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RESUMEN

El dolor y el suefio estan relacionados de forma bidireccional y reciproca, puesto
que experimentar dolor suele irrumpir el suefio a la vez que los trastornos de
suefio pueden agravar condiciones de dolor preexistentes. La privacion de suefio,
particularmente la fase de movimientos oculares rapidos (suefio MOR), induce
estados de hipersensibilidad dolorosa a estimulos mecénicos y térmicos, sin que
hasta el momento se conozcan los mecanismos implicados en la fisiopatologia del
fendbmeno. El objetivo de este estudio fue determinar la participacion de la via
HMGB1-TLR4 y del canal TRPV1 en el desarrollo y el mantenimiento de la
alodinia tactil inducida por privacion de suefio MOR en ratas. Se utilizaron ratas
Wistar hembras y machos sometidas a un periodo de dos dias de privacion de
suefio MOR por el método de tanque con agua y plataformas multiples. Se
evaluaron cambios en el umbral de retiro de la pata con filamentos de von Frey,
asi como cambios en la expresion de las proteinas de interés mediante Western
blot. Los datos obtenidos indican que la privacion de suefio MOR induce un estado
de alodinia mecéanica generalizada en ambos sexos, que se revierte tras la
administracion intratecal de glicirricina (inhibidor de HMGB1), LPS-RS (antagonista
de TLR4) y A784168 (bloqueador de TRPV1). El pretratamiento con glicirricina y
LPS-RS, pero no con A784168, impidio el desarrollo de alodinia tactil, a la vez que
el pretratamiento con LPS-RS redujo el efecto antialodinico del bloqueador del
canal TRPV1. Adicionalmente, el analisis por Western blot revel6 que la privacion
de suefio MOR induce sobreexpresion de la proteina HMGBL1 y el canal TRPV1 en
ganglios de la raiz dorsal y en la porcidén dorsal de la médula espinal, pero no se
observaron cambios en la expresion de TLR4. Finalmente, el pretratamiento con
LPS-RS atenud la sobreexpresion de TRPV1 en ganglio de la raiz dorsal y en
médula espinal dorsal. En conjunto, los datos obtenidos sugieren que la
sefalizacion por la via HMGB1-TLR4 participa en el desarrollo de la alodinia tactil
inducida por privacion de suefio MOR en ratas, mientras que HMGB1, TLR4 y el

canal TRPV1 participan en su mantenimiento.
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ABSTRACT

Pain and sleep are bi-directionally and reciprocally related phenomena, since
experiencing of pain often disrupts sleep, while sleep disturbances can aggravate
pre-existing pain conditions. Sleep deprivation, especially the rapid eye movement
phase (REM sleep), induces states of painful hypersensitivity to mechanical and
thermal stimuli, but the mechanisms involved in the physiopathology of the
phenomenon are not well known. The aim of this study was to determine the role of
the HMGB1-TLR4 signaling pathway and the TRPV1 channel in the development
and maintenance of tactile allodynia induced by REM sleep deprivation in rats.
Male and female Wistar rats were subjected to two-days of REM sleep deprivation
using the water tank and multi-platform method. Von Frey filaments were used to
determine the paw withdrawal threshold, and protein expression was determinate
by Western blot. The data obtained indicates that REM sleep deprivation induces a
generalized mechanical allodynia state in both sexes, which is reversed by
intrathecal administration of glycyrrhizin (HMGB1 inhibitor), LPS-RS (TLR4
antagonist) and A784168 (TRPV1 blocker). Furthermore, pretreatment with
glycyrrhizin and LPS-RS, but not with A784168, prevented the development of
tactile allodynia, while pretreatment with LPS-RS reduces the antiallodynic effect of
the TRPV1 blocker. Western blot analysis revealed that REM sleep deprivation
induces overexpression of the HMGB1 protein and TRPV1 channel in dorsal root
ganglia and dorsal portion of spinal cord, but no changes in TLR4 expression were
observed. Finally, LPS-RS pretreatment attenuated TRPV1 overexpression in the
dorsal root ganglion and dorsal spinal cord. Taken together, the data obtained
suggests that HMGB1-TLR4 signaling pathway participates in the development of
tactile allodynia induced by REM sleep deprivation in rats, while HMGB1 alarmin,

TLR4 receptor and TRPV1 channel participate in its maintenance.



1. INTRODUCCION
1.1 Aspectos generales sobre el dolor
1.1.1 Definicion del dolor

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP por sus siglas en
inglés) define al dolor como “una experiencia sensorial y emocional desagradable,
asociada a un dafio tisular real o potencial, que se describe en términos de dicho
dafno” (Merskey et al., 1979). Esta definicibn es ampliamente aceptada y enfatiza
el hecho de que el dolor es una sensacion consciente cuyas cualidades son
subjetivas (Cohen et al.,, 2018). El dolor es resultado de un proceso neural
complejo, en el cual participan neuronas sensoriales especializadas en la
deteccion de estimulos nocivos (sefiales de dafio tisular), tractos nerviosos que
conducen esta informacibn a centros supraespinales donde se genera
propiamente la sensacion y sistemas de modulacion que pueden facilitar o atenuar
la transmision de informacidn nociceptiva segun el contexto (Steeds, 2016). La
interpretacion de sefiales nociceptivas dolorosas esta influida por factores
genéticos, emocionales, cognitivos y en algunos casos, patolégicos (Tracey y
Mantyh, 2007). El dolor puede variar en cuanto a su magnitud (leve, moderado,
grave), localizacion (superficial, profundo, localizado, difuso), su temporalidad
(agudo, intermitente, crénico), su cualidad (palpitante, ardiente, punzante) y sus
componentes afectivos asociados, generalmente descritos en términos de

sufrimiento (agobiante, torturador) (Woolf, 2004).

Experimentar dolor suele desencadenar acciones reflejas de evitacion hacia
aquellos agentes capaces de generar dafio, o bien, conductas de proteccién a las
zonas lesionadas (Basbaum et al.,, 2009). Debido a ello, se plantea que la
percepcion del dolor se ha desarrollado evolutivamente como un mecanismo que
procura la integridad y supervivencia de los organismos capaces de
experimentarlo (Smith et al., 2011). Sin embargo, diversas alteraciones y cambios
plasticos en los nociceptores y las vias encargadas de conducir informacién
nociceptiva al encéfalo pueden generar que la percepcion del dolor se intensifique,

gue se prolongue mas alla del tiempo requerido en el proceso de curacion de un



tejido lesionado, o incluso que se presente en ausencia aparente de algun
estimulo. En esas condiciones, el dolor pierde su funcidbn como sistema de alerta y
se transforma en una sensacion patoldgica, persistente y debilitante (Woolf, 2004).
Dos fendmenos principales caracterizan a los estados de hipersensibilidad al
dolor: la alodinia, que se define como la percepcién de estimulos inocuos como
dolorosos y la hiperalgesia, en la cual, estimulos que normalmente se perciben
como dolorosos generan una sensaciéon de mayor intensidad (Basbaum et al.,
2009).

1.1.2 Clasificacion del dolor

De acuerdo con su temporalidad el dolor se clasifica en agudo y cronico. El dolor
agudo es un fendmeno de corta duracién, generalmente asociado a dafio tisular
vigente. Suele ser una sensacion con localizacién restringida al lugar de la lesion,
con intensidad proporcional a la magnitud del estimulo que lo produce y
normalmente se atenta o desaparece conforme se resuelve el dafio (Kuner,
2010). Por su parte el dolor crénico tiene duracion mayor a 3 meses (Merskey y
Bogduk, 1994). Su etiologia y patron de evolucion son diversos, pero se
caracteriza por carecer de utilidad protectora y ser el resultado de actividad neural
alterada a nivel periférico y/o central. El dolor crénico se considera patolégico en si
mismo y es un problema grave de salud que a menudo se asocia con altos niveles

de discapacidad funcional (King et al., 2011).

Tomando en cuenta el mecanismo neurobiolégico que genera el dolor, éste se

clasifica en nociceptivo, inflamatorio, neuropatico y disfuncional (Figura 1).

Dolor nociceptivo (Figura 1A): Es una sensacion aguda con funcién de alerta que
se relaciona con la deteccion temprana de estimulos nocivos de gran intensidad,
principalmente mecanicos y térmicos. Suele desencadenar reflejos motores que
ayudan a evitar o minimizar el dafio, mientras que la incomodidad y angustia
emocional que lo acompafan indican al organismo la necesidad de proteger el

area donde incidio el estimulo (Woolf, 2010).



Dolor inflamatorio (Figura 1B): Es el dolor causado por la activacion del sistema
inmunoldgico tras una lesion o infeccion. Es resultado de la secrecion de diversas
sustancias por los tejidos lesionados (protones [H'], ATP), por parte de células del
sistema inmune (bradicinina, serotonina, histamina, prostaglandinas, citocinas
proinflamatorias, quimiocinas) y por los nociceptores mismos (sustancia P, péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP)) que en conjunto constituyen la
llamada “sopa inflamatoria” (Basbaum et al., 2009). Estas sustancias activan
directamente a los nociceptores e inducen ajustes en la expresion y funcion de
receptores y canales i0nicos en su membrana generando un proceso conocido
como sensibilizacion periférica, en el cual los nociceptores manifiestan
hiperexcitabilidad que conduce a un estado de hiperalgesia (Costigan y Woolf,
2000). Este tipo de dolor se considera adaptativo y protector, ya que el aumento
de sensibilidad en el area lesionada y zonas circundantes evita un dafio mayor y

promueve la recuperacion.

Dolor neuropatico (Figura 1C): Es un tipo de dolor que surge a consecuencia de
una lesion o enfermedad que afecta al sistema somatosensorial (Treede et al.,
2008). Como resultado del dafio se generan potenciales de accidén ectopicos,
facilitacion y desinhibicion de la transmision singptica en las vias que conducen
informacion nociceptiva, pérdida de conectividad o formacion de circuitos
neuronales aberrantes e interacciones neuroinmunes. En el dolor neuropético, el
dolor se produce espontaneamente y las respuestas a estimulos inocuos y nocivos

se amplifican patolégicamente (Costigan et al., 2009).

Dolor disfuncional (Figura 1D): Es el dolor caracterizado por un procesamiento
central anormal de la informacion nociceptiva, que se genera en ausencia de
estimulacién sobre los nociceptores y sin dafio neuronal o proceso inflamatorio
identificable (Fong y Schug, 2014). Algunas patologias que cursan con dolor
disfuncional son la fibromialgia, sindrome de colon irritable, cefalea tensional y

sindrome temporomandibular (Woolf, 2010).

El dolor nociceptivo e inflamatorio se consideran fisiolégicos o adaptativos, puesto
gue protegen al organismo de estimulos dafiinos o promueven la curacién del
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tejido lesionado. En contraste, el dolor neuropatico y disfuncional son

maladaptativos o patoldgicos, ya que son manifestaciones de un funcionamiento

anormal de los componentes del sistema nervioso sensorial implicados en la

nocicepcion (Woolf, 2004).
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Figura 1. Clasificacion del dolor con base en su origen neurobiolégico: A)
Nociceptivo, B) Inflamatorio, C) Neuropético, D) Disfuncional (Modificada de Woolf, 2004).
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1.1.3 Fundamentos sobre nocicepcién

La nocicepcion se define como el conjunto de procesos neurobiolégicos mediante
los cuales una subpoblacibn de neuronas aferentes primarias denominadas
nociceptores detectan estimulos nocivos o sefiales de dafio en el organismo, que
a la postre, son decodificados en el sistema nervioso central dando lugar a la
sensacion dolorosa. La nocicepcion comprende cuando menos cinco procesos
basicos (Woolf, 2004):

Transduccién: Consiste en la deteccion de estimulos nocivos que activan canales
iGnicos y receptores membranales especificos generando cambios de potencial de
membrana en los nociceptores (potenciales de receptor), con la consecuente
generacion de potenciales de accion. En condiciones fisiolégicas los nociceptores
son neuronas de alto umbral, lo que permite desarrollar actividades cotidianas sin
experimentar dolor, pero tienen sensibilidad suficiente para identificar sefiales de
dafo (Patapoutian et al., 2009). Entre los estimulos que detectan los nociceptores
se encuentran sustancias cuya presencia aumenta en el contexto de dafo tisular
como el K*, hidrogeniones, histamina, serotonina, prostaglandinas, leucotrienos y
bradicinina, asi como estimulos mecanicos de alta intensidad y temperaturas
extremas (Schaible et al., 2011).

Conduccion: Es la propagacion de potenciales de accién a lo largo del axon de los

nociceptores, desde su terminal periférica hacia la terminal central.

Transmision: Se refiere al relevo de informacién entre neuronas. Los potenciales
de accién propagados en la neurona aferente primaria en direccion anterégrada
inducen la secrecion de moléculas neuromediadoras desde su terminal central,
responsables de transmitir la informacién nociceptiva a las neuronas de segundo
orden localizadas en el asta dorsal de la médula espinal, las cuales a su vez

transmiten la informacion a centros supraespinales.

Percepcion: Se refiere a la integracion consciente de las sefiales nociceptivas, que

son decodificadas junto con factores emocionales y cognoscitivos dando lugar a la



experiencia dolorosa. La percepcion del dolor es subjetiva y requiere la

participacion de varias estructuras cerebrales.

Modulacién: Consiste en procesos activos de facilitacion o inhibicion de la
transmision sinaptica en las vias que conducen informacién nociceptiva,
principalmente a nivel del asta dorsal de la médula espinal. La modulacion permite
atenuar o intensificar la percepcién del dolor segun resulte conveniente en un

contexto determinado.

1.2 El suefio

El suefio se define como un estado fisiologico reversible de disminucion de la
percepcion y capacidad de respuesta al entorno, acompafiado de recumbencia
postural e inactividad (Cirelli y Tononi, 2008). Se le atribuyen diversas funciones
que promueven el mantenimiento y restablecimiento del equilibrio fisioldgico
después del periodo de vigilia (Kumar y Chanana, 2014). Entre éstas se
encuentran la eliminacion de radicales libres, regulacién de la actividad eléctrica
cortical, termorregulacion, regulacion metabdlica y endocrina, homeostasis
sinaptica y remodelacion dendritica, activacion inmunoldgica y consolidacion de la
memoria (Tononi y Cirelli, 2006; Vasalli y Dijk, 2009; Diekelmanm y Born, 2010;
Yang et al., 2014).

Desde el aspecto evolutivo, el suefio o los estados de reposo analogos al suefio
se conservan en practicamente todos los grupos taxondmicos y especies
animales, lo que sugiere que cumple un propésito comun que beneficia la
supervivencia (Miyazaki et al., 2017). El suefio es crucial para mantener la
integridad funcional del organismo. La privacion de suefio en ratas por periodos
prolongados genera pérdida de peso corporal, lesiones cutaneas severas y
debilitamiento progresivo que culmina en la muerte tras un par de semanas
(Rechtschaffen et al., 1989; Rechtschaffen y Bergmann, 2002).

El suefio es un estado dinamico que se describe con base en parametros

conductuales, fisiologicos y electrofisiolégicos (Andersen et al., 2018). Desde el



punto de vista conductual, se caracteriza por disminucion del estado de
conciencia, aumento en el umbral sensorial a estimulos externos, por presentarse
una postura de suefio caracteristica en cada especie, estar asociado a relajacion
muscular, inmovilidad y por su reversibilidad. Con base en la actividad
electrofisiolégica cerebral y de los musculos esqueléticos, el suefio consta de dos
fases que se alternan ciclicamente en el transcurso de un periodo de descanso: el
suefio de movimientos oculares rapidos (MOR) y el suefio sin movimientos
oculares rapidos (no-MOR) (Eban-Rothschild et al., 2018). Otros parametros
fisiolégicos como la temperatura corporal, la secrecion de algunas hormonas y la
regulacion respiratoria y cardiovascular muestran diferentes patrones durante el
suefio MOR y no-MOR (Scammell et al., 2017).

1.2.1 Ciclo del suefio

El electroencefalograma (EEG), un registro grafico de las oscilaciones en la
actividad eléctrica cerebral, muestra durante la vigilia ondas tipo alfa y beta que
fluctdan entre los 7.5-12.5 Hz y 12.5-30 Hz de frecuencia, respectivamente. La
actividad de tipo alfa es caracteristica de una condiciobn de relajacion y
tranquilidad, mientras que la actividad tipo beta corresponde a estados de atencion
y alerta. Durante el suefio ocurren cambios caracteristicos en el patrén de
actividad electroencefalografica (Figura 2) que permiten dividirlo en sus dos
grandes etapas: el suefio no-MOR y el suefio MOR (American Academy of Sleep
Medicine, 2007).

Un episodio de suefio siempre comienza en etapa no-MOR, que a su vez se divide

en varias fases:

Fase 1 o N1:. Se caracteriza por un estado de somnolencia o suefio ligero en el
que resulta facil despertar. El tono muscular disminuye, pero se pueden observar
sacudidas musculares subitas llamadas mioclonias hipnicas. En el EEG se
observa un descenso paulatino de actividad tipo alfa a actividad tipo theta (4-8

Hz). También disminuyen la frecuencia cardiaca y respiratoria.



Fase 2 0 N2: El ECG presenta patrones de oscilacion lenta llamados complejos K,
con picos breves de actividad elevada llamados husos del suefio (7-14 Hz). Suele
ser la etapa mas larga del ciclo. La frecuencia cardiaca, respiratoria y el tono

muscular son menores que en la fase N1.

Fases 3 y 4 o fase N3: También llamado suefio de ondas lentas, es la fase mas
profunda de suefio no-MOR, donde el umbral para despertar es el mas alto. Se
caracteriza por oscilaciones de muy baja frecuencia en el EEG llamadas ondas
delta (1-4 Hz).

Suefio MOR o fase R: Se caracteriza por la presencia de movimientos oculares
rapidos, una pérdida generalizada del tono muscular esquelético (salvo masculos
respiratorios y esfinteres), asi como frecuencia cardiaca y respiratoria irregulares.
También suele referirse a esta fase como suefio paraddjico, puesto que la
actividad cerebral se incrementa a niveles similares a los de la vigilia
(predominando la actividad beta y theta) y es la etapa en la que se producen la
mayoria de ensofiaciones. Al finalizar un periodo de suefio MOR el umbral para
despertar es muy bajo. El fin de la etapa MOR se continGa con el inicio de una

nueva fase N1.

A e B
Vigilia
Vigilia
Nt (1) Suefio MOR |
N2 (2 * ' - N1 (1) 4
Sueiio no
] - N2 (2) 1
MOR ) Suefio | 2
no MOR [(3)
4 -
@ 4
Suefio MOR

Figura 2. Caracterizacion electroencefalografica del suefio. A) Frecuencia de ondas
electroencefalograficas caracteristica de las fases suefio y B) Esquematizacion de los
cambios en el nivel de actividad electroencefalografica durante las fases del suefio
(modificada de Miyasaki et al., 2017).



Un ciclo completo de suefio no-MOR / MOR tiene una duracién promedio de 1.5 h.
Durante un periodo de suefio en el humano, tipicamente ocurren cuatro o cinco

ciclos completos (Vasalli y Dijk, 2009).

El ciclo de suefio-vigilia se controla mediante una interaccion reciproca de tipo
inhibitorio entre los sistemas noradrenérgico, serotoninérgico, colinérgico,
orexigénico y el sistema reticular activador ascendente, que en conjunto
promueven la vigilia y las neuronas productoras de galanina y GABA del nucleo
predptico ventrolateral en el hipotalamo, que estimulan el suefio. Tal regulacion
establece un circuito de retroalimentacion de tipo encendido - apagado
responsable de la alternancia entre el suefo y la vigilia (Kumar y Chanana, 2014).
Adicionalmente, se plantea que el area tegmental pontina del tronco encefalico y
las regiones medulares y mesencefélicas adyacentes contienen neuronas
implicadas en la generacion y alternancia entre las fases de suefio (Lu et al., 2006;
Weber et al., 2015; Hayashi et al., 2015).

1.2.2 Trastornos de suefio y alteraciones en la nhocicepcion

La reduccidn, fragmentacion o privacion total de suefio son condiciones en las que
un individuo no duerme lo suficiente para mantener niveles normales de alerta
durante el periodo de vigilia (American Academy of Sleep Medicine, 2014). La
reduccion se refiere a un acortamiento del tiempo de suefio por debajo de las
necesidades fisiologicas, la fragmentacion se refiere a un suefio interrumpido,
mientras que la privacion de suefio es un estado donde el organismo permanece

despierto durante un periodo prolongado (Kumar y Chanana, 2014).

Datos epidemiolégicos muestran que los trastornos de suefio son muy frecuentes
en la sociedad moderna y existe una tendencia generalizada a disminuir el tiempo
de suefio (Knutson et al., 2010; Schoenborn et al., 2013; Chattu et al., 2018).
Asimismo, existe evidencia que muestra relacion entre los trastornos del suefio y
el desarrollo de varias alteraciones neuroconductuales, metabdlicas, hormonales,
neuroendocrinas e inmunes (Tufik et al.,, 2009; Kumar y Chanana, 2014; Irwin,
2015; Zhao et al., 2017).



Particularmente, existe una relacion estrecha entre el suefio y el dolor. Por un
lado, experimentar dolor perturba el suefio e impide su conciliacion. Por el otro, se
ha identificado que las alteraciones del suefio, como la irrupcion de su continuidad,
cambios en su arquitectura o privacion, estan frecuentemente asociadas a
anomalias en la nocicepcion y condiciones de dolor crénico, de forma tal que la
relacion entre el dolor y los trastornos del suefio se considera reciproca
(Lautenbancher et al., 2006; Azevedo et al.,, 2011). Se han planteado diversos
enfoques para estudiar la direccionalidad causal entre las alteraciones de la
nocicepcion y los trastornos del suefio. Uno de ellos propone que el dolor induce
un incremento en la actividad de diversas estructuras del sistema nervioso, lo cual
impide el inicio o la continuidad del suefio e induce somnolencia diurna (Smith y
Haythornthwaite, 2004). Otra perspectiva plantea que la modulacion del dolor y la
regulacion del suefio comparten mecanismos neurobiolégicos comunes, en
particular la transmision serotoninérgica central (Foo y Mason, 2003), de tal forma
que las alteraciones del suefio y la nocicepcién pueden ser fendémenos
secundarios a una disfuncidbn comun. Finalmente, estudios experimentales y
observaciones clinicas donde se ha evaluado la relaciéon temporal entre suefio y
dolor, han dado pie a la hipotesis de que las alteraciones del suefio pueden ser
parte de la etiologia de alteraciones agudas y crénicas en la nocicepcion
(Kundermann et al.,, 2004; Lautenbacher et al., 2006; Simpson et al., 2018;
Andersen et al., 2018).

Diversos reportes experimentales en humanos demuestran que la privacion de
suefio total (Schuh-Hofer et al., 2013; Larson y Carter, 2016; Krause et al., 2019),
parcial (Faraut et al., 2015) o selectiva (Lentz et al., 1999; Roehrs et al., 2006)
aumenta la percepcion y reduce los umbrales del dolor ante estimulacion eléctrica,
mecanica y térmica. Ademas, se ha reportado que la privacion de suefio puede
interferir con tratamientos analgésicos que involucran mecanismos de accion

opioidérgicos y serotoninérgicos (Onen et al., 2001a) (Tabla 1).
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Tabla 1. Estudios representativos en humanos sobre los efectos de la privacién de
suefio en el dolor (Modificada de Lautenbacher et al., 2006) (P-MOR: Privacion de suefio

MOR).

Sujetos de

Disefio experimental

Evaluacién de la

Resultados principales

Moldofsky
et al., 1975

Moldofsky y
Scarisbrick
1976

Lentz et al.,,
1999

Onen et al.,
2001a

Kundermann
et al., 2004

Roehrs et
al., 2006

Azevedo et
al., 2011

Schuh-Hofer
et al. 2013

Larson y
Carter 2016

Simpson et
al. 2018

Krause et al.
2019

estudio

Hombres
sanos (n=6)

Sujetos
sanos
(n=13, 12
hombres vy
una mujer)

Mujeres
sanas
(n=12)

Hombres
sanos (n=9)

Sujetos
sanos
(n=20)
Sujetos
sanos
(n=13, 10
mujeres y 3
hombres)
Hombre
sanos
(n=28)

Sujetos
sanos
(n=14, 8
hombres y 6
mujeres)

Sujetos
sanos
(n=27, 14
hombres vy
13 mujeres)

16 sujetos
sanos (8
hombres, 8
mujeres)

25 sujetos
sanos

Estudio de medidas
repetidas. Privacion de
suefio de ondas lentas
por 3 dias consecutivos.
Comparacion entre dos
grupos independientes:
privacion de suefio de
ondas lentas vs. P-MOR
por 3 noches
consecutivas.

Privacion de suefio de
ondas lentas por 3 dias
consecutivos.

Privacién total de suefio
por una noche seguida
de dos noches de
privacion de suefio de
ondas lentas o P-MOR.
Privacion total de suefio
por 2 noches con
intervalo de 2 dias.

Dos disefios de medidas
repetidas, un grupo en
condiciones de
restriccion de suefio y un
grupo con P-MOR.
Privacion total de suefio
por 2 noches y P-MOR
por 4 noches
consecutivas.

Privacion total de suefio
por una noche.

Privacion total de suefio
por una noche.

Restriccion crénica de
suefio (5 noches con 4 h
de suefio seguidas de 2
noches con 8 h de

suefio durante 3
semanas).
Estudio de medidas

repetidas en condiciones
control y en condiciones
de privacion total de
suefio por una noche.

nocicepcion

Umbrales de dolor ante
estimulacion mecanica (en
26 sitios sensibles en
pacientes con fibromialgia).
Valoraciones subjetivas de
los sujetos de estudio y
umbrales de dolor ante
estimulacién mecénica.

Deteccion de umbrales de
dolor ante estimulacién
mecanica y térmica y
valoraciones subjetivas de
los sujetos de estudio.

Deteccion de umbrales de
dolor ante estimulacion
térmica y mecénica.

Deteccion de umbrales de
dolor ante estimulacion
térmica.
Latencia de retiro del dedo
ante estimulo con radiacion
caliente.

Determinacion con EEG del
umbral de potencial
evocado con laser y escala
analdgica visual subjetiva.

Deteccion de umbrales de
dolor ante estimulacion
térmica y mecanica.
Evaluacion de somnolencia
y ansiedad tras el periodo
de privacion de suefio.
Prueba de 2 minutos
mediante inmersién de la
mano en agua helada (1°C).
Evaluacion cada 15s de la
percepcion  subjetiva  del
dolor con escala de Borg
modificada.

Evaluacion de reportes de
dolor espontaneo y
determinacién de umbrales
ante estimulacion térmica.

Deteccion de umbrales ante
estimulacion térmica
caliente. Evaluacion por
resonancia magnética
funcional durante la
realizacion de una prueba
de umbral térmico.

Reduccion de umbrales ante
estimulaciéon mecanica y sintomas de
dolor musculoesquelético.

Menor umbral ante estimulacion
mecanica y mayor apreciacién subjetiva
de dolor musculoesquelético en el
grupo con privacion de suefio de ondas
lentas que en el grupo con P-MOR.

Reduccion de umbrales de dolor a
partir del segundo dia de privacién de
suenfo.

Mayor apreciacion subjetiva de dolor
musculoesquelético tras el tercer dia de
privacion de suefio.

Reduccion  del umbral ante la
estimulacién mecanica tras la primera
noche de privacion total de suefio y tras
las noches subsiguientes de privacion
de suefio de ondas lentas.

Reduccion de los umbrales ante
estimulacién por calor y por frio tras la
privacion de suefio.

Reduccion del umbral de retiro ante
estimulacién térmica inducido por la
restriccion de suefioy la P-MOR

Aumento de la percepcion subjetiva de
dolor y aumento del umbral evocado
con laser en el grupo con privacion total
de suefio pero no en el grupo con P-
MOR.

Induccién de hiperalgesia generalizada,
aument6é el estado de somnolencia y
ansiedad.

Aumento de la percepcion del dolor
ante un estimulo frio, sin diferencias
entre sexos.

Aumento en los reportes de dolor
espontaneo,  disminucién de los
umbrales térmicos al calor y ante el frio
durante las semanas 2y 3.

Reduccion del umbral a los estimulos
térmicos.

Aumento de la reactividad de la corteza
somato sensorial primaria y reduccion
de la reactividad del talamo, nucleo
accumbens e insula ante la
estimulacion térmica nociva.
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De manera paralela, los experimentos de reduccion o privacion de suefio en
modelos animales muestran que tales condiciones exacerban las conductas
nociceptivas (Tabla 2).

Tabla 2. Estudios representativos en modelos animales sobre los efectos de la
privacién de suefio en el dolor (modificada de Lautenbacher et al.,, 2006) (P-MOR:
Privacion de suefio MOR).

Sujetos de

Disefio experimental

Evaluacién de la

Resultados principales

Hicks et al.
1978

Hicks et al.
1979

Ukponmwan
et al., 1984

Ukponmwan
et al., 1986

Onen et al,,
2000

Onen et al.,
2001b

Wei
2008

et al.,

Harvey et al.
2010

Tomim et
al., 2016

Latremoliere
et al., 2017

estudio

Ratas
Sprague
Dawley
(n=36)

Ratas Wistar
(n=210)

Ratas Wistar
(n=210)

Ratas Wistar
(n=171)

Ratas Wistar
(n=16)

Ratas Wistar
(n=64)

Ratas
Hannover-
Wistar
macho
no
reportada)

(n=

Ratas
Sprague
Dawley
macho (n=6)
Ratas Wistar
macho (n=
no
reportada)

Ratones
C57BL/6J
machos vy
hembras

P-MOR durante 1, 2 o
3 dias consecutivos.

P-MOR por 4 dias
consecutivos.
P-MOR por 4 dias

consecutivos, con o sin
estrés previo.

P-MOR por 4 dias
consecutivos.
Postratamiento con
deprenil, feniletilamina
o fosforamidona.
P-MOR por 3 dias
consecutivos.

P-MOR por 3 dias
consecutivos.

P-MOR durante 48 h y
prueba de farmacos
serotoninérgicos.

P-MOR durante 48 h.

P-MOR durante 48 h.
Efectos de morfina,
bicuculina y agonistas
0 antagonistas del

receptor para
colecistocinina

2CCK?2).

Privacion  total de

suefio (durante 6, 9 o
12 h) vs. restriccion
crénica de suefio (6 h
diarias durante 5 dias)
vs fragmentacién de
suefio durante 5 dias.

nocicepcion
Estimulacién eléctrica
en la cola.

Estimulacion eléctrica
en la cola.

Umbral nociceptivo
mecanico (presiéon en
la pata).

Umbral nociceptivo
mecanico (presiéon en
la pata).

Umbral nociceptivo
mecanico (presiéon en
la pata).

Inmersién de cola en
agua caliente, presion
en la pata,
vocalizacion ante
estimulacion eléctrica
y prueba de formalina.
Umbral nociceptivo
mecanico (Filamentos
de von Frey).

Test de preferencia
térmica (estimulos
calientes y frios).

Nociceptcién inducida
por formalina. Umbral
nociceptivo mecanico
(Filamentos de von
Frey).

Pruebas de von Frey,
de acetona, de cepillo,
de placa caliente y
capsaicina intraplantar.

Reduccion del umbral de dolor ante
estimulacion eléctrica independientemente de
la duracion de P-MOR.

Reduccion del umbral de dolor ante
estimulacion eléctrica a partir del dia 1 de P-
MOR.

Reduccion del umbral de retiro mecénico.
Fosforamidona y morfina sin  efecto
antinociceptivo en el grupo con P-MOR, pero
si en el grupo con estrés + P-MOR.

Reducciéon del umbral de eretiro mecanico.
Feniletilamina y deprenil potenciaron el efecto
de la fosforamidona en animales control, pero
no en los sometidos a P-MOR.

Disminucién del umbral mecénico tras 48 y 72
h de P-MOR. La recuperacién con suefio libre
restablecié el umbral.

Reduccion de los umbrales ante la
estimulacion térmica, mecanica y eléctrica.
Sin diferencias en la prueba de formalina
entre los grupos control y sometido a P-MOR.

Reducciéon de los umbrales de retiro ante
estimulacion mecanica tras 24 y 48 h de P-
MOR. La sensibilidad mecanica en los
animales control se redujo tras la
administracion intratecal de antagonistas de
receptores 5-HT1A y 5-HT2C; mientras que,
en los animales con P-MOR, un agonista y un
antagonista de receptores 5-HT1A tuvieron
efecto antinociceptivo.

Incremento de la sensibilidad ante estimulos
frios.

Aumento de conductas nociceptivas inducidas
por formalina y disminucién del umbral de
retiro a partr de 24 h de P-MOR. La
bicuculina tuvo efecto antinociceptivo en ratas
control pero no en ratas con P-MOR. El
antagonista de CCK2 disminuy6 las
conductas nociceptivas en ratas con P-MOR
pero no en animales control; mientras que, el
agonista de CCK2 tuvo efecto pronociceptivo
en ratas control pero no en ratas con P-MOR.

La privacion total y la restriccion crénica, pero
no la fragmentacion del suefio en ratones
sanos, aumenta la sensibilidad a los estimulos
nocivos.

Cafeina 'y modafinilo
sensibilidad al dolor.

normalizaron la
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Los mecanismos implicados en el desarrollo de hiperalgesia a consecuencia de
trastornos del suefio se conocen parcialmente (Sardi et al., 2018). Los principales
sistemas de neurotransmision involucrados en la desregulacion central presente
en trastornos de suefio que se acompafian de hipersensibilidad al dolor son los
monoaminérgicos y opioidérgicos (Finan et al., 2013). Estudios de imagenologia
cerebral en pacientes con diagndstico de insomnio muestran hiperactividad en
areas cortico-limbicas implicadas en el mantenimiento de la vigilia y reguladas por
vias monoaminérgicas; mientras que estas mismas areas se han implicado en la
fisiopatologia de algunas condiciones de dolor crénico (Riemann et al., 2015;
Sluka y Clauw, 2016).

También existe evidencia de que las alteraciones en los sistemas de modulacién
endogenos del dolor participan en la hipersensibilidad inducida por falta de suefio.
Por ejemplo, Roehrs y colaboradores (2006) identificaron que la fragmentacion de
suefio altera la funcion del sistema enddégeno inhibidor descendente y favorece el
desarrollo de dolor espontaneo. También se ha reportado que la privacion de
suefio MOR reduce los efectos analgésicos de opioides enddgenos y exdgenos
(Onen et al., 2001b). Aunado a ello, se han identificado niveles reducidos de
serotonina y su principal metabolito, el acido 5-hidroxindol acético, en diferentes
areas del cerebro de ratas después de 96 h de privacion de suefio MOR (Farooqui
et al., 1996). La hiperalgesia mecanica presente en ratas con privacion de suefio
MOR se ha asociado a un aumento en la actividad de la enzima Oxido nitrico
sintasa en la sustancia gris periacueductal dorsolateral, o que tiene efecto
negativo sobre la funcionalidad de las vias inhibitorias descendentes (Damasceno
et al., 2013).

Por otra parte, se ha identificado en humanos un aumento en la secrecion de
prostaglandinas, especialmente la prostaglandina E, (PGE;) y la manifestacion de
dolor espontaneo (dolor de cabeza, dolor muscular, dolor corporal generalizado)
tras la privacion total de suefio (Haack et al., 2009). Otro posible mecanismo que
relaciona los trastornos de suefio con hiperalgesia es el aumento del estrés

oxidativo a nivel de la médula espinal, ya que la administracibn de agentes
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antioxidantes por via intratecal ha mostrado tener efecto antinociceptivo después

de la privacion de suefio MOR (Wei et al., 2011).

Finalmente, un ndamero creciente de estudios sugieren que la activacion glial
aberrante participa en el desarrollo y / o mantenimiento de la sensibilizacion
central e hiperalgesia (Austin y Moalem-Taylor, 2010; Loggia et al., 2015;
Bjurstrom et al., 2016). La sobre activacidon glial conduce a un estado
neuroinflamatorio que se caracteriza por niveles altos del factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF), interleucina 1B (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral
a (TNFa), los cuales aumentan la excitabilidad de neuronas del sistema nervioso
central a través de mecanismos como la potenciacion a largo plazo y aumento de
la eficiencia sinaptica (Ferrini y De Koninck, 2013). Asimismo, hay evidencias de
que el estrés agudo severo, el estrés cronico y la falta de suefio pueden
desencadenar la sobreactivacion de la glia y un posterior estado neuroinflamatorio

gue induce hipersensibilidad al dolor (Nijs et al., 2017; Afolalu et al., 2018).

1.3 Receptor TLR4

Los receptores tipo Toll (Toll like receptors o TLR) son una familia de receptores
gue regulan respuestas inmunes innatas y adaptativas tras la deteccién de
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs, por las siglas en inglés de
patogen associated molecular patterns), patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs por las siglas en inglés de damage associated molecular patterns) o
xenobidticos (Takeda et al., 2003; Takeuchi y Akira, 2010, Liu et al., 2012).

La familia de receptores TLR tiene una estructura altamente conservada. Su
dominio extracelular es rico en repeticiones de leucina y esta implicado tanto en la
dimerizacion de las subunidades del receptor como reconocimiento de diversos
DAMPs y PAMPs. Dentro de los principales ligandos del receptor tipo Toll 4
(TLR4) se encuentran el lipopolisacarido (LPS), un componente abundante de la
membrana externa de bacterias gram negativas, las proteinas de choque térmico
(Heat-shock proteins o HSPs), los productos de la degradacion de la matriz
extracelular y la proteina HMGB1 (High mobility group box-1). Adicionalmente, el
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estudio de los componentes bacterianos capaces de interactuar con el TLR4 ha
arrojado que al menos dos formas naturales de lipépolisacéarido antagonizan al
receptor en lugar de activarlo: el LPS de Lartonella quintana y el de Rhodobacter
sphaeroides (Gaikwad y Agrawal-Rajput, 2015; Malgorzata-Miller et al., 2016). Por
su parte, el dominio intracelular TIR (de Toll/IL-1R homologous region) es
responsable del acoplamiento del receptor con los componentes moleculares de
las vias transduccionales que activa (Park y Lee, 2013).

El receptor TLR4 se ubica tanto en la membrana plasmatica como en vesiculas
endosomicas (Kagan et al., 2008) de células presentadoras de antigenos como los
macréfagos, células dendriticas y células B (Akashi et al., 2000; Gondokaryono et
al., 2007; Huang et al., 2007). También se ha reportado su expresion en células
endoteliales, miocitos, células endometriales, fibroblastos, células foliculares
tiroideas y células B pancreaticas (Garay-Malpartida et al., 2011). Dentro del
sistema nervioso, el TLR4 esta presente en los macréfagos residentes, células de
la microglia, astrocitos y neuronas aferentes primarias que expresan TRPV1 y
CGRP (Wadachi y Hargreaves, 2006; Barajon et al., 2009; Vaure y Liu, 2014).

1.3.1 Activacién y sefializacion candnica del TLR4

La unidon de ligandos a los dominios ricos en leucina del TLR4 induce el
acoplamiento de dos unidades monomeéricas del receptor mediante su interaccion
a través de proteinas co-receptoras: el receptor de diferenciacion mieloide 2 (MD-
2) y el grupo de diferenciacion 14 (CD14) (Sanui et al., 2017). La dimerizacion
permite la interaccion entre los dominios TIR intracelulares, y ello a su vez activa
el reclutamiento de proteinas adaptadoras hacia los dominios TIR (Chen et al.,
2018). La activacién del TLR4 estimula dos vias de transduccién principales
(Figura 3) que se activan de forma diferencial dependiendo si el ligando activador
es un DAMP o un PAMP (Peri y Calabrese, 2014). La activacion por PAMPs
requiere la participacion de MD-2, induce la dimerizacion del TLR4 en la
membrana plasmatica y activa la via de sefalizacion dependiente de MYD88

(proteina de respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88), que culmina con
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una ativacion temprana del factor de transcripcion NF-kB, la produccion de
citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-1, IL-2 e IL-6), quimiocinas (CCL2 y CXCLS8) y
activacion de la proteina cinasa C (PKC). Por su parte, la activacién del TLR4 con
DAMPs requiere la participacion del correceptor CD14, induce la dimerizacion e
internalizacion del TLR4 y la activacion de la via dependiente de TRIF/TRAM, que
promueve la activacion del factor de transcripcion IRF-3 (factor de respuesta al
interferon 3) la subsecuente sintesis de interferones tipo | (INFa e INFB), asi como
la activacion tardia de NF-kB y la ulterior produccién de las citocinas
proinflamatorias antes sefialadas, implicadas en los procesos de sensibilizacion

periférica y central (Gangloff, 2012; Kawasaki y Kawai, 2014; Roy et al., 2016).

Activadores: .
LPS Antagonistas:
HMGB1 LPS-RS, NI101,
HSP60, HSP70 OPNA401, CRX526
Glucosa /

Ac. hialurénico

.........................................................................

Membrana celular

Citoplasma

Citocinas proinflamatorias Intet‘ferones
( p. ej. TNFet, IL1, IL2, IL6) tipo 1

. Nucleo

Figura 3. Vias de transduccion canonicas acopladas al receptor TLR4. La via
dependiente de MYD88 culmina rio abajo con la activacion del factor de transcripcién NF-
KB y el consecuente aumento en la sintesis de citocinas proinflamatorias; mientras que la

via dependiente de TRIF culmina en la activacion del factor de transcripcion IRF3 vy el
consecuente aumento en la sintesis de interferones (modificado de Bruno el al., 2018).
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1.4 Proteina HMGB1

Matzinger (2002) postuld la llamada ‘“teoria del peligro” en la cual plantea que el
sistema inmunoldgico no solo responde a agentes patdgenos, sino que es capaz
de responder a sefiales que surgen de la necrosis de células sanas a
consecuencia de inflamacion, isquemia o hipoxia. A estas sefiales moleculares
enddgenas liberadas por las células dafiadas o sometidas a estrés se les
denomina alarminas o DAMPs (Bianchi, 2007; Chan et al., 2012). Los DAMPs
comprenden un conjunto de moléculas multifuncionales que comunican al
organismo la presencia de dafio tisular y promueven respuestas inmunes innatas y
adaptativas importantes para la activacion de mecanismos de reparacion. En
condiciones fisiolégicas, los DAMPs suelen desempefiar diversas funciones en el
medio intracelular, pero ante el dafio o la muerte celular son liberadas al espacio
extracelular, donde pueden activar a sus receptores correspondientes (Tabla 3).
Algunos DAMPs se liberan activamente al espacio extracelular por leucocitos y
otras células en respuesta a la presencia de componentes moleculares
provenientes de microorganismos patdégenos (PAMPS), citocinas o estrés celular
(Keller et al., 2008).

Tabla 3. Principales patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS) y
receptores sobre los cuales tienen actividad (modificada de Kato y
Svensson, 2015).

DAMPs (moléculas citoplasmaticas o Receptores que activa
nucleares)

HMGB1 TLR2, TLR4, TLR9, CD24, RAGE, Siglec, Mac-1
Proteinas S100 RAGE, TLR4

Proteinas de choque térmico (HSPs) TLR2, TLR4, CD40, CD91

Histonas TLR9

RNAs TLR3, TLR7

Metabolitos de purina ( ATP, acido urico) P1, P2X, P2Y, NLRP3, TLR2, TLR4

Proteina [}-amiloide RAGE, NLRP3

DAMPs (proteinas de la matriz extracelular)

Proteoglicanos ( p. ej. acido hialurénico) TLR2, TLR4, NLRP3
Sulfato de heparano TLR4
Fibrindgeno TLR4
Fibronectina TLR4
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HMGB1 es una proteina nuclear de unién al ADN que se expresa de forma ubicua
y que junto con las histonas participa en la regulacién de la replicacién, reparacion,
recombinacién y transcripcién del ADN, asi como en el arreglo estructural de la
cromatina (Ueda y Yoshida, 2010). HMGB1 consta de una secuencia de 215
aminoacidos y tiene un peso de 25 KDa. Contiene dos dominios de union al ADN
cargados positivamente denominados cajas A y B, la Ultima de ellas esta implicada
en la sefializaciéon extracelular y su unién a receptores; en tanto que el extremo

carboxilo esta cargado negativamente (Weir et al., 1993; Andersson et al., 2002).

Diversos estimulos como la invasion por patdgenos, las lesiones tisulares y la
inflamacion se han identificado como factores que promueven la secrecién de
HMGB1 al medio extracelular tanto de forma pasiva como activa (Andersson y
Tracey, 2011). La secrecion pasiva ocurre de forma rapida en cualquier tipo celular
tras el aumento en la permeabilidad membranal que acompafia a la muerte no
apoptotica, por lo que HMGBL1 se considera un marcador primario de dafio tisular.
Por su parte, la secrecion activa de HMGB1 se ha descrito en células con
funciones inmunes como los monocitos activados, macréfagos, neutrofilos,
plaquetas, células dendriticas y células NK, (Wang et al., 1999; Rouhiainen et al.,
2000; Dumitriu et al., 2005; Semino et al., 2005) y mas recientemente en células
del sistema nervioso como los astrocitos, microglia y neuronas (Kang et al., 2014).
La secrecion activa es un proceso regulado por la actividad de receptores de
membrana y su activacion por ligandos extracelulares (Gardella et al., 2002). Se
han identificado a sustancias como el LPS, IL-1, TNFa, INFy y neuropéptido Y
como promotores de su secrecion (Rendon-Mitchell et al., 2003; Jiang y Pisetsky,
2006; Zhou et al., 2013).

Una vez presente en el medio extracelular, la proteina HMGB1 se considera una
citocina que actua sobre diferentes tipos de células a través de su union con varios
tipos de receptores (Figura 4) entre los que se han identificado al TLR2, TLR4,
TLR9, RAGE (de receptor for advanced glycation end products), CD24, Siglec-10y
Mac-1 (Hori et al.,1995; Park et al., 2004; Ivanov et al, 2007; Orlova et al., 2007;

Chen et al., 2009); a través de los cuales participa en procesos como la activaciéon
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de respuestas inmunes innatas y adaptativas, la induccion de la sintesis y
secrecion de citocinas proinflamatorias, quimiotaxis, asi como diferenciacion y
proliferacion celular (Andersson y Tracey, 2011). La capacidad de union de
HMGB1 con los diferentes receptores a los que puede activar depende en parte de
su estado redox. HMGB1 posee en su estructura 3 aminoacidos cisteina en las
posiciones 23, 45y 106 (Yang et al., 2012). Cuando los 3 residuos de cisteina se
encuentran reducidos (HMGBL1 tiol) tiene capacidad de acoplarse a los receptores
RAGE y promover actividad quimiotactica (Venereau et al., 2012). Cuando las
cisteinas 23 y 45 estan ligadas por un puente disulfuro y la cisteina 106 esta en
forma reducida (HMGB1 disulfuro) funge como ligando para el receptor TLR4 y
promueve la sintesis de citocinas proinflamatorias (Yang et al., 2010b). También
se ha descrito que HMGB1 puede formar complejos con diferentes moléculas
como el LPS, IL-1, ADN bacteriano, ARN viral, y la quimiocina CXCL12,
potenciando las respectivas acciones de tales compuestos al unirse a sus

receptores (Sha et al., 2008, Campana et al., 2009).

HMGBL tiol disulfuro

SH SH )SH \ L $—S§ &SH ‘/ LPS vudeosoma Ac. nucleicos

LY
RAGE IL-1R TLR4 MD2 TLR2

P s

Membrana celular

R R

Quimiotaxis
(migracion celular)

\\‘\'X\? Nicleo = A = 2 = .
Figura 4. Receptores de la alarmina HMGB1. Dependiendo de su estado redox o la
formacién de complejos con otras moléculas sefializadoras, HMGBL tiene actividad sobre
varios tipos de receptores y participa en la regulacion de la sintesis de citocinas
proinflamatorias, migracion, proliferacion y diferenciacion celular (modificada de Kato y
Svensson, 2015).
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1.5 Participacion del receptor TLR4 en el dolor

La activacion del TLR4 tiene un papel importante en la proteccion del organismo al
inducir respuestas inmunes encaminadas a combatir estados infecciosos y reparar
dafio en tejidos. Sin embargo, la sobre activacién del TLR4 y otros miembros de la
familia TLR conduce a una produccion sostenida de mediadores proinflamatorios
(Gao et al.,, 2017) que contribuyen al desarrollo de enfermedades inflamatorias,
autoinmunes y diferentes tipos de dolor patolégico (Mohammad-Hosseini et al.,
2015).

Existe una interaccidén estrecha entre las neuronas implicadas en la nocicepcion,
las células gliales y las células del sistema inmune que se infiltran al sistema
nervioso central desde la periferia. Las células gliales residentes del sistema
nervioso, asi como los macréfagos, células cebadas y neutréfilos sintetizan y
secretan varios mediadores proinflamatorios como TNFa, IL-18 y BDNF que
pueden estimular directamente o bien, sensibilizar a los nociceptores. El aumento
en la sintesis de citocinas proinflamatorias se ha asociado al reforzamiento de la
transmision excitatoria y atenuacion de la transmision inhibitoria a nivel medular, lo
cual conduce al desarrollo de hipersensibilidad al dolor (Pinho-Ribeiro et al., 2017;
Meng et al., 2017).

Existe evidencia sobre la participacion del receptor TLR4 en el desarrollo y
mantenimiento de la hipersensibilidad al dolor en modelos de dolor inflamatorio,
neuropatico y oncolégico, ya sea a través de su activacion en células con funcion
inmune o directamente sobre la membrana de los nociceptores (Li et al., 2015a; Li
et al., 2015b; Jurga et al., 2016; Meng et al., 2017; Min et al., 2018; Wu et al.,
2019). Se sabe que la activacion del receptor TLR4 microglial participa en el
desarrollo de hipersensibilidad al dolor en la neuropatia inducida por la lesién de
nervios espinales en ratas y ratones. Se ha reportado que ratones TLR4-KO y
ratas en las que se bloqued la expresion del TLR4, desarrollaron menos
hipersensibilidad al dolor y mostraron menor expresion de marcadores de
activacion microglial y citocinas proinflamatorias (TNFa, IL1-B8, IFNy) comparados
con sus grupos control (Tanga et al., 2005). Resultados similares se han descrito
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en un modelo de dolor cronico inducido por artritis, en el que la administracion
intratecal de LPS-RS, un antagonista del receptor TLR4, tuvo efecto
antinociceptivo, mientras que los ratones TLR4-KO presentaron menor activacion

microglial comparados con sus controles tipo silvestre (Christianson et al., 2011).

Adicionalmente, existe posibilidad de que el TLR4 participe en la modulacion del
dolor a través de efectos directos en neuronas nociceptoras, puesto que se ha
descrito coexpresion de TLR4, otros TLRs (TLR3, TLR7) y canales iénicos
pronocicepticos como el TRPV1 en subconjuntos de nociceptores (Liu et al., 2010;
Liu et al., 2012).

1.6 Participacion de HMGB1 en el dolor

Se ha reportado que neuronas, células satélites, células de Schwann, microglia y
astrocitos de ratas y ratones intactos muestran inmunorreactividad a HMGB1, de
tal forma que cualquiera de esos tipos celulares puede ser fuente de HMGBL1 en el

sistema nervioso (Shibasaki et al., 2010; Tanaka et al., 2013; Agalave et al. 2014).

Diversos estudios han identificado un efecto pronociceptivo de la proteina HMGBL1.
Chacur y colaboradores (2001) desarrollaron un modelo de neuritis del nervio
ciatico en ratas mediante activacion inmune, en el cual reportaron que la
administracion perineural de HMGB1 redujo los umbrales de retiro ante la
estimulacién mecanica. Ademas, la administracion de HMGB1 por via intratecal
también reduce el umbral de retiro a estimulos mecanicos en ratas (O"Connor et
al., 2003). Por otra parte, se ha reportado que la ligadura de nervios espinales en
ratas aumenta la expresion de HMGB1 en neuronas aferentes primarias, células
satélites del ganglio de la raiz dorsal y células de Schwann (Shibasaki et al.,
2010). En otro estudio, Tanaka y colaboradores (2013) identificaron que la
administracion intraplantar de HMGBL1 en ratas produce un estado transitorio de
hipersensibilidad térmica y mecanica. Estos estudios sustentan que los efectos

pronociceptivos de HMGB1 ocurren tanto a nivel periférico como central.
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Algunos estudios han mostrado que la irrupcion de la funcion de HMGBL1 tiene
efecto antinociceptivo en modelos animales. Por ejemplo, se ha reportado que la
hipersensibilidad mecanica inducida por ligadura de nervios espinales L4 y L5
(Shibasaki et al., 2010), por ligadura parcial del nervio ciatico (Nakamura et al.,
2013), por inyeccion intraplantar de LPS (Tanaka et al., 2013), el dolor asociado a
cancer de hueso (Tong et al., 2010), neuropatia diabética (Ren et al., 2012), artritis
reumatoide (Agalave et al., 2014) y dolor inflamatorio vesical (Tanaka et al., 2014)
se atenla mediante la administracion sistémica o local de anticuerpos capaces de
neutralizar a HMGBL1.

De forma similar, la administracion de glicirricina, un terpeno natural derivado de la
planta del regaliz Glycyrrhiza glabra, capaz de unirse a las cajas Ay B de HMGB1
y por tanto impedir su union a receptores sin interferir su capacidad de union al
ADN (Mollica et al.,, 2007), tiene efecto antinociceptivo en modelos de dolor
neuropatico (Feldman et al., 2012), artritico (Agalave et al., 2014) e inflamatorio
cronico (Sun et al., 2018). Por otra parte, la administracién de trombomodulina,
una proteina endotelial con actividad anticoagulante y capaz de degradar a la
HMGB1 extracelular, tiene efecto antinociceptivo en modelos de dolor inducido por
inyeccion intraplantar de LPS, HMGBL1 y dolor inflamatorio vesical (Tanaka et al.,
2013; Tanaka et al., 2014; Sun et al., 2018).

1.7 Canal TRPV1

La capacidad de los nociceptores para detectar estimulos nocivos depende de la
expresion de varios tipos de receptores y canales i6nicos en su membrana
plasmatica, responsables de los mecanismos moleculares de la transduccion
sensorial. El grupo mas grande de canales iénicos implicados en la nocicepcién es
la familia de canales TRP (de Transient Receptor Potential) (Clapham, 2003;
Patapoutian et al., 2009). Los TRP se expresan a nivel de la membrana plasmatica
y en la membrana de varios organelos intracelulares, donde participan en la
regulacién de las concentraciones intracelulares de iones Ca**, Na*y Mg?* (Fleig y
Penner, 2004; Salido et al., 2009; Zhao y Tsang, 2017). La familia de los TRP
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cuenta con al menos 28 miembros identificados en mamiferos que median una
gran diversidad de procesos fisiologicos vy fisiopatoldgicos (Jardin et al., 2017). En
la actualidad los TRP se clasifican en siete familias: TRPC, TRPV, TRPM, TRPP,
TRPML, TRPA y TRPN, cada una de las cuales incluye uno o mas miembros (Li et
al., 2011).

El receptor TRPV1 es un canal catidnico no selectivo que se expresa ampliamente
en el sistema nervioso periférico, principalmente en neuronas nociceptoras de los
ganglios de la raiz dorsal, ganglio trigeminal, ganglio nodal y ganglios simpaticos
(Guo et al., 1999). Esta presente en fibras tipo C peptidérgicas y no peptidérgicas
y en algunas fibras Ad, tanto en las ramas periféricas como en las centrales del
axon (Caterina y Julius, 2001; Carlton y Coggeshall, 2001; Valtschanoff et al.,
2001; Hwang et al.,, 2005; Cavanaugh et al., 2009; Huang et al., 2012). Su
activacion en las terminales periféricas de los nociceptores genera corrientes
entrantes de Na" y Ca?* que provocan despolarizacion, la cual puede tener la
suficiente magnitud para alcanzar el umbral de activacion de canales de sodio
dependientes de voltaje (Nay) e inducir el desarrollo de potenciales de accién que
se propagan por el axon de los nociceptores hacia el sistema nervioso central
(Gees et al., 2010).

El TRPV1 también se expresa en las laminas | y Il del asta dorsal de la médula
espinal, tanto presinapticamente como postsindpticamente (Guo et al., 1999;
Valtschanoff et al., 2001) donde modula la transmision de las sefiales nociceptivas
(Spicarova y Palecek, 2009). También se asume su expresion en neuronas
medulares de amplio rango dindmico puesto que la administracién espinal de
capsazepina (antagonista del TRPV1) inhibe la actividad evocada de este tipo de
neuronas medulares (Kelly y Chapman, 2002). Por ultimo, se ha reportado su
expresion en algunas areas del encéfalo como el tallo, el nucleo caudado, el
nacleo ambiguo, el bulbo olfatorio y el nucleo parabraquial (Cavanaugh et al.,
2011).
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1.7.1 Estructura del canal TRPV1

El receptor TRPV1 funcional es un homotetramero que forma un canal permeable
a Ca” y Na* (Bevan et al., 2014). Cada una de las subunidades del TRPV1 est4
formada por seis dominios transmembranales, con una region de poro hidrofoba
entre los dominios 5-6 y con extremos carboxilo y amino terminal intracelulares
(Ho et al., 2012; Cao et al., 2013) (Figura 5).

@8 Dominio de anquirina © H* ﬁprqtones extracelulares)
A\ Proteina cinasa A (PKA) @ pH alcalino

@ PKA, PKC y CaMKII _# vanilloides

@ ATP & vanillotoxinas

WPKC = Dominio TRP

b ol e L PIP membranal

[Jsitio de unién a PIP:

Figura 5. Representacion esquemética de una subunidad monomérica del receptor
TRPV1. Se sefialan los sitios de unién de los diversos ligandos intra y extracelulares que
regulan la actividad del canal y el transporte ionico a través de él (modificado de Smutzer
y Devassy, 2016).

Cada subunidad contiene en su extremo amino terminal seis repeticiones de
anquirina consecutivas que participan en interacciones proteina-proteina. Esta
region del receptor contiene sitios consenso de fosforilacion para proteina cinasa
A (PKA), proteina cinasa C (PKC) y cinasa Il dependiente de Ca?'/ calmodulina
(CaMKIl) y sitios regulados por calmodulina y ATP, que en conjunto modulan el
umbral de activacion del receptor (Moiseenkova-Bell et al., 2008). EI dominio
transmembranal 5, adjunto a la regién del poro, es necesario para la activacion del
canal por protones, calor y farmacos como el cloroformo e isoflurano (Yang et al.,
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2010a; Kimball et al., 2015). ElI dominio transmembranal 6 se continda con el
extremo carboxilo terminal, que contiene la “caja TRP”, un dominio de 25
aminoé&cidos necesario para la activacion alostérica del canal y la formacion de
homotetrameros. El extremo carboxilo terminal también contiene varios sitios de
interaccion con ligandos citosélicos, como los dominios de union a fosfatidil inositol
4,5 bifosfato (PIP2), calmodulina y PKC (Numazaki et al., 2002).

1.7.2 Agentes activadores y regulacion de la actividad del TRPV1

El TRPV1 es un canal polimodal que participa en la deteccion de estimulos de
naturaleza fisica y quimica. Es un canal termosensible (Caterina et al., 1997) con
umbral de activaciéon de aproximadamente 43°C y por lo tanto participa en la
deteccidon de calor nocivo (Tominaga et al., 1998). EI TRPV1l se activa
directamente por los protones libres cuando el pH se acidifica (<6), mientras que a
pH en rango de 6 a 9 los protones actian como un modulador, sensibilizando al
canal a otros estimulos (Tominaga et al., 1998; Szallasi y Blumberg, 1999; Jordt et
al., 2000). También presenta una ligera dependencia al voltaje (Vlachova et al.,
2003); mientras que su fosforilacion induce mayor sensibilidad a estimulos

quimicos y térmicos (Vellani et al., 2010; Smutzer y Devassy, 2016).

Multiples ligandos enddgenos y exbégenos pueden activar al TRPV1. Los
endovanilloides como el leucotrieno B4, el 12-S-HPETE (12-s-4cido
hidroperoxieicosatetraenoico) y la anandamida (Di Marzo et al., 2002; Hermann et
al., 2003), son algunos de sus principales activadores endégenos. Los segundos
mensajeros IP; y DAG estimulan la funcion del canal TRPV1 (Morales-Lazaro et
al., 2013), el primero mediante la estimulacién de liberacion de Ca*" desde el
reticulo endoplasmico, mientras que el DAG funge como un agonista parcial del
TRPV1 (Woo et al., 2008) y favorece la activacion de la cinasa PKC que reduce el
umbral de activacion del TRPV1 (Moiseenkova-Bell et al., 2008). Por su parte el
PIP,, pecursor de los segundos mensajeros mencionados, tiene la capacidad de
unirse al extremo C-terminal y regular positivamente la actividad del canal (Brauchi

et al., 2007). Por otra parte, la capsaicina (Caterina et al., 1997), resiniferanoides,
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dialdehidos a, B-insaturados, ginsendsidos derivados del Panax ginseng (Jung et

al., 2001) y canabinoides (Bisogno et al., 2001) se han identificado como agonistas

exogenos del canal (Tabla 4).

Tabla 4. Agonistas y antagonistas del receptor TRPV1. (CEs:

concentracion

efectiva 50;

(Modificada de Jardin et al., 2017).

Antagonistas

Clso:

concentracion

inhibidora 50)

Nombre Potencia (CEs) Nombre Potencia (Cls,)
Capsaicina 0.04-1uM Agatoxina 489 0.3 uM
Eugenol 1mM Agatoxina 505 0.3 uM
Resiniferatoxina 39nM APHC1 54 nM
Poligodial 5uM Capsazepina 420 nM
Cinnamodial 0.6 uMm Nicotina 1nM
Isovellaral 100 nM Yohimbina 25 uM
Canabidiol 3uM Ac. acetilsalicilico 1uM
Ginsendsido Rc No determinada Grifolina 26 UM
VaTx1 12 yM Neogrifolina 7 UM
VaTx2 3uM Albaconol 17 pyM
VaTx3 0.3 uM BCTC 35nM
Leucotrieno B4 30 uM AMG-517 32nM
12-s-HPETE 10 uM SB366791 651 nM
Anandamida 30uM A784168 25nM

La exposicion persistente a algunos agentes activadores del TRPV1 induce un
estado de desensibilizacion que atenda progresivamente la capacidad de
respuesta del canal a estimulos subsecuentes. Tal fendmeno depende
principalmente de un mecanismo de desfosforilacién (Lishko et al., 2007) en el
cual participa la calcineurina fosfatasa (Mohapatra y Nau, 2005). Se han descrito
otros mecanismos implicados en la desensibilizacion, como la union de complejos
calcio-calmodulina (CaM) que impiden la activacion del canal (Lau et al., 2012), la
hidrolisis del PIP, y la degradaciéon de PKA que en condiciones basales ejercen
cierto grado de activaciéon sobre el canal (Yao y Qin, 2009; Sanz-Salvador et al.,
2012) y la endocitosis de TRPV1,

desensibilizacion a largo plazo (Ferrandiz-Huertas et al., 2014).

principal mecanismo que induce
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Algunos mediadores inflamatorios regulan la expresion membranal del TRPV1. Un
ejemplo bien estudiado es el factor de crecimiento neuronal (NGF) que induce una
rapida sensibilizacion a través de la activacion de la fosfoinositol 3 cinasa (PI3K),
la cual se acopla fisicamente con el canal y facilita su insercion en la membrana.
La PI3K también activa a la cinasa Src, una de las cinasas que fosforila
directamente al TRPV1 (Zhang et al., 2005). Se ha descrito que la insulina y los
factores de crecimiento parecidos a la insulina aumentan la expresion membranal
del TRPV1 mediante la activacion de la PI3K (Van Buren et al., 2005).

1.8 TRPV1y alteraciones de la nocicepcion

La participacion del TRPV1 y otros canales TRP en el dolor nociceptivo e
inflamatorio esta ampliamente reportada, asi como en el dolor neuropético y
disfuncional asociado a afecciones patoldégicas como migrafia, artritis reumatoide,
osteoartritis, neuropatia diabética, dolor oncoldgico y sindrome de colon irritable
(Beyak y Vanner, 2005; Andreev et al., 2013; Mickle et al., 2016; Wouters et al.,
2016). Las primeras evidencias contundentes sobre la participacion del TRPV1 en
el dolor se generaron mediante la administracién periférica de capsazepina en
ratones, donde se observlo que ese antagonista del canal atenla la hiperalgesia
térmica inducida por inflamacion (Davis et al., 2000). Paralelamente se confirmé su
relevancia en el dolor inflamatorio en estudios donde ratones TRPV1-KO
presentaron una atenuacion de la hiperalgesia térmica inducida por inflamacién
(Caterina et al., 2000). Actualmente se tiene evidencia de que en la inflamacion
generada por lesiones cutdneas se libera una amplia variedad de moléculas
proinflamatorias (bradicinica, prostaglandinas, leucotrienos serotonina, histamina,
sustancia P, tromboxanos, factor derivado de plaquetas, adenosina, ATP, protones
y radicales libres), citocinas (interleucinas, factor de necrosis tumoral) y
neurotrofinas (factor de crecimiento nervioso) que en conjunto sensibilizan al canal

TRPV1 aumentando su probabilidad de activaciéon (Moore et al., 2018).

Se ha demostrado que la inhibicion farmacoldgica del TRPV1 disminuye la alodinia

mecanica en modelos animales de dolor neuropatico (Kanai et al., 2005;
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Yamamoto et al., 2008), atenua la hiperalgesia térmica inducida por inflamacion
(Tekus et al., 2010) y reduce la hipersensibilidad dolorosa en un modelo de
sindrome de intestino irritable en ratas (Winston et al., 2007). Cui y colaboradores
(2006) realizaron una amplia caracterizacion de los efectos del A784168, un
antagonista sintético selectivo del canal TRPV1, reportando que el farmaco
aplicado in vitro inhibe las corrientes de Ca®" asociadas a la apertura del TRPV1
por capsaicina o por pH acido; mientras que su administracion oral, intraplantar e
intratecal en ratas bloquea el dolor agudo inducido por capsaicina y atenua la
hiperalgesia térmica y alodinia mecanica en el dolor inflamatorio crénico inducido
por adyuvante completo de Freund (Cui et al., 2006). También se ha reportado un
efecto antinociceptivo del A784168 en la hipersensibilidad térmica y mecénica
inducida por la administracién intraplantar del factor de crecimiento nervioso (Mills
et al., 2013) y por la administracion de formalina en ratas (Martinez-Rojas et al.,
2014).

Adicionalmente, se ha reportado aumento en la expresiéon y actividad del TRPV1
en diversos modelos de dolor. Por ejemplo, la expresion de TRPV1 aumenta en
ratas con ligadura de nervios espinales y tal aumento se correlaciona con el
desarrollo y mantenimiento de la hiperalgesia térmica (Fukuoka et al., 2002).
También se ha reportado en un modelo de cancer 6seo en ratas que TRPV1 se
sobreexpresa en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Li et al., 2014),
mientras que en biopsias de tejidos de pacientes humanos con enfermedad
inflamatoria intestinal hay una mayor expresion de TRPV1 que correlaciona con la
gravedad de la hipersensibilidad dolorosa (Hicks, 2006). Asimismo, se ha
reportado que TRPV1 aumenta su expresion en el dolor neuropéatico asociado a

diabetes o a la administracion de terapia anticancerigena (Bourinet et al., 2014).

Por su participacion predominante en la transduccion de estimulos nociceptivos, el
TRPV1 se considera un blanco molecular importante para el desarrollo de
farmacos analgésicos (Julius, 2013; Carnevale y Rhoacs, 2016; Menkhoff y
Lotsch, 2018).
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2. ANTECEDENTES
2.1 Regulacion de TRPV1 mediada por el TLR4

Existe evidencia de que el receptor TLR4 modula la expresion de canales idnicos
implicados en la nocicepcion como el TRPV1 y otros miembros de la familia TRP.
Dibgenes y colaboradores (2011) reportaron que la activacion del TLR4 con LPS
aumento la expresion del TRPV1 en neuronas nociceptoras del ganglio trigeminal.
Se ha reportado también que la administracion crénica de paclitaxel, un agente
quimioterapéutico capaz de activar al TLR4, aumenta la sintesis y secrecion de
TNFa en las células satelitales, y que el TNFa aumenta la expresion de receptores
TRPA1 y TRPV4 en neuronas del ganglio de la raiz dorsal in vivo y en cultivo (Wu
et al., 2015). La generacion de dolor neuropatico con paclitaxel induce un aumento
en la cantidad de neuronas nociceptoras que coexpresan TLR4 y TRPV1, efecto
que se previene con la administracion de un antagonista del TLR4 (Li et al.,
2015a). Ademas, se ha reportado que la activacién del TLR4 causa sensibilizacion
aguda del TRPV1 en neuronas del ganglio de la raiz dorsal y en neuronas
medulares a través de una via de sefalizacion acoplada al TLR4 (Li et al., 2015b).
Estos estudios sientan un antecedente directo sobre la participacion del TLR4 en
la regulacién de la expresion y funcion de TRPV1.

Se ha reportado la existencia de interacciones moleculares directas entre los
receptores TLR4 y TRPV1 a través del dominio intracelular TIR del TLR4. Min y
colaboradores (2018), utilizando un sistema de expresion heterdloga en células
HEK293T, identificaron que la activacion del TLR4 incrementa las corrientes de
Ca’* asociadas a la apertura del TRPV1, mientras que la carencia del TLR4 facilita
el proceso de desensibilizaciéon inducida por la activacion repetida del TRPV1 con
capsaicina. El mismo estudio reporté que la activacion repetida con capsaicina
aumentd la internalizacion y degradacion lisosomal del TRPV1 en cultivos
provenientes de animales silvestres en comparacién con los provenientes de
animales TLR4-KO (Min et al., 2018). En otro estudio, Wu y colaboradores (2019)
utilizando un modelo de dolor inflamatorio abdominal en ratones, observaron una

disminucion en los umbrales al dolor en pruebas conductuales, mayor infiltracion
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inflamatoria en el colon y una mayor expresion de TRPV1 en las neuronas del
ganglio de la raiz dorsal de ratones silvestres comparados con ratones TLR4-KO.
Adicionalmente, mediante electrofisiologia, identificaron que las corrientes
asociadas a la apertura del TRPV1 evocadas por capsaicina aumentaron tras la
administracion de LPS en los animales silvestres, pero no en los TLR4-KO. Este
estudio muestra que el TLR4 podria desempefiar una funcion importante en la
regulacion de la expresion y funcion del canal TRPV1 en la hiperalgesia

desarrollada en condiciones de inflamacion periférica.

En un modelo de estrés cronico por restriccion de movimiento en ratas, se ha
reportado que la administracion intratecal de glicirricina y de antagonistas del
receptor TLR4 revirtie parcialmente la alodinia mecénica inducida por estrés
cronico (Veldzquez-Lagunas, 2017). En el mismo trabajo se identifico que el estrés
cronico aumenta la expresion de HMGB1 y TLR4 en los ganglios de la raiz dorsal
y en la porcion dorsal de la médula espinal, asi como un aumento de la
inmunorreactividad a marcadores de microglia y astrocitos. Ello sugiere que tanto
la alarmina HMGB1 como el receptor TLR4, y posiblemente la activacion de
células microgliales y astrocitos, participan en el desarrollo de hipersensibilidad al

dolor inducida por estrés cronico.

Por otra parte, Mufioz-Castillo (2018) reporté que la privacién de suefio MOR en
ratas induce un estado de alodinia mecanica generalizada que se revierte con la
administracion intratecal de A784168, un antagonista selectivo del receptor
TRPVL1. En el mismo trabajo se identifico que la expresion de TRPV1 aument6 en
los ganglios de la raiz dorsal y en la region dorsal de la médula espinal tras 48 h
de privacion de suefio MOR. Este estudio representa una evidencia directa de que
el receptor TRPV1 tiene participacion en la hipersensibilidad al dolor inducida por

privacion de sueiio MOR.

En conjunto, los estudios sefalados dan pie a la hipotesis de que la activacion del
receptor TLR4 podria estar implicada en los cambios de la expresién del canal
TRPV1 y en el desarrollo de alodinia mecanica inducida por privacion de suefio
MOR en ratas.
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3. JUSTIFICACION

Las alteraciones en la nocicepcion relacionadas con trastornos del suefio
presentan una alta incidencia y representan un problema de salud que afecta la
funcionalidad fisica y salud psicolégica. Sin embargo, los mecanismos que
subyacen a su desarrollo se conocen parcialmente (Edwards et al., 2008; Kumar y
Chanana, 2014; Larson y Carter, 2016; Latremoliere et al., 2017; Chattu et al.,
2018; Krause et al., 2019). Debido a que el dolor maladaptativo y los problemas de
suefio afectan la calidad de vida, investigar los mecanismos que asocian a ambos
trastornos es clave para el desarrollo de mejores tratamientos y estrategias de
prevencion para tales condiciones (Andersen, 2018).

Reportes previos han mostrado que la expresion del canal TRPV1 aumenta tras la
privacion de suefio MOR en ratas (Mufioz-Castillo, 2018) y que el bloqueo del
receptor TLR4, asi como la inhibicion de la proteina HMGB1 tienen efecto
antinociceptivo en un modelo de dolor cronico inducido por restriccion de
movimiento (Velazquez-Lagunas, 2017). Adicionalmente, algunos estudios han
mostrado evidencia de que el receptor TLR4 modula la expresion del canal TRPV1
(Li et al., 2015a; Li et al., 2015b; Min et al., 2018; Wu et al., 2019). Sin embargo,
aun se desconoce si el receptor TLR4 participa en el desarrollo de la alodinia
mecanica inducida por privacion de suefio MOR en ratas y si modula la expresion

y funcion del TRPV1 en esta condicion.

4. HIPOTESIS

La activacion de la via HMGB1-TLR4 participara en el desarrollo y mantenimiento
de la alodinia tactil inducida por privacién de suefio MOR en ratas, a través de la
modulacion del canal TRPV1.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar la participacion de la via HMGB1-TLR4 y su efecto sobre la funcion y la
expresion del canal TRPV1 en la alodinia tactil inducida por privacion de suefio
MOR en ratas.

5.2 Objetivos particulares

1. Replicar el modelo de privacion de suefio MOR en ratas por el método de

tanque con agua y plataformas multiples.

2. Determinar farmacoldgicamente la participacion de HMGB1, TLR4 y TRPV1 en
el desarrollo y mantenimiento de la alodinia tactil inducida por privacion de suefio
MOR en ratas.

3. Evaluar mediante Western blot, posibles cambios en la expresion de HMGB1,

TLR4 y TRPV1 inducidos por privacion de suefio MOR en ratas.

4. Determinar mediante farmacoldgia y Western blot, si la inhibiciébn del receptor
TLR4 moadifica la funcién y expresion del canal TRPV1 en el modelo de privaciéon

de suefilo MOR en ratas.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Animales

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar con un peso entre 180 a 220 g. Para
los experimentos farmacologicos se utilizaron también grupos de machos como
controles para identificar o descartar posibles diferencias asociadas al sexo. Los
animales se obtuvieron del bioterio del Cinvestav Sede Sur y se mantuvieron en
grupos de 4 individuos, en condiciones ambientales controladas: ciclo luz-
oscuridad de 12:12 h, temperatura ambiental de 22 + 2°C, asi como agua Yy
alimento ad libitum. El manejo de los animales y los protocolos de experimentacion
se efectuaron acatando lo establecido en la Norma Oficial Mexicana 062-ZOO-
1999 y las directrices de estandares éticos para la investigacion del dolor en
animales (Zimmerman, 1983). Los animales se sometieron a eutanasia al finalizar

los experimentos mediante una camara de CO..

6.2 Farmacos

El 3,6-dihidro-3'-(trifluorometil)-N-[4-[(trifluorometil)  sulfonil] fenil]-[1(2H), 2'-
bipiridina]-4-carboxamida, antagonista del canal TRPV1 (A784168; Tocris
Bioscience; Bristol, UK) y la glicirricina, inhibidor de la proteina HMGB1
(CDS020796; Sigma-Aldrich; St Louis, MO) se disolvieron en DMSO al 30% vy al
1.5% respectivamente, para tener una concentraciéon de 1 mM. El lipopolisacéarido
de Rhodobacter spaheroides, antagonista del receptor TLR4 (LPS-RS; InvivoGen;
San Diego, CA) se disolvié en agua inyectable a una concentracion de 5 mg/ml.
Las soluciones stock de los farmacos se mantuvieron congeladas a -20°C para su
almacenamiento y se prepararon las concentraciones requeridas antes de cada

uso.

6.3 Modelo de privaciéon de suefio MOR

Para la privacion selectiva de suefio MOR se utilizd el modelo de tanque con agua

y plataformas mudltiples (Van Hulzen y Coenen, 1981). Se empled una caja de
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acrilico con dimensiones de 82 x 59 x 48 cm que contiene 6 plataformas elevadas
distribuidas uniformemente, con altura de 12 cm y diametro de 6.5 cm, asi como
una tapa de rejilla metalica que permite libre acceso a alimento y agua (Figura 6).
Los animales se sometieron a un periodo de habituacion en el que se colocaron en
el tanque sin agua y con cama de aserrin por lapso de 1 a 2 h durante dos dias
consecutivos antes de la privacion de suefio con el fin de que identificaran la

ubicacioén del alimento y agua bebible en la caja experimental.

Figura 6. Representacion de la caja experimental utilizada para replicar el modelo de
privacién de sueiio MOR mediante tanque con agua y plataformas maultiples. Los
animales se alojaron en grupos de 4 en la caja experimental, permitiendo que pudieran
cambiar de plataforma para evitar el estrés por inmovilidad.

Durante el periodo de privacion de suefio, el tanque contenia agua hasta
aproximadamente 1 cm por debajo de la superficie de las plataformas. El inicio del
periodo de privacion de suefio se establecié al comienzo de la fase luminosa del
ciclo luz-oscuridad (7 am). Se ingresaron los animales en grupos de 4 para
permitir que tuvieran oportunidad de cambiar de plataforma y reducir de este modo
el estrés adicional que generaria su inmovilidad (Van Hulzen y Coenen, 1981). En
estas condiciones, es posible que los animales entren en las fases de suefio no
MOR. Sin embargo, la pérdida del tono muscular caracteristica del suefio MOR
provoca que apenas entren en esta fase del suefio, caigan al agua y despierten.

Machado y colaboradores  (2004) validaron mediante  monitoreo

34



electroencefalografico y electromiografico en ratas que el modelo en cuestion
suprime la fase de sueiilo MOR. Las ratas control permanecieron en la misma
habitacion, en grupos de 4, alojadas en cajas de acrilico convencionales con cama
de aserrin y se sometieron a manejo diario y habituacién en la caja experimental

en las condiciones descritas.

6.4 Evaluacion de la nocicepcion mecénica

Para determinar si la privacion de suefio MOR indujo cambios en el umbral
nociceptivo, se evaluaron conductas de retiro ante estimulos mecanicos de
diferente intensidad aplicados con filamentos calibrados de von Frey (Touch Test®
Sensory Evaluators; North Coast Medical Inc.; Morgan Hill, CA) utilizando el
método Up & Down para determinar el 50% del umbral de retiro (Dixon 1980;
Chaplan et al., 1994).

Para la evaluacion del umbral de retiro, las ratas se colocaron en cajas elevadas
de acrilico con piso de malla metalica para tener acceso a las patas. Se permitié
un tiempo de habituacién de aproximadamente 15 minutos o el tiempo necesario
para que cesaran las conductas exploratorias y de acicalamiento. Se utilizaron los
filamentos comprendidos en el rango de 0.4 g a 15 g. Se dio inicio a la prueba
aplicando un estimulo con el filamento de 2 g sobre la parte media de la superficie
plantar del miembro posterior izquierdo o derecho, evitando los puntos menos
sensibles (almohadillas plantares), con fuerza suficiente para generar un ligero
pandeo del filamento durante 6 a 8 s. El retiro brusco de la pata durante la
aplicacion del estimulo o inmediatamente después del retiro del filamento se
consider6 una respuesta positiva (“x”) y en tal caso se prosiguio con la aplicaciéon
del filamento anterior mas delgado. La deambulacion se consideré una respuesta
ambigua y en tal caso se repitio la aplicacion del mismo filamento. La ausencia del
retiro de la pata se considerd una respuesta negativa (“0”) y se prosiguio en tal
caso con la aplicacion del siguiente filamento mas grueso. Los estimulos se
aplicaron a intervalos de varios segundos, lo que permitié evitar respuestas

conductuales asociadas a la aplicacién de estimulos previos. A partir del primer
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cambio en el patrén de respuestas (de “0” a “X” o viceversa) se realizaron 4
evaluaciones adicionales para completar una serie de 6 valores a partir de los

cuales se estimo el 50% del umbral de retiro utilizando la siguiente formula:

50% Umbral (g) = (10" **®}) / 10,000

Donde:

Xf: Valor del ultimo filamento de von Frey utilizado (en unidades logaritmicas)

K: factor de correccion indicado en la tabla publicada por Dixon (1980) para el patron de
respuestas positivas y/o negativas obtenidas en la prueba

&: Diferencia de media entre el patrén de respuestas obtenido (unidades logaritmicas)

El 50% del umbral de retiro se interpreta como la intensidad de estimulo requerido

para provocar una respuesta positiva en el 50% de las aplicaciones de estimulos.

6.5 Administracion intratecal de farmacos

Los farmacos se administraron via intratecal mediante la técnica de inyeccién
transcutanea directa (Figura 7) en un volumen final de 10 pl. Para tal fin, los
animales se anestesiaron brevemente con isoflurano (FlurisoTM, Vet One, Idaho)
y se aplicd la inyeccién utilizando jeringas de 0.5 ml con aguja 31 G x 8 mm, a
nivel del espacio entre los procesos espinosos de las vértebras L5 y L6,
inyectando de forma perpendicular a la columna vertebral. La manifestacién del
reflejo motor en la cola se tomé como signo de puncion exitosa en el espacio

subaracnoideo y se procedié a la administracién del farmaco.

Proceso espinoso
vertebral

Figura 7. Técnica de inyeccion transcutanea directa para administracion intratecal.
Diagrama que muestra el sitio de inserciéon de la aguja (espacio intervertebral entre L5 y
L6) para efectuar la administracion intratecal de farmacos (modificado de Mestre et al.,
1994).
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6.6 Prueba de coordinacion motriz

Para descartar o identificar posibles efectos de los farmacos utilizados sobre la
actividad de estructuras implicadas en el control motor, se realizé6 una prueba de
coordinacion motriz. Esta consisti6 en colocar a los animales en un cilindro
giratorio (Rota-rod / RS, Panlab, Barcelona) a una velocidad de 11 revoluciones
por minuto. Las ratas se entrenaron durante 3 dias previos a la prueba, en los
cuales se colocaron en el Rota-rod durante un periodo de 10 minutos. La prueba
consistid en someter a los animales al cilindro giratorio durante 5 minutos en
condiciones basales y 3 h después de la administracion de la concentraciéon
méaxima probada de los farmacos A784168, glicirricina y LPS-RS. Se cuantifico el
namero de caidas en ese periodo de tiempo.

6.7 Inmunodeteccion de proteinas por Western blot

6.7.1 Extraccion y procesamiento de tejidos

Para obtener muestras de tejido nervioso, los animales se decapitaron e
inmediatamente después se procedid a extraer la médula espinal mediante
presion hidraulica con solucién salina fisiol6gica (NaCl 0.9%). Se obtuvo la seccién
lumbar de la médula (L4 a L6) y se separd en porciones dorsal y ventral. Se
obtuvieron también los ganglios de la raiz dorsal de la médula espinal L4 y L5 de
ambos lados. Las muestras de tejido de cada rata se almacenaron por separado

en tubos de centrifugacion a -70°C hasta su procesamiento.

Los tejidos se homogeneizaron a 4°C utilizando solucion amortiguadora de lisis
RIPA (NaCl 150 mM, Tris HCI 50 mM, EDTA 5 mM, pH 7.5) adicionado con Triton
X-100 al 1%, inhibidores de fosfatasas en proporcion 1:100 de soluciones stock (B-
glicerol 5 mM, NaF 50 mM, PMSF 100 mM, ortovanadato 280 mM) e inhibidores
de proteasas en proporcion 1:1000 de soluciones stock (aprotinina 2 mg/ml,
leupeptina 1 mg/ml, pepstatina 10 mg/ml) hasta obtener una suspension

homogénea. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 13500 rpm, a 4°C
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durante 10 minutos. Se obtuvo el sobrenadante y se almacené a -70°C hasta su

uso.

6.7.2 Cuantificacion de proteinas totales

La concentracion de proteinas totales en las muestras de tejido se estimo por el
método de Bradford, utilizando la proteina y-globulina para la construccion de la
curva patron. Un microlitro de cada muestra se disolvido en proporcion 1:20 con
solucion amortiguadora RIPA y se adicionaron a cada muestra 250 pl de reactivo
de Bradford (BIO-RAD laboratories Inc.; Hercules, CA) diluido previamente en
agua destilada en proporciéon 1:5. Tras 5 minutos de incubacién a temperatura
ambiente, se midi6 la absorbancia a 595 nm. Los valores de absorbancia
obtenidos de cada muestra se extrapolaron con un ajuste lineal de la curva patrén

para estimar la concentracion de proteinas.

6.7.3 Western blot

Cincuenta microgramos de proteinas totales de cada muestra se sometieron a
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% con dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE). Posteriormente, se realizd6 la electrotransferencia de las proteinas a
membranas de polivinilideno (PVDF), las cuales se bloquearon previamente con
leche descremada al 5% en amortiguador de fosfatos (PBS; NaCl 137 nM, KCI 2.7
mM, Na;HPO,4 10 nM y KH,PO4 2 nM) y 0.1% de Tween 20 (PBS-T) durante 1 h.
Posteriormente, las membranas se incubaron durante 12 h a 4°C con el anticuerpo
primario para TLR4 (1:500; Cat. sc-293072, Santa Cruz Biotechnology; Dallas,
TX), HMGB1 (1:500; Cat. sc-135809, Santa Cruz Biotechnology; Dallas, TX), o
TRPV1 (1:500; Cat. sc-398417; Santa Cruz Biotechnology; Dallas, TX) en PBS-T.
Después de la incubacion, las membranas se lavaron 3 veces durante 10 minutos
con leche descremada al 1% en PBS-T. El anticuerpo secundario anti-raton
acoplado a peroxidasa de rabano (1:5000; Cat. 115-035-003; Jackson Immuno
Research Laboratories; West Grove, PA) se incubd durante 1 h, posteriormente se
realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con leche descremada al 1% en
PBS-T.
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La inmunodeteccion de las proteinas se realizd mediante quimioluminiscencia
(Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate; Millipore; Burlington, MA),
las imagenes se obtuvieron con el equipo C-Digit Blot Scanner (LI-COR
Biosciences; Lincoln, NE) y se analizaron en el software Image Studio 5.2 (LI-COR
Biosciences; Lincoln, NE) para cuantificar la densidad Optica de la sefial. La
proteina B-actina se utiliz6 como control de carga, para lo cual se empled el
anticuerpo primario para actina (1:5000; Cat. MAB1501R; Millipore; Burlington, MA
0 1:15000; Cat. GTX629630; GeneTex; Irvine, CA) y el anticuerpo secundario anti-

ratén antes sefalado (1:5000).

6.8 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos a partir de la evaluacion de conductas nociceptivas (50% del
umbral de retiro) se reportan como la media + el error estandar para cada grupo
experimental (n = 6) y a partir de ellos se construyeron cursos temporales.
Posteriormente se estim@ el area bajo la curva de los cursos temporales por el
método de los trapezoides y los datos se reportan como la media * error estandar
de las unidades de area. Para los ensayos de expresion de proteinas, los datos se
normalizaron como el indice de intensidad relativa obtenida contra el control de
carga (pB-actina) y los datos se reportan como la media + el error estandar para

cada grupo experimental (n = 4).

Para evaluar diferencias entre 3 0 mas grupos se utilizé el analisis de varianza
(ANOVA) de una via seguido de la prueba post-hoc Student-Newman-Keuls o
Dunnet. Para el caso de comparaciones entre dos grupos de utiliz6 T de Student.
Los datos se analizaron con el programa Graph Prism 6.0 (GraphPad Software;
San Diego, CA). Se consideraron estadisticamente significativos valores de p <
0.05.
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6.9 Disefio experimental

6.9.1 Curso temporal de los cambios en el umbral de retiro inducidos por

privacion de sueifio MOR

Para caracterizar los cambios en la nocicepcion inducidos por la privacion de
suefio MOR, se evalu6 el umbral de retiro ante la estimulacibn mecanica a un
grupo de 6 ratas hembra y a un grupo de 6 ratas macho en ambas patas traseras,
antes de introducir a los animales a la caja experimental (basal), a las 24 y 48 h de
privacion de suefio MOR, asi como a las 24 y 48 h de recuperacion posteriores al

periodo de privacion de suefio (Figura 8).

Recuperacion
dial dia 2 dia3 dia 4

*K Evaluacion de nocicepcidn mecénica mediante el método Up & Down

Figura 8. Disefio experimental 1. Caracterizacion de los cambios en el umbral de retiro
inducidos por privacion de suefio MOR.

6.9.2 Determinacion de la participacion de HMGB1, TLR4 y TRPV1 en el

mantenimiento de la alodinia tactil inducida por privacién de suefio MOR

Para evaluar la participacion de las proteinas de interés en el mantenimiento de la
alodinia tactil inducida por privacion de suefio, se administré glicirricina (inhibidor
de HMGBL1), LPS-RS (antagonista del TLR4) o A784168 (antagonista del TRPV1)
a ratas hembra con 48 h de privacion de suefio MOR a las concentraciones
sefialadas en la Tabla 5 en un volumen final de 10 pl. Tras la administracion de los
farmacos, se evaluo el efecto sobre el umbral de retiro durante 24 h, midiendo a
las 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 ,12 y 24 h de su administracién. Las concentraciones
maximas de cada farmaco se probaron también en machos para identificar

posibles diferencias asociadas al sexo.
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Tabla 5. Concentraciones de farmacos utilizadas

Farmaco Concentraciones (ug/10 pl)
glicirricina 0.0025, 0.025, 0.25y 2.5

LPS-RS 0.1,0.3,1y10

A784168 1,10,100ngy 1

6.9.3 Identificacion de la participacion de HMGB1, TLR4 y TRPV1 en el

desarrollo de la alodinia tactil inducida por privacion de suefio MOR

Con el fin de evaluar la participacion de la proteina HMGBL1, el receptor TLR4 y el
canal TRPV1 en el desarrollo de la alodinia tactil inducida por privacién de suefio,
se aplicd un pretratamiento con 4 administraciones de la concentracion maxima
probada de cada farmaco (una administracion cada 8 h). Posteriormente se
sometioé a los animales a privacion de suefio MOR durante 48 h y al finalizar el
mismo se realizd un curso temporal de 24 h evaluando el umbral de retiro (Figura
9).

Pretratamiento con LPS RS,

licirricina o A784168 P-MOR durante 48 h Curso temporal de 24 h

Figura 9. Disefio experimental 3. Esquema de pretratamiento para evaluar la
participacion del receptor TLR4, HMGB1 y canal TRPV1 en el desarrollo de la alodinia
tactil inducida por P-MOR.

6.9.4 Determinacion del curso temporal de la expresiéon de HMGB1, TLR4 y

TRPV1 en el modelo de privacion de suefio MOR mediante Western blot

Para determinar los posibles cambios en la expresion de HMGB1, TLR4 y TRPV1
inducidos por la privacion de suefio MOR, se realizé la inmunodeteccion de dichas

proteinas mediante Western blot a partir de muestras de ganglios de la raiz dorsal
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(GRD L4-L5) y médula espinal dorsal a grupos de 4 ratas hembra, bajo el

esquema descrito en la Figura 10.

Grupos (n = 4): N
naive

6 h S

12 h Obtencién de Determinacion de
1 dia Sl muestras de GRD la expresion de
2 dias >' (L4, L5) y médula TLR4, HMGB1 y
1 dia espinal dorsal TRPV1 mediante
2 dias . Western blot
R Recuperacion
7 dias _J

Figura 10. Disefio experimental 5. Toma de muestras de tejidos para determinar los
cambios en la expresion de HMGB1, TLR4 y TRPV1 inducidos por privacién de suefio
MOR (P-MOR) mediante Western blot.

6.9.5 Identificacion de cambios en la actividad y expresion de TRPV1

mediados por TLR4

Con el fin de evaluar si la activacién del receptor TLR4 tiene efecto sobre la
actividad pronociceptiva del canal TRPV1, se aplic6 un pretratamiento con una
administracion Unica de 1 o 10 pug de LPS-RS antes de un periodo de privacion de
suefio MOR de 48 h. Posteriormente, se evalud el efecto de la administracion
intratecal de 10 o 100 ng de A784168 mediante un curso temporal de 24 h

evaluando el umbral de retiro.

Para determinar si la actividad del receptor TLR4 tiene efecto sobre la expresion
del canal TRPV1 se aplico un pretratamiento con 4 administraciones de LPS-RS
(10 pug cada 8 h) a un grupo de ratas hembra. Posteriormente los animales se
sometieron a un periodo de 48 h de privacion de suefio MOR vy al finalizar el
mismo se obtuvieron los ganglios de la raiz dorsal (L4 y L5) y la médula espinal

dorsal para determinar la expresion del canal TRPV1 mediante Western blot.
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7. RESULTADOS

7.1 La privaciéon de suefio MOR indujo el desarrollo de alodinia tactil en ratas

La privacion de suefio MOR redujo el 50% del umbral de retiro a partir de las 24 h
y hasta niveles considerados alodinia mecéanica en ratas (< 4 g) a las 48 h (Figura
11A). Los cambios en el umbral de retiro y la alodinia tactil fueron similares en
ambas extremidades posteriores (Figura 11B). La privacién de suefio MOR indujo
alodinia tactil tanto en las ratas hembras como en los machos (Figura 11C y D). El
umbral de retiro regresé a valores similares al control con dos dias de descanso
libre tras el periodo de privacion de suefio (Figura 11A y C). Estos datos sugieren
que la privacion de suefio MOR durante 48 h produce alodinia mecéanica

generalizada, tanto en ratas hembras como machos.
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Figura 11. Efecto de la privacion de suefio MOR sobre el 50% del umbral de retiro en ratas.
A. Curso temporal de los cambios en el umbral de retiro durante y dos dias posteriores a la
privacion de suefio MOR (P-MOR) por 48 h. La evaluacion se realiz6 en las patas traseras
izquierda (1) y derecha (D) de ratas hembra y se comparé con un grupo naive (N). B. Area bajo la
curva (ABC) calculada a partir del curso temporal A. C. Curso temporal de los cambios en el
umbral de retiro evaluado en la pata trasera derecha, durante y dos dias posteriores a la privacion
de suefio MOR de 48 h en ratas hembras (H) y machos (M). D. ABC calculada a partir del curso
temporal C. Los datos representan el promedio + error estandar, n=6. *** p < 0.001 contra el grupo
N, por ANOVA de una via seguido de la prueba SNK.
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7.2 El inhibidor de HMGB1 (glicirricina) revirtié la alodinia tactil inducida por

privacion de suefio MOR

La administracion intratecal de glicirricina, un inhibidor de la proteina HMGB1, pero
no de su vehiculo (DMSO 1.5%), revirtio la alodinia tactil inducida por 48 h de P-
MOR, alcanzando un efecto maximo a las 3 h después de la administracion
(Figura 12A). El efecto de la glicirricina fue concentracién dependiente (Figura
12B). La administracion de 2.5 ug de glicirricina tuvo un efecto similar tanto en

ratas hembras como machos (Figura 12C y D).

+ N # GL 25ng B
- V -+ GL 250 ng 100+ ok
-+ GL 2.5 ng =+ GL 2.5 pg
15- 80 dekk
— I 4
[=:] T o
=] ) .__+ e — ?———________ - . ok
g 12|I/+-t +_ 1 — =
@ o 604
s
g 0 40-
£ s <
3
5} y —— 20
344
=
s 0
051 2 34 6 8 12 24 V 25ng 25ng 250ng 2.5pg
Tiempo (h) I ]
po( I GL 1
C * N -+ Hembras GL 2.5 pg D
5 ®V 4 Machos GL 2.5 pg 120,
= . — o S 4 Fkk
e '/* *- +- _+_ _"‘—-—~+ — + 100 TS
s 129 N
K =
o™
g 94 g
: 3
5 ] 4 <
% 3 .......................................................... ssssssns
=2 .
2
0+ T T T T T i | 1 =
051 2 3 4 6 8 12 24 v H M

Tiempo (h)

GL 2.5 ug

Figura 12. Efecto de la glicirricina sobre la alodinia tactil inducida por privacion de suefio
MOR. A. Curso temporal del efecto de la administracién intratecal de glicirricina (GL, 2.5 ng - 2.5
Hg) o su vehiculo (V) sobre la alodinia tactil inducida por 48 h de privacion de suefio MOR en ratas
hembra. B. ABC calculada a partir del curso temporal A. C. Curso temporal del efecto de la
administracion intratecal de 2.5 pg de glicirricina sobre la alodinia tactil inducida por 48 h de
privacion de suefio MOR en ratas hembras (H) y machos (M). D. ABC calculada a partir del curso
temporal C. Los datos representan el promedio + error estandar, n=6. *** p < 0.001 contra el grupo
V, por ANOVA de una via seguido de la prueba SNK.
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7.3 El antagonista del TLR4 (LPS-RS) revirtié la alodinia tactil inducida por

privacion de suefio MOR

La administracion intratecal de LPS-RS, un antagonista selectivo del receptor
TLR4, pero no de su vehiculo (H2O inyectable), revirtié la alodinia tactil inducida
por 48 h de privacion de suefio MOR alcanzando un efecto maximo a las 3 h
después de la administracion (Figura 13A). El efecto del LPS-RS fue
concentracion dependiente (Figura 13B). La administracion de 10 pg de LPS-RS

tuvo efecto similar en ratas hembras y machos (Figura 13C y D).
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Figura 13. Efecto del LPS-RS sobre la alodinia tactil inducida por privacién de suefio MOR.
A. Curso temporal del efecto de la administracién intratecal de LPS-RS (0.1 - 10 ug) o su vehiculo
(V) sobre la alodinia tactil inducida por 48 h de privacién de suefio MOR en ratas hembra. B. ABC
calculada a partir del curso temporal A. C. Curso temporal del efecto de la administracion intratecal
de 10 pg de LPS-RS sobre la alodinia tactil inducida por 48 h de privaciéon de suefio MOR en ratas
hembras (H) y machos (M). D. ABC calculada a partir del curso temporal C. Los datos representan
el promedio + error estandar, n=6. * p < 0.05, *** p < 0.001 contra el grupo V, por ANOVA de una
via seguido de la prueba SNK.
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7.4 El antagonista del receptor TRPV1 (A784168) revirtié la alodinia tactil

inducida por privacion de suefio MOR

La administracion intratecal de A782168, un antagonista selectivo del canal
TRPV1, pero no de su vehiculo (DMSO 30%), revirtié la alodinia tactil inducida por
48 h de privacion de suefio MOR, alcanzando un efecto maximo a las 3 h después
de la administracion (Figura 14A). El efecto del A784168 fue concentracion
dependiente (Figura 14B). La administracion de 1 pg de A784168 tuvo un efecto

similar tanto en ratas hembras como machos (Figura 14C y D).
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Figura 14. Efecto del A784168 sobre la alodinia tactil inducida por privacion de suefio MOR.
A. Curso temporal del efecto de la administracion intratecal de A784168 (A78, 1 - 1000 ng) o su
vehiculo (V) sobre la alodinia tactil inducida por 48 h de privacion de suefio MOR en ratas hembra.
B. ABC calculada a partir del curso temporal A. C. Curso temporal del efecto de la administracion
intratecal de 100 ng de A78 sobre la alodinia tactil inducida por 48 h de privacion de suefio MOR en
ratas hembras (H) y machos (M). D. ABC calculada a partir del curso temporal C. Los datos
representan el promedio * error estandar, n=6. *** p < 0.001 contra el grupo V, por ANOVA de una
via seguido de la prueba SNK.
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7.5 Efecto de los vehiculos y concentraciones maximas de los farmacos

sobre el umbral de retiro en ratas naive

La administracion intratecal de los vehiculos (H,O inyectable y DMSO al 30%), asi
como las concentraciones maximas de los farmacos LPS-RS (10 ug/10 pl) y
A784168 (1ug/10 pl) no tuvo efecto sobre el 50% del umbral de retiro en ratas
naive. Sin embargo, la administracion de glicirricina a la concentracion maxima
probada (2.5 pg/10 pl) redujo transitoriamente el 50% del umbral de retiro durante

las primeras 2 h posteriores a su administracion (Figura 15A y B).
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Figura 15. Efecto de los vehiculos y concentraciones maximas de los farmacos en ratas
naive. A. Curso temporal de los cambios en el umbral de retiro evaluado en la pata trasera
derecha tras la administracion intratecal de H,O inyectable, DMSO al 30%, LPS-RS (10 ug),
glicirricina (GL, 2.5 pg) y A784168 (A78 1 ug) respecto a animales naive (N) B. ABC calculada a
partir del curso temporal A. Los datos representan el promedio + error estandar, n=6. * p < 0.05
contra el grupo N, por ANOVA de una via seguido de la prueba SNK.

47



7.6 Los farmacos probados no afectaron la coordinacion motriz

La administracion intratecal de los vehiculos (H,O y DMSO al 30%) y de las

concentraciones maximas probadas de glicirricina (2.5 pg/10 ul), LPS-RS (10

pMg/10 pl) y A784168 (1 pg/10 pl) en ratas naive no generé cambios en la

coordinacion motora de los animales en la prueba de Rota-rod respecto a la

observada en condiciones control. Los resultados de esta prueba descartan que

los efectos de los farmacos probados sobre el 50% del umbral de retiro se deban a

efectos inespecificos sobre el control motor de los animales (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados de la prueba de coordinacién motriz. Se indica

la mediana y el rango del nimero de caidas por grupo (n

= 6) en

condiciones basales y 3 h después de la administracion de vehiculos
(H,O o DMSO al 30%) o concentraciones maximas de los farmacos
probados (glicirricina, LPS-RS o0 A784168).

Vehiculo o farmaco Basal 3 h después de la
(20 administracion
mediana | rango mediana rango
H,O inyectable 0 0-1 0 0-1
DMSO 30% 0 0 0 0
Glicirricina (2.5 pug) 0 0-2 0 0
LPS-RS (10 pg) 0 0 0 0-2
A784168 (1 ug) 0 0 0 0-1
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7.7 El pretratamiento con LPS-RS impidié el desarrollo de alodinia tactil

inducida por P-MOR

El pretratamiento con una sola administracion de LPS-RS (10 ug), justo antes del
inicio de la privacion de suefio, no tuvo efecto sobre los cambios en el umbral de
retiro ni impidié el desarrollo de alodinia tactil tras 48 h de privacion de suefio MOR
(Figura 16A). En contraste, el pretratamiento con 3 (una cada 12 h) o con 4
administraciones (una cada 8 h) de LPS-RS (10 ug), durante las 24 h previas al
inicio de la privacion de suefio, atenuaron de manera significativa el desarrollo de
hipersensibilidad mecéanica e impidieron el desarrollo de alodinia tactil en ratas
expuestas a 48 h de privacion de suefio MOR (Figura 16A y B). Ademas, se
observo una recuperacion rapida del umbral de retiro a valores basales en los
animales que recibieron pretratamiento con LPS-RS (Figura 16A). Estos datos
sugieren que la activacion del receptor TLR4 participa en el desarrollo de la

alodinia mecéanica inducida por la privacion de suefio MOR.

A B
N -« Pretx LPS-RS (1 Adm)
= P-MOR - Pretx LPS-RS (3 Adm)
15 -4 Pretx LPS-RS (4 Adm) 2004
N
° 1601
E - *kk
b E
o s 1204
I iy Fkk
£ Q80
3 <
T
© 404
2
(=]
"z
0 L T T T T T i — 0'
0.51 2 3 4 6 8 12 24 N P-MOR 1Adm 3Adm 4Adm

Tiempo (h) I |

PreTx LPS-RS

Figura 16. Efecto del pretratamiento con LPS-RS sobre la alodinia tactil inducida por
privacién de suefio MOR. A. Curso temporal del efecto del pretratamiento con 1, 3 o 4
administraciones (Adm) de 10 ug de LPS-RS via intratecal (PreTx LPS-RS) sobre la alodinia tactil
inducida por 48 h de privacion de suefio MOR en ratas hembra. B. ABC calculada a partir del curso
temporal A. Los datos representan el promedio + error estandar, n=6. *** p < 0.001 contra el grupo
sometido a privaciéon de suefio MOR sin pretratamiento (P-MOR), por ANOVA de una via seguido
de la prueba SNK.
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7.8 El pretratamiento con glicirricina impidio el desarrollo de alodinia tactil

inducida por privacion de suefio MOR

Dado que el pretratamiento con 4 administraciones de LPS-RS generd el mejor
efecto, se utilizO ese mismo esquema de administracion para la glicirricina y el
A784168. El pretratamiento con 4 administraciones (una cada 8 h) de 2.5 ug de
glicirricina, durante las 24 h previas al inicio de la privacion de suefio, atenud el
desarrollo de hipersensibilidad mecéanica inducida por 48 h de privacion de suefio
MOR, impidiendo que el umbral de retiro alcanzara valores considerados alodinia
mecanica. Adicionalmente, se observdé una recuperacién rapida del umbral de
retiro en los animales pretratados, alcanzando valores similares a los de ratas
naive tras 24 h de descanso (Figura 17A). La reduccion en el umbral de retiro
observado en ratas con pretratamiento fue estadisticamente diferente respecto a
los animales que no lo recibieron (Figura 17B). Estos datos sugieren que la
proteina HMGBL1 participa, al menos parcialmente, en el desarrollo de la alodinia
mecanica inducida por la privacion de suefio MOR.
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Figura 17. Efecto del pretratamiento con glicirricina sobre la alodinia tactil inducida por
privacion de suefio MOR. A. Curso temporal del efecto del pretratamiento con 4 administraciones
de 2.5 pg de dlicirricina via intratecal (PreTx GL) sobre la alodinia tactil inducida por 48 h de
privacion de suefio MOR en ratas hembra. B. ABC calculada a partir del curso temporal A. Los
datos representan el promedio * error estdndar n=6. ** p < 0.01 contra el grupo sometido a
privacién de suefio MOR sin tratamiento (P-MOR), por ANOVA de una via seguido de la prueba
SNK.
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7.9 El pretratamiento con A784168 no impidio el desarrollo de alodinia tactil
inducida por P-MOR

El pretratamiento con 4 administraciones de A784168 (1 ug cada 8 h) de A784168
durante las 24 h previas a la privacion de suefio, no impidi6 el desarrollo de
alodinia mecéanica en ratas expuestas a 48 h de privacion de suefio MOR (Figura
18A). Las ratas que recibieron pretratamiento con A784168 presentaron cambios
similares en el umbral de retiro a los observados en ratas que no lo recibieron
(Figura 18B). Este resultado sugiere que el canal TRPV1 no participa en el

desarrollo de la alodinia mecéanica inducida por la privacion de suefio MOR.
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Figura 18. Efecto del pretratamiento con A784168 sobre la alodinia tactil inducida por
privacion de suefio MOR. A. Curso temporal del efecto del pretratamiento con 4 administraciones
de 1 ug de A784168 via intratecal (PreTx A78) sobre la alodinia tactil inducida por 48 h de privacion
de suefio MOR en ratas hembra. B. ABC calculada a partir del curso temporal A. Los datos
representan el promedio + error estandar, n=6.
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7.10 El pretratamiento con LPS-RS abatio el efecto antialodinico del A784168

El pretratamiento con una administracion Unica de LPS-RS (10 ng), justo antes del
inicio de privacion de suefio MOR durante 48 h, no impidio el desarrollo de alodinia
mecanica (Figura 19A, PreTx LPS-RS + V). Sin embargo, en las ratas que
recibieron pretratamiento con LPS-RS no se observo el efecto antialodinico del
A784168 administrado como postratamiento a las concentraciones de 10 y 100 ng/
10 ul (Figura 19A y B). El analisis del ABC del efecto de A784168 en presencia o
en ausencia de pretratamiento con LPS-RS (Figura 19B) sugiere que el bloqueo
del receptor TLR4 previo a la privacion de suefio MOR por 48 h elimino el efecto
antialodinico del A784168.
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Figura 19. Efecto del pretratamiento con LPS-RS sobre el efecto antinalodinico del A784168
en animales con privacion de suefio MOR. A. Curso temporal de los cambios en el umbral de
retiro de animales que recibieron pretratamiento con una administracion de 10 pug de LPS-RS justo
al inicio de la privacion de suefio MOR por 48 h y vehiculo del A784168 (PreTx LPS-RS + V) y
aquellos que recibieron un postratamiento con 10 o 100 ng de A784168 (PreTx LPS-RS + A78). B.
ABC calculada a partir del curso temporal A. Con fines comparativos, se presenta el ABC del
postratamiento con 10 o 100 ng de A784168 en animales sin pretratamiento con LPS-RS (A78).
Los datos representan el promedio + error estandar, n=6. *** p < 0.001 contra el grupo PreTx LPS-
RS + V, por ANOVA de una via seguido de la prueba SNK.
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El pretratamiento con una sola administracion de LPS-RS 1 ug justo al inicio de la
privacion de suefio MOR, no abati6 completamente el efecto antialodinico del
postratamiento con 100 ng de A784168, a diferencia de lo observado cuando el
pretratamiento consistio en 10 ug de LPS-RS (Figura 20A y B). Estos datos
sugieren que el impacto del blogueo del receptor TLR4 sobre el efecto
antialodinico del antagonista del receptor TRPV1 es dependiente de la

concentracion.
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Figura 20. Efecto del pretratamiento con LPS-RS sobre el efecto antinociceptivo del
A784168. A. Curso temporal de los cambios en el umbral de retiro en animales que recibieron un
pretratamiento con 1 o 10 pg de LPS-RS previo a un periodo de privaciéon de suefio MOR por 48 h
y un postratamiento con 100 ng de A784168 (PreTx LPS-RS + A78). B. ABC calculada a partir del
curso temporal A. Los datos representan el promedio + error estandar, n=6. * p < 0.05 contra el
grupo PreTx LPS-RS 10 ug + A78 100 ng por prueba de T de Student.
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7.11 La privacion de suefio MOR aumento la expresion de HMGB1 en

ganglios de la raiz dorsal y médula espinal dorsal

La privacion de suefio MOR aumenté la expresion de la proteina HMGB1 en los
ganglios de la raiz dorsal de la region L4-L5 a partir de las 12 h y hasta las 48 h de
privacion de suefio. Posteriormente, la expresion de HMGB1 disminuyo a valores
basales a partir del primer dia de recuperacién (Figura 21A). Por su parte, la
expresion de HMGB1 en médula espinal dorsal aumenté desde las 12 h y hasta
las 24 h de privacion de suefio y posteriormente disminuyd a niveles semejantes a
los basales a partir del segundo dia de privacion de suefio MOR (Figura 21B).
Ademas, se observo una menor expresion de HMGB1 en la médula espinal dorsal

respecto al ganglio de la raiz dorsal.
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Figura 21. Cambios en la expresion de HMGB1 inducidos por privacion de suefio MOR.
Expresion de la proteina HMGB1 en A) ganglios de la raiz dorsal (GRD L4-L5) y B) médula espinal
dorsal de ratas naive (N), con 6 h, 12 h, 1 o 2 dias de privacion de suefio MOR (P-MOR) y con 1, 2,
5 o 7 dias de recuperacion. Se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. La
cuantificacion de la sefial se expresa como indice de densidad 6ptica de HMGB1 / 3 actina. *** p <
0.001, * p < 0.01 y * p < 0.05 contra el grupo N por ANOVA de una via seguido de la prueba de
Dunnet. n = 4.
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7.12 La privacion de sueio MOR no modificé la expresion de TLR4 en

ganglios de la raiz dorsal y médula espinal dorsal

La privacién de suefio MOR no modifico la expresion de la proteina del receptor
TLR4 en los ganglios de la raiz dorsal de la regidon L4-L5, ni en la médula espinal
dorsal de los animales expuestos a dicha condicion (Figura 22A y B). Se observé

una menor expresion del receptor TLR4 en los ganglios de raiz dorsal respecto a

la médula espinal dorsal.
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Figura 22. Efecto de la privacion de suefio MOR sobre la expresion de TLR4. Expresion de la
proteina del receptor TLR4 en A) ganglios de la raiz dorsal (GRD L4-L5) y B) médula espinal
dorsal de ratas naive (N), con 6 h, 12 h, 1 o 2 dias de privacion de suefio MOR (P-MOR) y con 1, 2,
5 o 7 dias de recuperacién. Se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. La
cuantificacion de la sefial se expresa como indice de densidad 6ptica de TLR4 / § actina. n = 4.
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7.13 La privacion de suefio MOR aumento la expresion de TRPV1 en ganglios

de laraiz dorsal y médula espinal dorsal

La privacion de suefio MOR aumento la expresion de la proteina del canal TRPV1
en los ganglios de la raiz dorsal L4-L5 a partir de las 12 h y hasta las 48 h de
privacion de suefio, regresando paulatinamente a valores basales durante el
periodo de recuperacion (Figura 23A). Por otra parte, se observo que la privacion
de suefio MOR incremento la expresion de TRPV1 en la médula espinal dorsal a
las 12 y 24 h de privacion de suefio (Figura 23B). Adicionalmente, se observo una

menor expresion del TRPV1 en la médula espinal dorsal respecto al ganglio de la

raiz dorsal.
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Figura 23. Cambios en la expresién de TRPV1 inducidos por privacion de suefio MOR.
Expresion de la proteina TRPV1 en A) ganglio de la raiz dorsal (GRD L4-L5) y B) médula espinal
dorsal de ratas naive (N), con 6 h, 12 h, 1 o 2 dias de privacion de suefio MOR (P-MOR) y con 1, 2,
5 o 7 dias de recuperacién. Se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. La
cuantificacion de la sefial se expresa como indice de densidad Optica de TRPV1 / 8 actina. *** p <
0.001, * p < 0.01 y * p < 0.05 contra el grupo N, por ANOVA de una via seguido de la prueba de
Dunnet. n = 4.
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7.14 EIl pretratamiento con LPS-RS atenud el aumento en la expresion del

canal TRPV1 en ratas sometidas a privacion de suefio MOR

El pretratamiento con cuatro administraciones de LPS-RS (10 pg) via intratecal 24
h antes del inicio de la privacion de suefio MOR atenud el incremento en la
expresion del canal TRPV1 en los ganglios de la raiz dorsal (Figura 24A) y en la
médula espinal (Figura 24B), respecto al que se observé en los animales que no
recibieron el pretratamiento con LPS-RS. Los animales con pretratamiento con
LPS-RS y sometidos a privacion de suefio MOR de 12 a 48 h no mostraron
diferencias significativas en la expresion de TRPV1 respecto a los animales
intactos. Estos datos sugieren que el bloqueo de TLR4 reduce el aumento en la

expresion de TRPV1 inducido por la privacion de suefio MOR.
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Figura 24. Efecto del pretratamiento con LPS-RS sobre la expresién de TRPV1 en ratas
sometidas a privacion de suefio MOR. Expresién de la proteina TRPV1 en A) ganglio de la raiz
dorsal (GRD L4-L5) y B) médula espinal dorsal de ratas naive (N), con 12 h, 1 o 2 dias de privacion
de suefio MOR vy 2 dias de recuperacion (2dr) sin (P-MOR) o con el pretratamiento con LPS-RS
(PreTx LPS-RS + P-MOR). Se muestra una imagen representativa de los blots obtenidos. La
cuantificacion de la sefial se expresa como indice de densidad Optica de TRPV1 / 8 actina. *** p <
0.001, * p < 0.01 y * p < 0.05 contra el grupo N, por ANOVA de una via seguido de la prueba de
Dunnet. n = 4.
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8. DISCUSION
8.1 Alteraciones de la nocicepcion inducidas por la privacion de suefio MOR
y sus probables mecanismos generadores

En el presente trabajo se observé que la privacion de suefio MOR a partir de 24 h
disminuye el umbral de retiro ante la estimulacion mecanica a niveles
considerados como alodinia tactil en ratas tras 48 h de privacién de suefio MOR.
Existe una amplia cantidad de estudios en los que se ha reportado que la
reduccion o privacion de suefio experimental en diferentes formatos, tanto en
modelos animales como en seres humanos, exacerba conductas nociceptivas
(Lautenbacher et al., 2006; Andersen et al., 2018). De manera particular, existen
varios estudios en los cuales la privacion selectiva de suefio MOR induce efectos
pronociceptivos tales como la reduccion del umbral ante estimulacion eléctrica en
la cola (Hicks et al., 1978 y 1979), reduccion de umbrales térmicos ante el calor y
frio (Onen et al., 2001b; Harvey et al., 2010) aumento de conductas nociceptivas
inducidas por formalina (Tomim et al., 2016) y reduccion del umbral de retiro
mecanico evaluado con presion de la pata y con filamentos de von Frey
(Ukponmwan et al., 1984 y 1986; Onen et al., 2000; Wei et al., 2008; Tomim et al.,
2016).

Asimismo, se observé que la reduccion del umbral de retiro se presenté de
manera similar en ambas extremidades traseras de las ratas, lo cual sugiere que
la hipersensibilidad mecéanica inducida por privacion de suefio MOR es
generalizada. Resultados similares se han reportado antes en otros trabajos,
donde la privacion de suefio MOR reduce los umbrales de retiro mecanico y
térmico de forma generalizada en roedores (Ukponmwan et al., 1984 y 1986; Onen
et al.,, 2000; Onen et al., 2001b; Wei et al.,, 2008; Tomim et al., 2016; Mufioz-
Castillo, 2017) y en humanos (Onen et al., 2001a; Roehrs et al., 2006; Azevedo et
al., 2011). En otros modelos de dolor disfuncional como el dolor inducido por
restriccion crénica de movimiento (Veldzquez-Lagunas, 2017; Pluma-Pluma, 2019)
y el dolor tipo fibromialgia (Wakatsuki et al. 2019; Fischer et al., 2020) se han

reportado resultados similares.
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Se sabe que el sexo es un factor que influye en la sensibilidad al dolor, su
epidemiologia y la respuesta a ciertos tratamientos antinociceptivos (Bartley y
Fillingim, 2013), de ahi la importancia de evaluar posibles diferencias asociadas a
este factor. En este estudio, la privacion de suefio MOR redujo el umbral de retiro
mecanico de forma similar en ambos sexos. Al respecto y en concordancia con
nuestros datos, un estudio realizado en humanos por Eichhorn y colaboradores
(2018) se centro en estudiar las posibles diferencias entre sexos en los cambios
de umbrales nociceptivos inducidos por privacion total de suefio. En ese estudio,
los autores identificaron que una noche de privacion total de suefio redujo los
umbrales de nocicepcion mecéanica y la tolerancia a estimulos frios de forma
independiente al sexo. Sin embargo, los umbrales ante estimulacion térmica
caliente se redujeron Unicamente en las mujeres, fendmeno que los autores
asocian a una reduccion de la capacidad enddgena de inhibir el dolor en las
mujeres sometidas a privacion de suefio. De forma similar, un estudio realizado
por Araujo y colaboradores (2011) reporta que 72 h de privacién de suefio MOR o
15 dias de restriccion parcial de suefio en ratones, inducen un estado de
hiperalgesia térmica en ambos sexos, pero se identificd que los umbrales térmicos

se redujeron mas en las hembras que en los machos.

Estas posibles diferencias entre sexos también se han estudiado en otros tipos de
dolor con resultados contrastantes. Por ejemplo, en un modelo de dolor
disfuncional tipo fibromialgia desarrollado por Nagakura y colaboradores (2009),
se identificé que la administracion repetida de reserpina, un farmaco que inhibe la
actividad del transportador vesicular de monoaminas, induce alodinia tactil y dolor
muscular de manera independiente al sexo. Ahora bien, aunque las evaluaciones
conductuales arrojen resultados similares en machos y hembras, es posible que
los mecanismos implicados presenten diferencias. Por ejemplo, se ha reportado la
existencia de dimorfismos sexuales en los mecanismos que subyacen al desarrollo
de hipersensibilidad mecanica en condiciones de dolor neuropatico; mientras que
en los machos el fendmeno depende principalmente de la participacion de células
de la microglia, en hembras las principales células implicadas son linfocitos T

(Sorge et al., 2015). Tales discrepancias asociadas al sexo se pueden atribuir a
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multiples factores, desde los asociados a la especie, modelo de dolor utilizado o
temporalidad e intensidad del estimulo aplicado, asi como a factores biologicos
como la influencia de las hormonas sexuales, dada la amplia distribucion de las
mismas y sus receptores en areas del sistema nervioso central y periférico
implicadas en la transmision nociceptiva (Craft et al., 2004; Craft, 2007) y a
interacciones de las hormonas gonadales con la regulacién de las acciones del
sistema opiodérgico (Smith et al., 2006), por mencionar algunos.

Puesto que la mayoria de los estudios que evaltan la relacion entre la privacion de
suefio y la nocicepcién han sido de caracter descriptivo, los mecanismos que
subyacen al desarrollo de hipersensibilidad al dolor generada por privacion de
suefio siguen siendo poco conocidos (Eichhorn et al.,, 2018; Andersen et al.,
2018). Los primeros estudios mecanisticos apuntaron a una posible desregulacién
del sistema opioidérgico como responsable de los efectos hiperalgésicos de la
privacién de suefio. Shapiro y Girdwood (1981) identificaron que la privacion de
suefilo MOR reduce la sintesis de opioides enddgenos. Ukponmwan vy
colaboradores (1984 y 1986) identificaron que los animales sometidos a privacion
de suefio MOR eran menos responsivos a los efectos analgésicos de opioides
exogenos y que la accién antinociceptiva de los inhibidores de encefalinasas se
pierde tras la privacion de suefio. Posteriormente, se ha identificado una afinidad
menor de los receptores mu y delta en estructuras limbicas de ratas sometidas a

privacién de suefo (Fadda et al., 1991).

Los sistemas de neurotransmision opioide y monoaminérgicos estan
estrechamente relacionados e interactian para regular diversas funciones entre
las que se encuentra la nocicepcion (Haack et al., 2020). Hay evidencia de que la
privacion de suefio MOR genera desregulacion de los sistemas monoaminérgicos,
principalmente el serotonérgico, de tal forma que éste se vuelve incapaz de
mantener la inhibicion del dolor producida por la activacion opioidérgica (Haack et
al., 2020). De hecho, se han reportado niveles reducidos de serotonina y sus
metabolitos en los cerebros de ratas sometidas a privacion de suefio MOR por 96

h (Farooqui et al.,, 1996; Blanco-Centurion y Salin-Pascual, 2001). Reforzando
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tales hallazgos, Bjorvatn y colaboradores (2002) identificaron por microdidlisis in
vivo una reduccion gradual de serotonina extracelular a partir de 8 h de privacion
de suefio, tanto en la corteza frontal como en el hipocampo, dos &reas importantes

con proyecciones serotonérgicas provenientes del nucleo dorsal del rafé.

Se considera que los problemas realcionados con la falta o fragmentacion de
suefio tienen un factor de estrés de manera intriséca, de tal forma que el estrés
gue acompafa a la privacion de suefio juega un papel importante en el desarrollo
de la hipersensibilidad al dolor (McEwen, 2006; Maggio et al., 2013; Hirotsu et al.,
2015). Se sabe que el miedo o la identificacibn de amenazas inducen la secrecion
de catecolaminas simpaticas (adrenalina y noradrenalina) y glucocorticoides
(cortisol en humanos y corticosterona en roedores), que a corto plazo promueven
la supervivencia al movilizar reservas de glucosa hacia la sangre y ejerciendo
efectos antiinflamatorios; sin embargo, una respuesta al estrés exagerada o
prolongada induce la disfuncion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, un estado de

inflamacion generalizada y dolor (Hannibal y Bishop, 2014).

La relacion entre el estrés y el desarrollo de hipersensibilidad al dolor se ha
estudiado en diversos modelos en roedores. Por ejemplo, existe evidencia de que
el estrés por separacidbn materna en ratones neonatos reduce los umbrales de
retiro mecanico y térmico en la vida adulta, abate los efectos antinociceptivos de la
exposicibn a estrés agudo (Amini-Khoei et al.,, 2017) y exacerba la
hipersensibilidad mecénica y térmica inducida por lesién a los nervios (Nishinaka
et al., 2014). Por su parte, Nakamoto y colaboradores (2017) identificaron un
aumento en la expresion de GFAP y activacion astrocitica en el Locus Coeruleus,
un area del tronco encefélico involucrada en las respuestas al panico y al estrés,
gue se correlaciono6 con el desarrollo de alodinia mecéanica en ratones sometidos a
separacién materna combinada con aislamiento social. De manera interesante, se
ha descrito que este tipo de hipersensibilidad al dolor puede afectar incluso a la

descendencia de animales sometidos a separacion materna (Vilela et al., 2017).

En un modelo de estrés psicosocial, se ha identificado que los ratones expuestos

a derrota social repetida desarrollan hiperalgesia térmica (Marcinkiewcz et al.,
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2009) y alodinia mecanica (Sawicki et al., 2017 y 2018), lo que sugiere una
regulacion conjunta y mutuamente facilitadora entre las vias centrales que regulan
el estrés y el dolor (Marcinkiewcz et al., 2009). Esta hipersensibilidad al dolor
inducida por estrés psicosocial se ha asociado con inflamacion mediada por la
microglia, ya que se ha identificado un aumento en el ARNm de varios genes
inflamatorios, incluidos IL-1, TNF-a, CCL2 y TLR4 en la médula espinal lumbar
(Sawicki et al., 2018). Resultados analogos se han reportado también en un
modelo de estrés cronico por restriccion de movimiento en ratas, donde la alodinia
tactil presente en las ratas sometidas a estrés cronico se revierte con un inhibidor
de la alarmina HMGB1, antagonistas del receptor TLR4 (Velazquez-Lagunas,
2017) y con un antagonista del receptor de TNFa (TNFR1) (Pluma-Pluma, 2019).

Finalmente, existen algunos reportes que identifican a las interacciones
neuroinmunes entre células gliales y neuronas implicadas en la transmision
nociceptiva como posibles factores desencadenantes de estados de
hipersensibilidad al dolor inducidos por la reduccion de suefio (Hurtado-Alvarado
et al., 2013; Nijs, 2017). Bajo esta perspectiva, en este trabajo se estudié la
participacion de un patron molecular asociado a dafio, la alarmina HMGB1 a
traves de la activacion del receptor TLR4, ampliamente expresado en la microglia
y astrocitos (Vaure y Liu, 2014), como posibles agentes reguladores de la
expresion y funcion de uno de los principales canales iénicos integradores de

sefales nociceptivas, el TRPV1.

8.2 Participacion de la alarmina HMGB1 en el desarrollo y mantenimiento de

la alodinia tactil inducida por privacion de suefio MOR

La proteina HMGB1 se expresa en el nucleo de practicamente cualquier célula,
donde regula la arquitectura cromosomica junto con las histonas (Ueda y Yoshida,
2010). En la actualidd se reconoce que HMGBL1 funge también como una alarmina
cuya secrecion al medio extracelular ocurre de forma espontanea tras la muerte
celular no apoptotica, o bien se secreta activamente en condiciones de dafio

celular, procesos inflamatorios o invasion por patdégenos (Andersson y Tracey,
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2011). Asimismo, HMGBL1 tiene el potencial de actuar sobre diferentes familias de
receptores de reconocimiento de patrones como los TLRs 2, 4y 9, CD42, Siglec,
RAGE y Mac 1 a través de los cuales contribuye a la activacion de células
inmunes, la induccién de la sintesis y la secrecion de citocinas proinflamatorias y
quimiotaxis (Hori et al., 1995; Park et al., 2004; Ivanov et al., 2007; Orlova et al.,
2007; Chen et al., 2009). Estos hallazgos han despertado el interés en estudiar la
posible participacion de HMGB1 en la transmisiébn nociceptiva y en diversas

alteraciones de la nocicepcion.

En el presente estudio se observé que la glicirricina, un farmaco que impide la
union de HMGB1 a receptores, revirtid la alodinia tactil inducida por 48 h de
privacion de suefio MOR tanto en ratas hembras como macho. Adicionalmente, el
pretratamiento con glicirricina atenu6é el desarrollo de la hipersensibilidad
mecénica e impidi6 el desarrollo de alodinia tactil inducida por la privacion de
suefio MOR. Estos datos en conjunto nos permiten sugerir por primera vez la
participacion de la alarmina HMGB1 como un agente pronociceptivo en la
fisiopatologia de la alodinia mecanica inducida por privacion de suefio MOR. En
apoyo a nuestros hallazgos, diversos estudios han reportado previamente que la
administracion de HMGB1 exdgena tiene efectos pronociceptivos. Por ejemplo,
O’Connor y colaboradores (2003) identificaron que la administracion de HMGB1
por via intratecal en ratas redujo el umbral de retiro mecanico. También se ha
reportado que la administracién intratecal y periférica de HMGB1 sobre el nervio
ciatico induce alodinia mecénica en ratones hembras y machos (Shibasaki et al.,
2010). Asimismo, algunos estudios sefialan que el impedir las acciones de la
alarmina HMGB1 secretada enddgenamente tiene efecto antinociceptivo en
modelos animales. Por ejemplo, algunos reportes indican que la glicirricina revierte
parcialmente la alodinia mecanica presente en roedores con dolor neuropatico
(Feldman et al., 2012; Allette et al., 2014), mientras que, Velazquez-Lagunas
(2017) demostrd que la glicirricina revierte la alodinia mecanica inducida por estrés
cronico por restriccion de movimiento. De manera analoga, la administracion de
anticuerpos anti-HMGBL1 (Shibasaki et al., 2010; Otoshi et al., 2011; Nakamura et

al., 2013) o la administracién de trombomodulina, una proteina endotelial capaz de
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inducir la degradacion de HMGBL1 extracelular (Tanaka et al., 2013), revierten las

acciones pronociceptivas de HMGBL1.

En el presente trabajo se identifico mediante Western blot que HMGB1 se expresa
de manera basal en los ganglios de raiz dorsal (L4-L5) y médula espinal dorsal de
ratas intactas, y adicionalmente, la privacion de suefio MOR aumento la expresion
de HMGBL1 en ganglios de la raiz dorsal y la porcion dorsal de la médula espinal.
La inmunorreactividad basal de HMGB1 se ha reportado en neuronas, células
satelitales, células de Schwann, microglia y astrocitos de ratas y ratones intactos
(Shibasaki et al., 2010; Feldman et al., 2012; Nakamura et al., 2013; Agalave et
al., 2014). Ademas, el aumento en la expresién del ARNm vy la proteina de HMGB1
en dichas células, asi como una movilizacion de la proteina del nacleo hacia el
citoplasma, se ha reportdo en diferentes modelos de dolor como la ligadura de
nervios espinales (Shibasaki et al., 2010) o el dafo al nervio tibial (Feldman et al.,
2012). De manera interesante por tratarse de un modelo de dolor disfuncional (sin
lesion a los nervios), Velazquez-Lagunas (2017) identificé que el estrés cronico
por restriccion de movimiento aumenté la expresion de HMGB1 en ganglio de la

raiz dorsal y la porcién dorsal de la médula espinal.

Respecto a los posibles mecanismos implicados en las acciones pronociceptivas
de HMGBL1 en el desarrollo y mantenimiento de la alodinia mecanica observada en
ratas con privacion de suefio MOR es posible que sea a través de la union de esta
alarmina al receptor TLR4. Esta hipétesis se basa en el estudio realizado por
Agalave y colaboradores (2014), en el cual se identific6 que las acciones
pronociceptivas a nivel espinal de HMGB1 dependen de su estado redox. Los
autores identificaron que la inyeccién intratecal de HMGB1 disulfuro (forma afin al
receptor TLR4), pero no de la forma HMGB1 tiol (forma afin a los receptores
RAGE), induce efectos pronociceptivos y aumenta el ARNm de GFAP, TNF e IL-1,
citocinas tipicas de los estados de activacién microglial y astrocitica. Asimismo, los
efectos pronociceptivos y proinflamatorios de HMGB1 disulfuro se abolieron en
ratones deficientes de TLR4, pero no en los animales deficientes de TLR2 o
RAGE.
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8.3 Participacion del receptor TLR4 en el desarrollo y mantenimiento de la
alodinia tactil inducida por privacion de suefio MOR

El receptor TLR4 es es capaz de identificar PAMPs provenientes de bacterias,
hongos, virus y protozoarios, asi como sefales endégenas de dafio o estrés
celular (DAMPs como la proteina HMGBL, las proteinas de choque térmico, los
biglicanos, el acido hialurénico y la beta defensina). A través del reconocimiento
de estos ligandos, el TLR4 media la comunicacion de lesiones tisulares al sistema
inmune, la induccién de respuestas de reparacion de dafios y desencadena
acciones ante infecciones (Vaure y Liu, 2014). Sin embargo, evidencia creciente
indica que el TLR4 juega un rol importante en el desarrollo y mantenimiento de
diferentes patologias inflamatorias cronicas, sepsis, asma, canceres,
enfermedades autoinmunes y dolor patologico (Li et al., 2015a; Li et al., 2015b;
Meng et al., 2017; Min et al., 2018; Wu et al., 2019; Martinez-Garcia et al., 2020),
por lo que estudiar su participacion en tales afecciones coadyuva a la comprension
de su fisiopatologia y sustenta el posible uso de moduladores de la activacion y/o

sefalizacion del TLR4 como herramientas antinociceptivas (Bruno et al., 2018).

En el presente trabajo se identificé que la administracién intratecal de LPS-RS, un
lipopolisacarido de Rhodobacter sphaeroides que impide la activacién vy
sefalizacion del receptor TLR4 (Gaikwad y Agrawal-Rajput, 2015), revierte la
alodinia tactil inducida por 48 h de privacion de suefio MOR, mientras que el
pretratamiento con LPS-RS impidi6 el desarrollo de la alodinia. Estos datos
permiten sugerir por primera vez que la activacion del receptor TLR4 participa en
el desarrollo y en el mantenimiento de la alodinia tactil inducida por la privacién de

suefo MOR ratas.

Adicionalmete, en el presente trabajo se identific6 que el receptor TLR4 se
expresa en condiciones basales en los ganglios de la raiz dorsal (L4 y L5) asi
como en la porcion dorsal de la médula espinal lumbar. La expresion basal del
receptor TLR4 en el sistema nervioso ha sido reportada previamente, en particular

en macrofagos residentes y reclutados, microglia, astrocitos y neuronas
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sensoriales (Olson y Miller, 2004; Wadachi y Hargreaves, 2006; Barajon, et al.,
2009; Ohara et al., 2013; Vaure y Liu, 2014, Li et al., 2015a; Veldazquez-Lagunas,
2017). La distribucion del receptor TLR4 en estas células sugiere su participacion

en la transmisidn nociceptiva a nivel espinal.

La privacion de suefio MOR por 48 h no modificé la expresion de TLR4 ni en
ganglios de la raiz dorsal ni en la médula espinal dorsal de la rata. En diversos
trabajos y modelos de dolor se han evaluado cambios en la expresion de TLR4
con resultados heterogéneos. Por ejemplo, Hu y colaboradores (2018) reportaron
que la expresion de TLR4 no cambia en la médula espinal tras la transeccién
parcial del nervio infraorbital en ratones, pero identificaron un aumento en la
expresion de la proteina adaptadora MYD88 y de TNFa, uno de los productos
finales de la sefalizacion por TLR4. En contraste, se ha reportado que la
expresion del ARNm y/o la proteina del TLR4 asi como sus proteinas adaptadoras
MYD88 y TRIF, aumenta en el dolor inflamatorio inducido por la administracién de
adyuvante completo de Freund (Raghavendra et al., 2004), la constriccion crénica
del nervio ciatico en ratones y ratas (Bettoni et al., 2008; Jurga et al., 2016), la
lesion de la médula espinal (Chen et al., 2017), el estrés crdnico por restriccion de
movimiento en rata (Velazquez-Lagunas, 2017) y el dolor neuropatico asociado a
diabetes (Jia et al.,, 2020). Las discrepancias respecto a los cambios en la
expresion del receptor TLR4 podrian deberse a la diferente naturaleza de los
estimulos aplicados como inductores de dolor en los diferentes modelos, asi como

a su severidad y duracion.

Los posibles mecanismos por los que el receptor TLR4 podria participar en el
desarrollo y mantenimiento de la alodinia mecénica observada en ratas con
privacion de sueifio MOR son varios. Una posibilidad implica la participacion de
células gliales. Se ha reportado que la glia espinal se activa en diversos estados
fisiol6gicos alterados, liberando de forma persistente citocinas proinflamatorias
como el TNFa, BNDF, IL-1 e IL-6, que a su vez conducen a la liberacion de 6xido
nitrico, prostaglandinas, factores de crecimiento y aminoacidos excitadores que en

conjunto favorecen la transmisidin nociceptiva (Watkins y Maier, 2003). Hay
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evidencia de que estos productos de secrecion gliales refuerzan la transmision
sinptica excitatoria, particularmente la mediada por receptores NMDA, a la vez
que suprimen la transmision sinaptica inhibitoria en las neuronas del asta dorsal
de la médula espinal (Coull et al., 2005; Kawasaki et al., 2008; Li et al., 2009; Ren
y Torres, 2009). Ademas, el TNFa y el BDNF liberados por la glia se han
identificado como inductores de potenciacion a largo plazo en la médula espinal
(Liu et al., 2007; Zhou et al., 2008; Zhou et al., 2011; Park et al., 2011).

La participacion del receptor TLR4 en la sobreactivacion glial y en el desarrollo de
dolor patoldgico ha sido ampliamente reportada. Watkins y colaboradores (1997)
reportaron que la administracion intratecal de CN1-1493, un farmaco que impide la
sintesis de citocinas en células derivadas de monocitos y la accién de algunos
productos de secrecion gliales (IL 1-B, NGF y TNFa), atenud la hiperalgesia
inducida por formalina en ratas. En el dolor neuropético de ratas y ratones se ha
reportado la participacion del TLR4 microglial en el desarrollo de hipersensibilidad
térmica y mecéanica (Tanga et al.,, 2005). Por su parte Bettoni y colaboradores
(2008) reportaron que la administracion repetida de un antagonista del TLR4 (FP-
1) revirtié la hiperalgesia térmica y la alodinia mecanica en ratones con dolor
neuropatico, a la vez que redujo la activacion del factor de transcripcion NF-kB y la
sobreproduccion de TNFa en la médula espinal. En otro estudio se reportd que la
administracion intratecal de agonistas del TLR4 (LPS y KDOZ2) induce un estado
de alodinia mecanica generalizada y aumenta la secrecion de TNFa desde la
microglia en la rata, efectos que se atenlan mediante la administracion de
inhibidores de activacion microglial como la minociclina y la pentoxifilina (Saito et
al., 2010). Adicionalmete, se ha descrito la participacién del TLR4 expresado en
células gliales en el desarrollo del dolor artritico (Abdollahi-Roodsaz et al., 2007),
oncologico (Lan et al., 2010) y la hiperalgesia inducida por opioides (Ellis et al.,
2016).

Aunque principalmente se ha descrito la participacion el TLR4 glial en diferentes
tipos de dolor, también es factible que el TLR4 que se expresa en neuronas este

implicado en el desarrollo y/o mantenimiento de la alodinia inducida por privacién
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de sueifio MOR. Al respecto, algunos estudios en los que se ha identificado la
expresion del TLR4 y otros TLRs en la membrana de neuronas sensoriales,
sugieren su participacion en la sensacion de dolor (Wadachi y Hargreaves, 2006;
Qi et al., 2011; Ferraz et al., 2011). Hasta la fecha no se ha estudiado a detalle si
las vias de sefializacion inducidas tras la activacion del TLR4 en neuronas son las
mismas que estan involucradas en la glia, pero se ha planteado la posibilidad de
qgue las neuronas sensoriales primarias que expresan TLR4 posean la capacidad
de detectar directamente PAMPs y DAMPs y que ello contribuya a enviar sefales
de advertencia al cerebro (Liu et al., 2012). De hecho, en este estudio se exploro
la participacion de la alarmina HMGB1 como un ligando del receptor TLR4, sin
embargo, es posible que otras alarminas también puedan participar en la
activacion del TLR4 vy participar en el desarrollo y mantenimiento de la alodinia

tactil observada de ratas con privacion de suefio MOR.

Finalmente, en nuestro estudio no se observaron diferencias del efecto
antialodinico provocado por la administracion del LPS-RS entre ratas machos y
hembras. Estos datos contrastan con lo reportado por Sorge y colaboradores
(2011) quienes observaron que la administracion intratecal de LPS (agonista de
TLR4) induce alodinia mecanica en ratones macho pero no en hembras.
Asimismo, reportaron que las conductas nociceptivas en un modelo de dolor
inflamatorio (por inyeccién de adyuvante completo de Freund) y neuropatico (en el
modelo Spared Nerve Injury) se atentan con la administracion intratecal del LPS-
RS Unicamente en los machos. Tal discrepancia podria deberse por un lado a que
el estudio de Sorge y colaboradores (2011) se realiz6 en ratones y en nuestro
caso se utilizaron ratas. También es posible que los mecanismos neurobiolégicos
implicados en la generacion de dolor inflamatorio y neuropéatico (en los cuales hay
un componente de dafio al nervio o bien una respuesta inflamaroria a un agente
farmacoldgico) son diferentes de aquellos que estan involucrados en la induccion
de alodinia mecanica por privacion de suefio MOR, el cual se considera un modelo
de dolor disfuncional. De hecho, Velazquez-Lagunas (2017) observé que el efecto
de C-34, un antagonista del receptor TLR4, tuvo un efecto antialodinico similar en

ratas hembras y machos sometidas a estrés cronico por restriccion de movimiento.
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8.4 Participacion del canal TRPV1 en el desarrollo y mantenimiento de la

alodinia tactil inducida por privacion de suefio MOR

El canal TRPV1 es un integrador de estimulos fisicos, quimicos y mecanicos
importante en la transmisidn nociceptiva, tanto en el dolor nociceptivo e
inflamatorio, asi como en el dolor neuropatico y disfuncional asociado a varias
patologias (Andreev et al., 2013; Mickle et al., 2016; Wouters et al., 2016).

En el presente estudio se identificO que la administracion intratecal de A784168,
un antagonista selectivo del canal TRPV1, revirtio la alodinia tactil inducida por 48
h de privacion de suefio MOR con un efecto similar tanto en ratas hembras y
machos. Este dato confirma lo reportado previamente por Mufioz-Castillo (2018) y
permite sugerir que el canal TRPV1 esta implicado en el mantenimiento de la
alodinia tactil observada en ratas con privacion de suefio MOR. La selectividad y
eficacia del A784168 para antagonizar al TRPV1 ha sido ampliamente
caracterizada tanto in vitro como in vivo en modelos de dolor inflamatorio y
neuropatico (Cui et al., 2006; Winston et al., 2007; Mills et al., 2013; Martinez-
Rojas et al., 2014). También se ha reportado que los antagonistas de TRPV1 son
efectivos para reducir la hipersensibilidad colonica en un modelo de sindrome de
intestino irritable en ratas, otro tipo de dolor disfuncional (Winston et al., 2007).
Adicionalmente, en contraste con lo observado en los esquemas de pretratamiento
con glicirricina y LPS-RS, el pretratamiento con administraciones repetidas de
A784168 no impidi6 el desarrollo de alodinia mecanica en ratas expuestas a 48 h
de privacion de suefio MOR. Este resultado sugiere que el canal TRPV1 participa
en el mantenimiento, pero no en el desarrollo de la alodinia téctil observaba en

ratas con privacion de suefio MOR.

En este trabajo se identific6 mediante Western blot que el TRPV1 se expresa de
manera basal en ganglios de la raiz dorsal y en la porcion dorsal de la médula
espinal lumbar. Previamente se ha reportado la expresion de TRPV1 en neuronas
nociceptoras de tamafio pequefio y mediano en los ganglios de la raiz dorsal,
ganglio trigeminal, ganglio nodal y ganglios simpaticos, asi como en fibras C
peptidérgicas y no peptidérgicas y en algunas fibras Ad, tanto en las ramas
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periféricas como en las centrales del axén (Guo et al., 1999; Carlton y Coggeshall,
2001; Valtschanoff et al., 2001; Hwang et al., 2005; Cavanaugh et al., 2009; Huang
et al., 2012). A nivel espinal TRPV1 se expresa en las laminas | y Il del asta dorsal
de la médula espinal, tanto a nivel presinaptico como postsinaptico, donde el
TRPV1 modula la transmision de las sefiales nociceptivas (Spicarova y Palecek,
2009).

La privacion de suefio MOR de entre 12 a 48 h aumento la expresion de TRPV1
en los ganglios de la raiz dorsal L4-L5 y en la médula espinal dorsal. Este
resultado se corresponde con lo reportado previamente en modelos de dolor
inflamatorio y neuropético donde se ha identificado aumento en la expresion del
TRPV1 en las mismas estructuras (Fukuoka et al., 2002; Li et al., 2014). También
se ha descrito que en el dolor neuropatico el TRPV1 aumenta su expresion en la
corteza cingulada anterior y otras areas del cerebro, facilitando la transmision
glutamatérgica en neuronas implicadas en la integracion nociceptiva (Marrone et
al., 2017). Por otra parte, se ha identificado que en biopsias de tejidos de
pacientes humanos con enfermedad inflamatoria intestinal hay una sobreexpresion
de TRPV1, que correlaciona con la gravedad de la hipersensibilidad dolorosa
(Hicks, 2006).

Es posible que ademéas de los cambios observados en la expresion del canal
TRPV1, la privacién de suefio MOR también induzca cambios en los mecanismos
gue regulan la funcion del canal. Al respecto, se sabe que el principal mecanismo
de regulacién de la actividad del TRPV1 es la fosforilacién (Joseph et al., 2019).
TRPVL1 contiene en su extremo amino terminal sitios de fosforilacion para proteina
cinasa A (PKA), proteina cinasa C (PKC) y cinasa Il dependiente de
Ca®'/calmodulina (CaMKIl) que en conjunto reducen su umbral de activacion
(Moiseenkova-Bell et al., 2008). También el extremo carboxilo terminal contiene
varios sitios de interaccion con ligandos citosoélicos, como los dominios de union a
fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP,), calmodulina y PKC (Numazaki et al., 2002).
En algunos tipos de dolor se ha identificado aumento en las moléculas que

sensibilizan al TRPV1 mediante fosforilacion. Por ejemplo, Malek y colaboradores

70



(2015), identificaron que aumenta la coexpresion del TRPV1 con la proteina
cinasa C épsilon (PKCe) durante el desarrollo del dolor neuropatico por
constriccidén cronica del nervio ciético en ratones. Entretanto, se ha reportado que
la inhibicion de la actividad de la PKC y de otras cinasas mediante la

administracion de quercetina, atenta el dolor neuropético (Gao et al., 2016).

Ademas de su activacion directa por ligandos enddgenos o0 exdgenos y Su
regulacion por fosforilacion, la actividad del canal TRPV1 también se modula por
algunos mediadores inflamatorios que influyen sobre la expresion membranal del
canal. Por ejemplo, existe evidencia de que el factor de crecimiento neuronal
(NGF) induce sensibilizacion del TRPV1 a través de la activacion de la
fosfoinositol 3 cinasa (PI3K), la cual facilita la insercién del canal en la membrana
plasmatica y activa a la cinasa Src, otra de las cinasas que fosforila directamente
al TRPV1 (Zhang et al., 2005). De manera analoga, se ha reportado que la
insulina y los factores de crecimiento parecidos a la insulina aumentan la
expresion membranal del TRPV1 mediante la activacion de la PI3K (van Buren et
al., 2005). En este sentido, la informacion recabada en este estudio se podria
ampliar mediante la caracterizacibn de posibles cambios en el nivel de
fosforilaciéon del TRPV1 (por ejemplo, detectando mediante inmunnoblot su forma
fosforilada) y evaluando los posibles cambios en su expresion membranal e

intracelular mediante inmunohistoquimica.

8.5 Participacion del receptor TLR4 en la regulacion de la funcion y

expresion del canal TRPV1 durante la privacién de suefio MOR.

En este estudio se identific6 por primera vez que el bloqueo farmacolégico del
receptor TLR4 previo a la privacion de suefio MOR elimina el efecto antialodinico
del antagonista del canal TRPV1. Asimismo, se identifico que el pretratamiento
con administraciones repetidas de LPS-RS atenud la sobreexpresion de TRPV1
en los ganglios de la raiz dorsal y en la médula espinal de ratas expuestas a 48 h
de privacion de suefio MOR. Estos datos, inéditos hasta ahora, sugieren que la
activacion del receptor TLR4 participa en la regulacion de la funcion y media los
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cambios en la expresion del canal TRPV1 observados en ratas con privacion de
suefio MOR.

Previamente se ha sugerido que existe una interaccion entre el receptor TLR4 vy el
canal TRPV1. Wadachi y Hargreaves (2006) identificaron la coexpresion del
receptor TLR4, su correceptor CD14 y el canal TRPV1 en neuronas nociceptivas
del ganglio trigeminal de rata y humano, planteando la posibilidad de que el dolor
asociado a infecciones odontolégicas podria deberse a la activacion directa de
nociceptores por productos bacterianos como el LPS. Posteriormente se demostro
gue la activacion del TLR4 con su agonista LPS, aumenta la expresion del TRPV1
y favorece las corrientes de calcio asociadas a la apertura del TRPV1 en cultivos
primarios de neuronas trigeminales (Diogenes et al.,, 2011), asimismo, la
activacion del TLR4 estimula la secreciéon de CGRP dependiente de TRPV1 en

cultivos de neuronas sensoriales (Ferraz et al., 2011).

Por otra parte, también se ha reportado coexpresion de TLR4 y TRPV1 en
neuronas del ganglio de la raiz dorsal la (Li et al., 2015a). En un modelo de dolor
neuropatico inducido con paclitaxel (quimioterapéutico que funge como agonista
del TLR4) se identific6 un aumento en la expresion del canal TRPV1 que
contribuye al dolor inducido por quimioterapia, el cual se revierte mediante la
administracion de antagonistas del receptor TLR4 (Li et al., 2015a; Li et al.,
2015b). Resultados analogos fueron obtenidos por Wu y colaboradores (2019),
quienes identificaron que las corrientes asociadas a la apertura del TRPV1
evocadas por capsaicina aumentan tras la administracion de LPS en cultivos de
neuronas del ganglio de la raiz dorsal provenientes de animales silvestres, pero no

en los provenientes de ratones TLR4-KO.

De manera muy interesante, se ha reportado que el dominio intracelular TIR del
receptor TLR4 permite una interaccion directa con el canal TRPV1, mientras que
su activacion repetida con capsaicina aumenta la internalizacién y degradacion
lisosomal del canal en cultivos provenientes de animales silvestres, pero no en los

cultivos provenientes de animales TLR4-KO (Min et al., 2018).
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Existe evidencia de que la la activacion del TLR4 desencadena la activacion de la
cinasa PKC (Gangloff, 2012; Kawasaki y Kawai, 2014; Roy et al., 2016), una de
las cinasas que estimula la actividad del canal TRPV1 en neuronas nociceptivas
(Numazaki et al.,, 2002; Moiseenkova-Bell et al.,, 2008). Es posible que este
mecanismo pudiera estar implicado en la relacibn que observamos entre el
blogueo del TLR4 y la pérdida del efecto del antagonista del TRPV1. Por ejemplo,
se ha reportado que la inhibicion de la actividad de la PKC reduce la activacion del
TRPV1 y esto atenua el dolor neuropatico inducido por paclitaxel (Gao et al.,
2016).

Es importante resaltar que los resultados obtenidos en este trabajo ponen en
evidencia por primera vez la participacion de la via de sefializacion HMGB1-TLR4
en el desarrollo y mantenimiento de la alodinia mecanica observada en los
animales expuestos a privacion de suefio MOR y que también es la primera vez
que en un modelo de dolor disfuncional se tiene evidencia de la posible interaccion
entre el receptor TLR4 y el canal TRPV1. Los datos obtenidos permiten sugerir
que la acitvacién de TLR4 modula la funcion y expresion de TRPV1, puesto que el
bloqueo del TLR4 inhibe el efecto antialodinico del antagonista del canal y atenta
el aumento en la expresion de TRPV1 en ganglio de raiz dorsal y médula espinal
dorsal inducido por la privacién de suefio MOR.

Los resultados del presente estudio dejan abierta la tarea de averiguar si la
mediacion del TLR4 sobre la actividad y expresién del TRPV1 es directa (a través
de la activacion del TLR4 neuronal) o indirecta (a través de la activacion del TLR4
en células gliales), asi como los mecanismos especificos implicados en tal
regulacion. En cualquier caso, comprender cdmo modular la interaccién entre
TLR4 con sus ligandos y los eventos subcelulares que secundan su activacion,
puede contribuir al desarrollo de nuevos farmacos prometedores para el

tratamiento de numerosas patologias (Martinez-Garcia et al., 2020).
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9. CONCLUSIONES

Los datos obtenidos sugieren que la alarmina HMGBL1 y la activacion del receptor
TLR4 participan en el desarrollo de la alodina tactil inducida por privacion de
suefio MOR, mientras que ambas proteinas ademas del canal TRPV1 participan
en el mantenimiento del fendbmeno. Se identificd que la privacion de suefio MOR
aumento la expresion de HMGBL1 y del canal TRPV1 en los ganglios de la raiz
dorsal y en la porcion dorsal de la médula espinal. Finalmente, proponemos que la
sefalizacion mediada por el receptor TLR4 tiene un papel regulador de la funcion

y expresion del canal TRPV1 en el modelo estudiado.

Tomados en conjunto, los resultados de este estudio permiten sugerir que el uso
de antagonistas o moduladores de la sefializacién del receptor TLR4 tiene un
potencial uso terapéutico para las condiciones de hipersensibilidad al dolor

generadas por trastornos del suefio.

74



10. PERSPECTIVAS

Identificar si la privacion de suefio MOR tiene efecto sobre el estado de
fosforilacion de TRPV1 mediante la inmunodeteccion de la forma fosforilada

del canal.

Caracterizar mediante inmunohistoquimica la localizacion celular y
subcelular de HMGB1, TLR4 y TRPV1 en ganglio de la raiz dorsal y médula
espinal, asi como los posibles cambios que esta pueda presentar en ratas

sometidas a privacion de suefio MOR.

Indagar posibles cambios en la activacion del receptor TLR4 mediante la
deteccion por Western blot del complejo TLR4/MD-2 o de la proteina
MYDS88.

Evaluar mediante electrofisiologia los posibles cambios en las propiedades
excitables de neuronas del ganglio de raiz dorsal inducidos por la privacion
de suefio MOR en ratas, asi como la participacién del receptor TLR4 en

tales cambios.
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