacion

de un solo pulso.

4.1 Efecto de la EAF en los PAc de las FAP Aa/B.

Para determinar los efectos producidos por la EAF, se estimulé con un pulso
unitario rectangular a una intensidad 1.5xU. De igual manera, en presencia de los

agonistas de los rGABA.
NE-GRD-RD L4

En el area bajo la curva del PAc de ratas naive, se incrementa en 121.57 +
5.25% (n=5) con respecto al area bajo la curva del PAc previo a la EAF. En
presencia de L-655, 708 disminuye el area bajo la curva significativamente a 79.87
+ 8.7% (p < 0.05, n=5), en presencia de PTX y CGP-55845 disminuyen su area de
manera no significativa a 47.38 £ 5.58% (n=5) y a 54.22 * 9.55% (n=5),
respectivamente (Fig. 13A). En el caso del PAc de las ratas neuropaticas por LNE,
hay un aumento del area bajo la curva de la EAF a 106.58 * 8.28% (n=5) respecto
al valor previo a la EAF, en presencia de L-655, 708 disminuye significativamente a
80.51 + 7.38% (p < 0.05, n=5), sin embargo, en presencia de PTX no hay cambios
significativos (77.2 £ 8.7%, n=5) ni con CGP-55845 (62.53 + 8.42%, n=5) (Fig. 13B).

En el caso del area bajo la curva del PAc de las ratas con neuropatia diabética, este
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Figura 10. Los receptores GABAA Yy GABAg no participan en el filtro de los PAc de las FAP a/B. Tren de
PAc obtenidos por estimulacion de un tren de 20 choques, 1.5xU a 200 Hz en el NE-GRD-RD L4 en ratas naive
(trazos superiores), ratas neuropaticas por LNE (trazos centrales) y por diabetes (trazos inferiores), A, E e
I. sin farmacos (negro) y en presencia de B, Fy J. L-655,708 (20 uM; Rojo), C, G y K. + PTX (100 uM; Azul),
D, Hy L. + CGP-55845 (5 uM; Verde)
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Figura 11. Los receptores GABAx y GABAg no participan en el filtro de los PAc de las FAP a/B. Tren de
PAc obtenidos por estimulacion de un tren de 20 choques, 1.5xU a 200 Hz en el NE-GRD-RD L5 en ratas naive
(trazos superiores), ratas neuropéticas por LNE (trazos centrales) y por diabetes (trazos inferiores), A, E e
I. sin farmacos (negro) y en presencia de B, Fy J. L-655,708 (20 pM; Rojo), C, G y K. + PTX (100 uM; Azul),
D, Hy L. + CGP-55845 (5 puM; Verde)
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aumenta a 108.6 + 11.68% (n=6) sin presencia de farmacos con respecto al area
bajo la curva previo a la EAF, aplicando L-655, 708 disminuye de manera
significativa a 79.95 + 12.21% (p < 0.05, n=6), ademas disminuye en presencia de
PTX (61.78 + 10.94%, n=6) y CGP-55845 (34.4 + 8.15%, n=6) (Fig. 13C).

NE-GRD-RD L5

Los efectos en el cambio de la excitabilidad de las aferentes primarias Aa/ no
son tan notorios como los observados en el NE-GRD-RD L4. En el caso del PAc de
las ratas naive, el area bajo la curva aumenta después de la EAF a 119.7 + 5.82%,
(n=5) sin afiadir farmacos. En presencia de los tres bloqueadores disminuye, con L-
655, 708 de manera significativa a 92.08 £ 7.1% (p < 0.05, n=5), + PTX (73.64 £
4.96%, n=5) y con CGP-55845 (62.98 + 2.89%, p <0.05, n=5) (Fig. 13D). De manera
interesante, el area bajo la curva del PAc de las ratas neuropaticas por LNE no
disminuye después de la EAF en condiciones control (96.92 + 6.48%, n=5), ni con
L-655, 708 (76.92 + 11.75%, n=5), PTX (53.42 + 4.55%, n=5) o CGP-55845 (44.83
+ 3.8%, n=5) comparando con el area bajo la curva de los PAc previo a la EAF de
cada caso (Fig. 13E). En el caso del PAc de las ratas diabéticas, el area bajo la
curva no cambia de manera significativa en condiciones control después de la EAF
(109.33 + 7.82%, n=6), tampoco con L-655, 708 (88.22 + 5.77%, n=6), PTX (61.08
+ 5.74%, n=6) o CGP-55845 (46.39 + 4.16%, n=6) comparando con el area de los
PAc previos a la EAF (Fig. 13F).

Estos resultados muestran los cambios en la excitabilidad de las aferentes
primarias Aa/3 después de la EAF, se observa como aumenta el area bajo la curva
de los PAc tanto en el NE-GRD-RD L4 y L5 de las ratas naive, como en las ratas
neuropaticas por LNE y diabetes, lo cual se podria explicar con la liberacion del
neurotransmisor GABA, el cual activo a mas rGABAa y rGABAg. En cuanto al
bloqueo de los receptores, se observa la misma disminucion del area bajo la curva
del PAc como sucede con el area de los PAc previo a la EAF, lo cual reafirma que
la liberacién de GABA provoca el aumento del area bajo la curva y el bloqueo de los

receptores lo reduce.
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Fig. 12. . La EAF aumenta el area bajo la curva del PAc y el bloqueo de los rGABAA y rGABAg después
de la EAF reduce de igual manera el PAc evocado por estimulacion de las aferentes primarias Aa/8
previo a la EAF. PAc representativos obtenidos por estimulacion a 1.5xU del NE-GRD-RD L4 previo a la EAF
(izquierda) y después de la EAF (derecha) sin farmacos (negro) y en presencia de L-655,708 (20 uM; Rojo) +
PTX (100 puM; Azul) + CGP-55845 (5 pM; Verde) A. en ratas naive, en ratas neuropéticas por B. LNE y C. por
diabetes. PAc representativos del NE-GRD-RD L5 en las mismas condiciones D. en ratas naive, en ratas
neuropaticas por E. LNE y F. por diabetes. Gréficas de barras muestran el area bajo la curva de los PAc
normalizados con respecto al control para cada condicién. *p < 0.05 vs control antes de EAF, #p < 0.05 vs
control después de EAF, *p < 0.05 vs L-655, 708 antes de EAF, %p < 0.05 vs L-655,708 después de EAF. ANOVA
de una via seguido de la prueba de Tukey.
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5. ElI GABA exdgeno cortocircuita las membranas de las FAP
Aa/By C.

Hasta el momento se ha demostrado que el bloqueo de los rGABA deprime el
area de los PAc de las FAP Aa/f y C (nociceptivas), lo que sugiere que estos
receptores estarian incrementando la excitabilidad de las FAP por la
despolarizacién tonica que producen. Sin embargo, la accién de los antagonistas en
algunas condiciones fue marginal, lo que podria haber sido consecuencia de un bajo
namero de receptores activados. O que no se estan expresando los receptores
GABAA extrasinapticos que despolaricen o cortocircuiten las FAP. Por esta razon,
se decidié probar si los receptores a GABA se expresan en las FAP mediante la
aplicacion de GABA exdgeno. Si son del tipo extrasinaptico en presencia de GABA
deberan mantenerse activados ejerciendo una accion tonica despolarizante o un

corto circuito (Farrant y Nusser, 2005).

5.1 Accion del GABA exdgeno en las FAP Aa/f y C.

Para demostrarlo, se aplic6 GABA exogeno (véase Drogas) para activar la
mayoria los receptores a GABA del NE-GRD-RD vy cortocircuitar a las neuronas.

Estos experimentos se realizaron en el NE-GRD-RD L4 y L5 de ratas naive.
Fibras Aa/3 del NE-GRD-RD L4y L5

En el NE-GRD-RD L4 de ratas naive, el area bajo la curva disminuye de
manera significativa, casi a la mitad del area del PAc control (49.28 + 5.47%, p <
0.05, n=5) (Fig. 14A). Lo mismo sucede en el NE-GRD-RD L5, donde la aplicacion
de GABA exdgeno disminuye de manera significativa el area bajo la curva del PAc
(63.46 + 7.59%, P < 0.05, n=5), (Fig. 14B).

Fibras C del NE-GRD-RD L4y L5

En el caso de las aferentes primarias C, en el NE-GRD-RD L4 de las ratas
naive, la aplicacién de GABA exégeno produce el mismo efecto que en las aferentes
primarias AB. EI componente C registrado al 50% de su amplitud total, disminuye
significativamente (69 + 6.9%, P < 0.05) (Fig. 14C) y sucede lo mismo en el NE-

GRD-L5, el GABA exdégeno disminuye el PAc significativamente, reduciéndolo casi
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un 75% respecto al control (24.78 £ 1.94%, P < 0.05, n=5) (Fig. 14D). Esto también
se observo en el componente C con el 100% de su amplitud total, el GABA exdgeno
disminuyo de manera significativa el area bajo la curva del PAc tanto en el NE-GRD-
RD L4 (58.82 + 6.86%, P < 0.05, n=5) (Fig. 14E) como en el NE-GRD-RD L5 (33.65
+ 8.54%, P < 0.05, n=5) (Fig. 14F).

Estos datos muestran que el cortocircuito generado por la activacion ténica y
fasica de los rGABA disminuyen de manera considerable la excitabilidad tanto de
las aferentes primarias Aa/f como las C, lo cual podria explicar que el cortocircuito
de las neuronas nociceptivas disminuye la nocicepcion, como se refleja en la

disminucién del area bajo la curva del componente C hasta un 75%.

6. El cortocircuito de las neuronas sensoriales no modifica la

falla en la propagacion de PA en las aferentes primarias A
En ratas naive, se encontro que la aplicacion de GABA exdgeno es capaz de

producir un cortocircuito membranal tal que reduce en al menos 40% el area bajo la
curva del PAc de las fibras Aa/B, por lo tanto se investigara si la activacion de los
rGABA modifica la propagacion de los PAc evocados por estimulacion de las

aferentes primarias Ao/ en presencia de GABA exdgeno.

Para ello se probo el efecto que produce la EAF antes y después de la
aplicacion de GABA exdgeno. Como se demostro anteriormente, el NE-GRD-RD L4
de las ratas naive filtran los PAc evocados por estimulacion de las aferentes
primarias Aa/f (Fig. 15A) y la aplicacion de GABA exdgeno redujo la amplitud de
los PAc (Fig. 15B). Lo mismo sucede en el NE-GRD-RD L5 de las ratas naive,
donde hay presencia de un filtro pasa bajas (Fig. 15C) y la amplitud de estos PAc
disminuyen de manera significativa por la activacion de los receptores GABA (Fig.
15D).

Del mismo modo, se comprobd si la EAF modifica la excitabilidad de las
aferentes primarias Aa/f con la activacién de los receptores GABA. Lo que se
observo fue que hubo cambios significativos por el cortocircuito de las neuronas
sensoriales tanto en el NE-GRD-RD L4 (Fig. 15E) como en el NE-GRD-RD L5 (Fig.
15F).
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Fig. 13. EI GABA exdégeno cortocircuita a las neuronas de las aferentes primarias Aa/8 y C. (Izquierda)
PAc representativo obtenido por estimulacién a 1.5xU de ratas naive sin farmacos (negro) y en presencia de
GABA (5 UM - Naranja) A. en el NE-GRD-RD L4 y B. en el NE-GRD-RD L5. Componentes C obtenidos por
estimulaciéon a ~20xU de ratas naive en presencia de GABA (5 uM) C. en el NE-GRD-RD L4 y D. en el NE-
GRD-RD L5. Componentes C obtenidos por estimulacion a ~50xU de ratas naive en presencia de GABA (5 pM)
E. en el NE-GRD-RD L4 y F. en el NE-GRD-RD L5. (Derecha A - F) Area bajo la curva de los PAc normalizados
respecto al control. *P < 0.05 vs control. ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey.
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Fig. 14. EI GABA exdgeno no altera el filtro de las neuronas sensoriales de las aferentes primarias Aa/f3
y tampoco su excitabilidad. Tren de PA evocados por estimulacién de un tren de 20 choques, 1.5xU a 200
Hz en el NE-GRD-RD L4 de ratas naive sin GABA exdgeno (negro) y con GABA exdgeno (5 pM - Naranja), A.
control, B. con GABA, y en el NE-GRD-RD L5 C. control, D. con GABA. E. (Arriba) PAc representativos
obtenidos por estimulacién a 1.5xU del NE-GRD-RD L4 previo a la EAF (izquierda) y después de la EAF
(derecha) sin farmacos (negro) y en presencia de GABA (5 pM) en ratas naive. F. PAc representativos del NE-
GRD-RD L5 en las mismas condiciones en ratas naive. (Abajo E - F) Area bajo la curva de los PAc normalizados
respecto al control. *P < 0.05 vs control antes de EAF, #P < 0.05 vs control después de EAF. ANOVA de una
via seguido de la prueba de Tukey.

Esto comprueba nuevamente que tanto los rGABAA Yy rGABAg, al menos en
ratas naive, no desempefian una funcion importante en la propagacion de los PA a

través de los axones de las neuronas sensoriales del GRD de las FAP.
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Discusion

La neuropatia por LNE y por diabetes producen cambios electrofisioldgicos
en los PAc generados por estimulacion de las fibras Aa/fy C

En este trabajo se observaron cambios en los PAc en ratas con neuropatia
por LNE como son la amplitud, latencia y forma, tal y como se habia reportado
previamente en otros estudios por LNE (Liu et al., 2000; Sapunar et al., 2005) y por
axotomia (Kim et al., 1998), donde observaron, mediante registros intracelulares la
despolarizacion del potencial de membrana en reposo, el incremento en la
excitabilidad de las fibras y cambios en la velocidad de conduccién. Esto se debe a
gue en la neuropatia se producen diversos cambios en las aferentes primarias y en
médula espinal, como la alta expresion de inmunoreceptores en los nociceptores
como son: interleucinas (IL-1B e IL-6), TNF-q, bradiquinina, prostanoides entre otros
(Oprée y Kress, 2000). En el caso del dafio a los nervios espinales ocurre toda una
cascada de respuesta inmune, como la produccion de macrofagos, activacion de
células T y un incremento en la expresion de citosinas proinflamatorias (Campbell y
Meyer, 2006). Estos factores producen cambios en la expresion de canales y de
receptores a neurotransmisores lo cual incrementa la excitabilidad de las fibras
(Millan, 1999).

Se ha observado que el PAc evocado por la estimulacion de las fibras Aa/ en
las ratas con neuropatia por LNE, la amplitud es menor comparada con una rata
naive estimulando a la misma intensidad (1.5xU), aunque el U puede diferir entre
las naive y las neuropaticas, se observé que el U era mayor en las ratas con alguna
neuropatia (datos no mostrados) comparado con una rata sana. Los cambios en la
amplitud y forma de los PAc se deben a cambios en la expresion de canales de Na*,
K*y Ca?*. En la neuropatia se ha observado un decremento de canales de Na*
resistentes a TTX como los son el Nay 1.8 (Lai et al., 2002) y Nav 1.9 (Boucher et
al., 2000), por consecuencia un decremento en la corriente neta de Na* la cual
podria explicar la disminucién en la amplitud y en la VC (Liu et al., 2000; Sapunar et
al., 2005) de los PAc en el NE-GRD-RD L5. Estos cambios en la expresion de

canales de Na* van acompafiados de una baja expresion de rGABAa después de
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un dafio de NE (Horch y Lisney, 1981) que también podrian contribuir en los
cambios en forma y en VC de las ratas neuropaticas por LNE (Oyelese y Kocsis,
1996).

Ademas de un déficit de canales de Na* resistentes a TTX, la lesion de nervios
espinales modifica la expresion de canales de K* ya que se ha reportado que existe
una diminucién de la corriente de K* después del dafio axonal (Everill y Kocsis,
1999; Krames, 2015) lo cual podria explicar el incremento en la activacion neuronal
(Liu et al., 2000; Sapunar et al., 2005) e incluso convertir a la neurona hiperexcitable
(Everill y Kocsis, 1999), esto se debe a la reduccién del efecto hiperpolarizante de
la corriente de K* y que podria contribuir al aumento en el umbral de disparo de los
PAc (Everill y Kocsis, 1999).

En el caso de la corriente de Ca?* existe controversia en cuanto a la expresion
de dichos canales. Algunos trabajos proponen que existe una disminucion en la
corriente de Ca?* dependiente de K* (Scholz et al., 1998; Sapunar et al., 2005),
canales de Ca?* de alto umbral de activacion (Blair y Bean, 2002). Otros grupos de
investigacion proponen que existe un aumento en la corriente de Ca?* (Kim et al.,
1998) como son los canales de Ca?* tipo N (Abdulla y Smith, 1997), en el trabajo de
Ojeda (Tesis, 2008) apoya que existe un aumento de los canales de Ca?*y que son
responsables de la excitabilidad de las aferentes primarias Aa/f e incluso participan
en la generacidon de PA. Estas diferencias podria deberse al modelo para estudiar

el dolor ya sea por inflamacion, constriccion de NE o LNE (Krames, 2015).

Estas alteraciones en la expresidon de los canales después de la LNE
producen cambios en las propiedades eléctricas de la membrana, ocasionando que
incremente la excitabilidad de las fibras Aa/3. Ademas se ha demostrado que estos
cambios provocan el disparo de actividad ectopica en estas fibras, que como se
sabe se encargan de la sensacion de tacto, presién y vibracion (incluso la
propiocepcién) (Liu et al., 2000), esta actividad espontanea se ha demostrado que
favorece la sensibilizacion central, por lo tanto la entrada aferente por la fibras de
bajo umbral podrian favorecer la sensacion de dolor (Campbell et al., 1988;

Torebjork et al., 1992; Koltzenburg et al., 1994) lo que podria explicar el aumento
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del componente C en las ratas neuropaticas por LNE en el NE-GRD-RD L5. Otra
explicacion del aumento del componente C en el NE-GRD-RD L5 podria ser por el
incremento en la duracion de los PA de estas FAP registradas en el soma del GRD,
atribuido a un aumento de la expresion de canales de Ca?*. Este efecto se demostrd
en el trabajo de Ojeda, mediante el bloqueo de los canales de Ca?* tipo T y N revierte

el incremento del &rea de los PAc en ratas neuropaticas por LNE (Tesis, 2008).

Otra posibilidad que explicaria la reduccién de la amplitud y latencia de los PAc
durante la neuropatia por LNE es la desmielinizacion de los axones. Este proceso
se debe a la accién de los macréfagos liberados por la lesion de nervios
mielinizados, ya que se les atribuye como las principales células involucradas en el
proceso de degeneracion “Walleriana” (Fu y Gordon, 1997; Milan 1999), debido a
gue los macrofagos secretan sustancias proinflamatorias y citosinas
pronociceptivas como el TNF-a, que estd involucrado en el proceso de
desmielinizacion (Milan 1999). Por lo tanto, la VC de las fibras mielinizadas
disminuiria debido a la desmielinizacion y a su vez disminuiria la amplitud de los
PA generados por estas fibras, contribuyendo a la informacion nociceptiva que se
transmite a través de las fibras primarias C, lo que explicaria la presencia de alodinia

e hiperalgesia durante el dolor neuropatico por LNE.

En resumen, los mecanismos antes mencionados producen cambios en la
generacion de PA o incluso cambios en la propagacion de dichos potenciales a
través de los axones lesionados por la LNE, que se reflejan como cambios en la

forma y latencia de los PA.

Interesantemente, también se observd aumento del componente C en el NE-
GRD-RD L4, sitio donde no hubo lesion. Esto podria explicarse a que las
terminaciones de las aferentes primarias desmielinizadas de L4 y L5, en ratas, no
corresponden estrictamente a los segmentos espinales donde los nervios los
inervan (L4 y L5 respectivamente), sino que se extienden dos segmentos
rostralmente y un segmento caudalmente (Shehab et al., 2008). Dicho esto, los
cambios neuroquimicos ya descritos previamente ocurridos después de la LNE L5

no toman lugar Unicamente en el segmento espinal L5 sino que se extiende también
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en los segmentos espinales rostrales (L3 y L4) y caudal (L6), los cuales reciben
entradas de las aferentes primarias de nervios no lesionados (Shehab, 2015), lo
cual podria producir actividad espontdnea y contribuir en el incremento de la
excitabilidad de las FAP C

En el caso de la neuropatia diabética se ha reportado una disminucién en la
VC de las afrentes primarias mielinizadas largas (Moore et al., 1980) al igual que en
el namero de cuerpos celulares en el GRD (Sidenius y Jakobsen, 1980) y un
decremento en el diametro de los axones tanto de la aferente periférica como los
axones hacia la médula espinal (Mizisin et al., 1999a). Todas esas alteraciones
podrian manifestarse como alodinia tactil, pero se conocen pobremente los
mecanismos moleculares que ocasionan el deterioro de las fibras sensoriales (Kou
et al., 2014). Aunque los registros electrofisiologicos muestren cambios en los PAc
evocados por estimulacion de las aferentes primarias Ao/ como son la amplitud,
forma y VC no hay duda que existe una modificacién en los canales de Na*, K*y
Ca?* al tratarse de una neuropatia y que podrian cambiar al igual que en la

neuropatia por LNE.

Otros trabajos han demostrado que durante la neuropatia diabética ocurre un
proceso de degeneracion neuronal. Esta degeneracibn promueve cambios
estructurales como son desmielinizacion segmental, degeneraciéon “Walleriana” y
microangiopatia, la cual induce apoptosis neuronal en el soma del GRD (Albers y
Pop-Busui, 2014). Aunque los mecanismos que producen la desmielinizacion de las
fibras aferentes Aa/B no han sido establecidos, resulta ser una propuesta para
explicar la disminucion de la amplitud de los PA evocados por la estimulacion de las
aferentes mielinizadas. Debido a la pérdida de la mielina, estas fibras no son
capaces de conducir los PA como lo deberian hacer normalmente, por lo que la VC
disminuye y se refleja como un decremento en el area bajo la curva de dichos PA
como se presento en los resultados. Ademas, se ha propuesto que la degeneraciéon

neuronal podria contribuir a la neuropatia en ratas diabéticas (Kubli y Calcutt, 2014).

Tanto las aferentes primarias mielinizadas como las desmielinizadas estan

implicadas en el mantenimiento del dolor neuropatico diabético. Alun no esta claro
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que tipo de fibra es la mas importante para el desarrollo de la neuropatia diabética
(Khan et al., 2002), se ha sugerido que las fibras de menor diametro o nociceptivas
son las que participan (Chen y Levine, 2001) ya que se ha demostrado que hay
actividad ectopica casi exclusivamente en estas fibras (Chen y Levine, 2001).
Ademas, se podria pensar que las alteraciones en las aferentes primarias de bajo
umbral podrian contribuir en la sensacion de dolor al igual que en el dolor
neuropatico por LNE pero no hay evidencia electrofisiolégica que lo soporte (Calcutt,
2002). Los resultados obtenidos muestran que no hay incremento en el componente
C evocado por estimulacion de las aferentes primarias desmielinizadas comparado
con el componente C de las ratas neuropaticas por LNE, aunque las ratas
empleadas en los experimentos presentaron alodinia tactil. Esto podria deberse al
dafio en las aferentes primarias de bajo umbral que ocasionan los diferentes
modelos de dolor neuropatico, como en el caso de LNE producen liberacion de
compuestos proinflamatorios y cambios en la expresion de canales que conllevan
a una actividad ectopica que produce un aumento en la sensacion del dolor, por otro
lado la neuropatia diabética hay pérdida de la mielina, pérdida de cuerpos celulares
en el GRD y disminucién del diametro de los axones de las fibras Aa/B y por lo tanto
cambios en la VC pero esto no atribuye a un aumento en la sensacion del dolor tan

grande comparado con la neuropatia por LNE.

Los rGABAA Yy rGABAg modulan la excitabilidad de las aferentes primarias
Aalp

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los GRD de L4 y L5
expresan rGABAAa sinépticos y extrasinapticos como lo han observado diferentes
grupos de investigacion (Persohn et al., 1991; Bohlhalter et al., 1996; Paul et al.,
2012; Zeilhofer et al., 2012; Loeza-Alcocer et al., 2013; Bravo-Hernandez et al.,
2016; Pérez-Sanchez et al., 2016) al igual que los rGABAg (Towers et al., 2000;
Charles et al., 2001). Ademas de que los rGABAA modulan la excitabilidad de las
aferentes primarias Aa/f como se ha observado en tortuga (Loeza-Alcocer et al.,
2013; Vargas-Parada et al., (datos no publicados)). Tanto en el NE-GRD-RD L4

como en L5 se observa una reduccién en el PAc evocado por la estimulacion de las
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aferentes primarias de bajo umbral, interesantemente se observa mas notablemente
una reduccion en el PAc del NE-GRD-RD L4 de las ratas naive y neuropéticas
cuando se bloquean los rasGABAa con L-655, 708 (20 uM) comparado en el NE-
GRD-RD L5, donde se observa una reduccién del &rea bajo la curva del PAc cuando
se bloquean los rGABAAa sinapticos y extrasinapticos con L-655, 708 + PTX (100
MM). La diminucion del area bajo la curva del PAc por la aplicacién de L-655, 708
se debe a la remocién de la despolarizacion ténica por los rasGABAa, pocas
neuronas alcanzan el umbral de activacion de PA y se refleja en una disminucién

de la amplitud del PAc (Loeza-Alcocer et al., 2013).

Ademas, la razdn por la que no se observa el mismo efecto en la reduccion del
PAc tanto en el NE-GRD-RD L4 y en el NE-GRD-RD L5 en presencia de L-655,708
podria deberse a la gran variabilidad en el PAc que se encontr6 en cada
preparacion, muy probablemente la significancia estadistica podria obtenerse si se
incrementa el nimero de experimentos. Si el PAc se genera en la porcion periférica
del nervio espinal entonces los rGABA son del tipo extrasinaptico y estarian
activados por el GABA del medio extracelular. Por lo tanto, la baja efectividad de los
antagonistas de los receptores a GABA indicaria que solo unos pocos receptores
estaban activados, muy probablemente por la baja concentracion de GABA en la
preparacion in vitro. Este problema se ha encontrado en los estudios farmacolégicos
de la corriente tonica GABAérgica en rebanadas de ndcleos supraespinales. En
estos casos se ha empleado la estrategia de aplicar GABA exdgeno debido a que
la concentracién de GABA es tan baja que no alcanza a generar una intensidad de
corriente que permita discriminar facilmente los cambios en la corriente de
mantenimiento. A reserva de probar si la aplicacion de GABA exdgeno activa los
receptores de tal modo que sea posible observar cambios estadisticamente
significativos, los resultados obtenidos indican que las FAP Aa/f3, al menos expresan
probablemente rasGABAa, que estarian despolarizando tonicamente las FAP

incrementando su excitabilidad.

Otro hecho interesante es que el bloqueo de los rGABAA en ratas naive, la

disminucién del area bajo la curva de los PAc evocados por estimulaciéon de las
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aferentes primarias de bajo umbral es mucho mayor que en las ratas con neuropatia
por LNE o diabetes, lo cual podria explicarse a que la expresion de los rGABAAa
disminuye en los GRD en la neuropatia tanto por constricciéon de NE o axotomia
(Horch y Lisney, 1981), por LNE (Kingery et al., 1988; Bhisitkul et al., 1990) y en
diabetes (Jolivalt et al., 2008; Afrazi y Esmaeili-Mahani, 2014). Lo mismo sucede
con la expresion de los rGABAg que se ha demostrado que disminuye en la
neuropatia por dafio de NE (Engle et al., 2012) y por diabetes (Chen y Pan, 2003;
Wang et al., 2011; Bai et al., 2014) en el asta dorsal de la médula espinal.

Por otro lado, los rGABAg parecieran no desempafiar un papel en la regulacion
de la informacion no nociceptiva, ya que los resultados arrojan que no existe un
cambio significativo cuando son bloqueados por CGP-55845, lo cual esta
observacion es respaldada por varios grupos de investigacion (Sivilotti y Woolf,
1994; Zemoura et al., 2016; Malcangio, 2017) ya que la participacion de estos
receptores es mas funcional en las terminales de las FAP y en la médula espinal
comparada con su funcién en los axones y en el GRD de las aferentes primarias
AB. Aunque se haya observado un cambio en el NE-GRD-RD L4 en ratas diabéticas
con el bloqueo de los rGABAg, no es suficiente evidencia para postular a estos

receptores como moduladores de la informacion de las fibras de bajo umbral.
Los rGABAA Y rGABAg no modulan la excitabilidad de las fibras aferentes C

Los datos que se presentaron anteriormente demostraron que los rGABAAa
participan de manera diferente en la aferentes primarias nociceptivas comparado
con las aferentes primarias no nociceptivas. Ya que tanto en el NE-GRD-RD L4 y
L5 de las ratas naive, neuropaticas por LNE y por diabetes (excepto en algunos
experimentos donde se observaron cambios significativos) no se observaron
cambios significativos en el componente C evocado por la estimulacion de las

aferente primarias desmielinizadas con el bloqueo de los rGABAA.

Esto podria indicar que si estos receptores se expresan a lo largo de las FAP
tipo C (Persohn et al., 1991; Bohlhalter et al., 1996; Paul et al., 2012; Zeilhofer et
al., 2012; Loeza-Alcocer et al., 2013; Bravo-Hernandez et al., 2016; Pérez-Sanchez

et al., 2016) probablemente no habrian estado activados debido a la baja
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concentracion de GABA en el medio extracelular. Ademas podrian estar
desempefiando otra funcién, ya que otros grupos de trabajo han demostrado que
los rGABAA se encuentran en las terminales de las aferentes primarias y su
activacion produce la inhibicion presinaptica mediante la PAD (Eccles et al., 19614a;
Rudomin y Schmidt, 1999; Kullmann et al., 2005). Con excepcion de los receptores
GABAA sindpticos que se localizan en la sinapsis axo — axdnicas entre las neuronas
GABAérgicas y las terminales de las FAP (Rudomin y Schmidt, 1999), los rGABAa
resultantes serian del tipo extrasinaptico. Por los resultados obtenidos se puede
concluir que estos receptores podrian estar expresados en las FAP pero no tienen
un papel relevante en la excitabilidad a lo largo de los axones donde se esta
activando el PA, como ocurre en las terminales periféricas y centrales. Por lo tanto
se ha propuesto que estos receptores media una PAD periférica (Carton et al 1995;
Bravo-Hernandez et al., 2016) y por lo tanto la inhibicién presinaptica (Rudomin y
Schmidt, 1999).

La participacion de los rGABAg en la modulacion de la informacion nociceptiva
parece ser no significativa en las aferentes primarias desmielinizadas al igual que
en la aferentes primarias mielinizadas. Aunque se observa una disminucion del PAc
evocado por la estimulacion de las aferentes primarias C, esto indica que hay
expresion de rGABAg en los axones y GRD de estas fibras, tal y como se habia

reportado previamente (Jones et al., 2005).
La falla en la propagacion de PAc podria explicar el dolor neuropaético.

Las neuronas pseudounipolares de las FAP poseen la propiedad de filtrar PA
provenientes de la periferia, para evitar una sobrecarga eléctrica y a su vez una

sobre estimulacion de las neuronas del SNC (Gemes et al., 2013).

Los resultados obtenidos de estimular las aferentes primarias Aa/f§ con un
protocolo de EAF a 200 Hz (véase Métodos) permitieron observar la presencia de
un filtro pasa bajas, filtro que se habia reportado previamente (Stoney 1990; Luscher
et al., 1994b; Djouhri et al., 2001; Fang et al., 2005; Gemes et al., 2013; Du et al.,

2017). También se ha observado que esta falla en la propagacion de PAc se pierde
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por LNE (Gemes et al., 2013) o por inflamacion (Djouhri et al., 2001), fenémeno que

se observo en el NE-GRD-RD L4 y L5 en ratas neuropéticas y en ratas diabéticas.

Parece interesante que algunos NE-GRD-RD L4 de las ratas neuropaticas no
presenten fallas en la propagacién de PAc evocados por estimulacién de fibras
aferentes AB, ya que se ligaron los NE L5 y L6 de acuerdo al modelo propuesto por
Kim y Chung (1992). Esto podria explicarse de igual manera, debido a que las
terminaciones de aferentes primarias desmielinizadas de L4 y L5 de las ratas, se
extienden dos segmentos rostralmente y un segmento caudalmente (Shehab et al.,
2008), los cambios neuroquimicos producidos en el LNE L5 se extienden también
en los segmentos espinales rostrales (L3 y L4) y caudal (L6), los cuales afectan
aferentes primarias de nervios no lesionados (Shehab, 2015). Estos cambios
neuroplasticos en el asta dorsal de la meédula espinal en el segmento espinal L4,
podrian alterar también a las neuronas del NE L4, ya que se ha propuesto que por
medio de este mecanismo la entrada al asta dorsal de las terminales nerviosas
dafadas (L5) y no dafiadas (L4) podrian explicar la hiperalgesia en el dolor
neuropatico por LNE (Shehab, 2015).

Estos cambios neuroquimicos en el NE L4 producidos por el dafio del NE L5
podrian explicar la ausencia en la falla de los PAc por estimulacién de las fibras Ap,
también se observo que la alteracion del NE L4 esta presente en la neuropatia por
LNE. Esto se observa en los registros obtenidos del componente C evocado por
estimulacion de las fibras aferentes C de ratas neuropaticas por LNE, donde ocurren
alteraciones en el componente C como son forma, amplitud e incluso en la latencia
(datos no mostrados) comparados con el componente C de ratas sin LNE (Fig. 7A
y 7C).

La pérdida de la falla en la propagacion de PAc evocados por estimulaciéon
de fibras aferentes desmielinizadas en ratas diabéticas registradas en el presente
trabajo concuerda con lo descrito por Sun y colaboradores (2012), donde estimulan
y registran las descargas producidas en el nervio coccigeo en ratas naive y
diabéticas, en los experimentos observan descargas en baja frecuencia en ratas

naive cuando se estimula mecanicamente con filamentos de von Frey, mientras que
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en las ratas diabéticas las descargas producidas por la estimulacion son de alta
frecuencia. Esto habla de una pérdida en la conduccion de PA de las aferentes
primarias nociceptivas en el modelo de rata diabética.

Los mecanismos que producen pérdida del filtro de los PA en ratas con
neuropatia aun se desconoce. Aunque existen diversas propuestas, los autores
anteriores y otros trabajos (Djouhri et al., 2001; Sun et al., 2012) proponen que
existe una sobre expresion de canales de Na* resistentes a TTX del tipo Nay 1.8 en
las neuronas del GRD, ya que estos canales se les ha asociado con la excitabilidad
y fallas en la conduccion. Esto se ha observado tanto en la neuropatia por diabetes
(Sun et al., 2012) como en dolor inflamatorio (Djouhri et al., 2001).

Es importante destacar que todos los trabajos previamente citados
relacionados con la pérdida del filtro de los PA fueron realizados en fibras aferentes
nociceptivas (Ad y C) y los resultados mostrados en este trabajo, se estimularon las
fiboras aferentes no nociceptivas (Aa/B), demostrando que la pérdida en la
conduccion de PA no es exclusiva de las aferentes nociceptivas, sino también de
las propioceptivas como se habia reportado previamente (Gemes et al., 2013). Este
resultado podria explicar que la pérdida del filtro pasa bajas en las fibras no
nociceptivas en ratas neuropaticas, aumente la sensacion de dolor y a su vez
produzca alodinia mecanica, debido a que no hay regulacién de la excitabilidad de
las neuronas sensoriales y se genere una sobre estimulacién de las neuronas de la
médula espinal involucradas en el circuito que procesa la informacion nociceptiva.
En general, el filtro generado en la unién T de las neuronas sensoriales contribuye
en el tréfico de la informacion nociceptiva y no nociceptiva y desempefia un papel

critico en la percepcion sensorial.

Por otro lado, el bloqueo de los rGABAA y rGABAg no parecen desempeiiar
una funcién en el mantenimiento o pérdida en la falla de la propagacion de PA, ya
gue no se mostraron cambios significativos en los registros obtenidos en ratas naive
y en ratas neuropaticas. Sin embargo, la activacion de los rGABAA con GABA
exdégeno a 5 pM, redujo de manera significativa el area de los PAc evocados por

estimulacion de las aferentes primarias AB. Una posible explicacion se podria deber
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a que el efecto del GABA activa masivamente a los rGABA, lo que disminuye la
resistencia de la membrana y por lo tanto la corriente que fluye a través de ella. A
este fendmeno se le conoce como ‘cortocircuito’ de la membrana, (Curtis et al.,
1958; Paulus et al., 2016). Ademas, Du y colaboradores (2017) proponen que la
activacion de los rGABAa en combinacién de la inactivacion de canales de Na*
podria revertir el filtro de la unién T de las FAP en ratas que no lo presentaran. Estos
resultados sugieren, al menos en ratas naive, que la activacion o el bloqueo de los
rGABAa y rGABAg no modifican la conductancia de los PA a través de los axones

de las aferentes primarias mielinizadas.

También se observaron cambios en los PAc evocados por estimulacion de
aferentes primarias de alto y bajo umbral después de la EAF. Se incremento el area
bajo la curva del PAc, es decir se reclutaron mas axones con el mismo estimulo, lo
gue significa que se incremento su excitabilidad. Ademas, la reduccidn en presencia
del antagonista a los rasGABAa, L-655, 708, fue aproximadamente de la misma
magnitud antes y después de la EAF. Esto sugiere que los rasGABAa podrian ser
los responsables del incremento en la excitabilidad de las FAP por la
despolarizacion sostenida que producen, los cuales probablemente se activaron por
el GABA liberado por el tren de pulsos. Una posibilidad de dénde proviene el GABA
liberado para activar dichos receptores son las células gliales satelitales y de
Schwann, las cuales se ha demostrado que son capaces de almacenar GABA
(Iversen et al., 1973; Schon y Kelly, 1974b) y liberar GABA (Minchin, 1975; Neal y
Bowery, 1974). EI GABA liberado por la despolarizacion producida por los PA,
activaron los rGABAA, por lo que despolarizaran las FAP haciéndolas mas excitables
(Loeza-Alcocer et al., 2013) y esto se reflejaria como un incremento en el area bajo

la curva del PAc.

56



CINVESTAYV - IPN Receptores GABAA y GABAs modulan la excitabilidad de las FAP

Conclusiones

Los resultados mostrados en el presente trabajo muestran la funciéon que
desempefian los rGABA en la transmision de la informacion no nociceptiva y
nociceptiva. En las fibras aferentes mielinizadas (Aa/B), los rGABAa sobre todo
aquellos que poseen la subunidad as podrian estar modulando la excitabilidad de
estas fibras mediante la despolarizacion tonica, ya que su bloqueo reduce la
amplitud de los PAc debido a la remocion de dicha despolarizacion. En las fibras
aferentes desmielinizadas (C), los rGABAa parecen no desempefiar un papel
fundamental en la regulacion de la excitabilidad de estas fibras, posiblemente
debido a que su funcion esta relacionada en la liberacion de neurotransmisor en las
terminaciones de las FAP. Ademas, los rGABAg podrian no tener un papel relevante
en la modulacion de las fibras primarias Aa/pf y C, debido a su localizaciéon en las

terminales de las FAP o incluso en el asta dorsal de la médula espinal.

Otro punto importante a mencionar es la importancia en la falla de propagacién
de PA a través de las fibras aferentes Aa/f y C, pues como se menciond en este
trabajo, es de suma importancia este filtro pasa bajas generado en la union T de las
neuronas sensoriales para proteger al SNC de sobrecargas eléctricas o de
sobreestimulacion. El cual se pierde durante o después de la neuropatia el cual
podria explicar los sintomas del dolor neuropatico. También que este filtro no es

dependiente de receptores a GABA, al menos en ratas naive.
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