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RESUMEN

RESUMEN

La exposicibn a estrés cronico produce hipersensibilidad y exacerba la
hipersensibilidad de diversos sindromes de dolor funcional. Sin embargo, los
mecanismos por los cuales el estrés induce hipersensibilidad no son bien conocidos.
Estudios previos han reportado que el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) liberado de la microglia disminuye la expresion del co-transportador K*-CI-
2 (KCC2) en modelos de dolor neuropético e inflamatorio. Sin embargo, el papel de
KCC2 en el dolor funcional se desconoce. El propésito de esta investigacion fue
estudiar la participacion de KCC2 en la hipersensibilidad nociceptiva inducida por
estrés cronico en ratas Wistar hembras. El estrés crénico por restriccion de
movimiento (2 h al dia durante 28 dias) produjo alodinia tactil e hiperalgesia térmica
en ambas patas traseras desde el dia 21 al 28. Ademas, la reexposicion a 5 dias de
estrés produjo alodinia tactil e hiperalgesia térmica treinta dias después de
suspender el estrés. La inyeccion intratecal de los inhibidores de KCC2, DIOA (0.02-
20 ug) o VU0463271 (0.02-20 pg), pero no del vehiculo, produjo alodinia tactil de
manera dependiente de la dosis en ratas naive. La inyeccién intratecal del activador
de KCC2, CLP 257 (100-300 ug), pero no del vehiculo, redujo de forma dependiente
de la dosis la alodinia tactil inducida por el estrés crénico. También, el tratamiento
espinal (a partir del dia 23 de estrés) con minociclina (100 pg/dia) durante 5 dias
redujo la alodinia tactil. El estrés crénico aumento los niveles tisulares de BDNF en
la porcién dorsal de la médula espinal en el dia 21 y 28, disminuyd la expresién de
la proteina KCC2 total y KCC2 fosforilado en la porcion dorsal de la médula espinal
desde el dia 7 hasta el 28. La expresion de KCC2 se restaurd cuando los animales
se recuperaron de la hipersensibilidad y disminuyé tras reexponer a cinco dias de
estrés. Los resultados sugieren que el estrés crénico induce hipersensibilidad
nociceptiva debido a que el BDNF disminuye la expresion del co-transportador

KCC2 en la médula espinal.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Exposure to chronic stress produces hypersensitivity and exacerbates the
hypersensitivity of various syndromes of functional pain. However, the mechanisms
by which stress induces hypersensitivity are not well known. Previous studies have
reported that microglia-derived brain-derived neurotrophic factor (BDNF) leads to the
reduction of K*-CI- co-transporter 2 (KCC2) expression in neuropathic and
inflammatory pain models. However, the role of KCC2 in functional pain is unknown.
The aim of this research was to study the participation of spinal KCC2 in the
nociceptive hypersensitivity induced by chronic restraint stress in female Wistar rats.
Chronic restraint stress (2 h daily for 28 days) produced tactile allodynia and thermal
hyperalgesia in both hind paws from day 21 to 28. Furthermore, the reexposure to 5
days of stress produced tactile allodynia and thermal hyperalgesia after the stress
had suspended for thirty days. Intrathecal injection of the KCC2 inhibitors DIOA
(0.02-20 pg) or VU0463271 (0.02-20 pg), but not vehicle, produced tactile allodynia
in a dose-dependent manner in naive rats. Intrathecal injection of the KCC2 activator
CLP 257 (100-300 pg), but not vehicle, reduced in a dose-dependent manner chronic
stress-induced tactile allodynia. Moreover, spinal treatment (on day 23 after stress)
with minocycline (100 pg/day) for 5 days reduced tactile allodynia. Chronic stress
enhanced BDNF tissue levels in the dorsal portion of the spinal cord from day 21
and 28 and decreased total KCC2 and phosphorylated KCC2 protein expression in
the dorsal portion of the spinal cord from day 7 to 28. Also, expression of KCC2 was
restored when the animals recovered from hypersensitivity and KCC2 decreased
after re-exposure to five days of stress. Results suggest that chronic restraint stress
induces nociceptive hypersensitivity by increasing BDNF, which then leads to down-

regulation of KCC2 expression at the spinal cord.
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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

1.1 Dolor

El dolor es un mecanismo de alarma que se activa en respuesta a un dafio inminente
para el organismo (Scholz y Woolf, 2002). La Asociacién Internacional para el
Estudio del Dolor (IASP) lo define como “una experiencia sensorial y emocional
desagradable asociada a un dafio real o potencial en un tejido, o descrita en

términos de dicho dano” (Loeser y Treede, 2008).
1.2 Clasificacion del dolor

Existen diversos criterios para clasificar al dolor. Por ejemplo, con base en su
duracion se divide en agudo y crénico, mientras que de acuerdo con el mecanismo
neurofisiolégico que lo origina se clasifica en nociceptivo, inflamatorio, neuropatico
y funcional (Figura 1) ( Woolf, 2004; Scholz y Woolf, 2002). Tanto el dolor
nociceptivo como el inflamatorio desempefian un papel de alarma que alertan al
individuo sobre la presencia de estimulos potencialmente dafinos, permitiendo
reaccionar adecuadamente ante el estimulo y minimizar el dafio. Sin embargo, tanto
el dolor neuropético y funcional son patoldgicos y no ofrecen ningun beneficio
(Costigan y Woolf, 2000).

A continuacién se describe brevemente cada uno de estos:

e Dolor nociceptivo: Es el dolor que se genera por la activacion de
nociceptores en ausencia de dafo tisular visible. Se considera como un

sistema de alerta ante estimulos potencialmente dafinos.

e Dolor inflamatorio: Es el dolor generado por inflamacion o dafio al tejido.
Las células residentes del tejido dafiado y del sistema inmune liberan
mediadores como citocinas, factores de crecimiento, aminas (histamina,
serotonina), prostaglandinas y protones, entre otros. Estos mediadores

activan directamente a los nociceptores evocando dolor. Otros sensibilizan al
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sistema nervioso somatosenrioral para permitir la activacion de las vias

nociceptivas.

e Dolor neuropatico: Es el dolor que resulta de una lesion o enfermedad que

se produce en el tejido nervioso a nivel periférico y/o central que afecta al
sistema somatosensorial.

e Dolor funcional: Es el dolor que se origina en ausencia de inflamacion
aparente o dafio al tejido o los nervios. Se cree que el aumento de la
sensibilidad y la percepcién del dolor ocurren en respuesta a un
procesamiento anormal en el sistema nervioso central (SNC) (Woolf, 2004;
Scholz y Woolf, 2002).

a) Dolor nociceptivo b) Dolor inflamatorio
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Figura 1. Clasificacion del dolor. Con base en el mecanismo neurofisioldgico que lo origina, el

dolor se clasifica en a) nociceptivo, b) inflamatorio, ¢) neuropatico y d) funcional. Modificado de
Scholz y Woolf, 2002.
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1.3 Nociceptores

La nocicepcion se refiere a los procesos mediante el cual los organismos detectan
estimulos nocivos (térmicos, mecénicos o quimicos). Estos estimulos se detectan a
través de una subpoblacién de neuronas periféricas denominadas nociceptores
(neuronas sensoriales que son capaces de transducir y codificar estimulos nocivos)
(Basbaum y Jessell, 2000). Los nociceptores tienen sus cuerpos celulares en el
ganglio de la raiz dorsal (GRD) o ganglio trigéminal (GT). Estas son neuronas
pseudounipolares cuyo axén bifurca en una terminal periférica, que inerva al érgano
blanco, y en una terminal central, que hace sinapsis con neuronas de seguno orden
en la médula espinal (Basbaum et al., 2009). Los nociceptores se clasifican de
acuerdo con su velocidad de conduccion, didmetro de sus axones y grado de

mielinizacion en (Figura 2) (Julius y Basbaum, 2001).

e Las fibras AB: son mielinizadas, de diametro grande (mas de 10 ym) vy
conducen potenciales de accion a una velocidad de 30 a 100 m/seg. Ademas,
estas fibras tienen un umbral de activacion bajo, es decir, se activan con

estimulos propioceptivos.

e Las fibras Ad son ligeramente mielinizadas, de didmetro intermedio (2-6
pgm), con una velocidad de conduccion de 12-30 m/seg. Las fibras Ad se
subdividen en 2 clases:

o Fibras Ad tipo I: responden a estimulos quimicos y mecanicos, pero
tienen un umbral de activacion elevado frente a estimulos térmicos
(>52 °C).

o Fibras Ad tipo II: responden preferentemente a estimulos térmicos (40-
45 °C), pero su umbral de activacion es elevado frente a estimulos

mecanicos.

e Las fibras C son amielinicas, de diametro pequefio (0.4-1.2 ym) y conducen
a una velocidad de 2 m/seg. Su umbral de activacion es alto, es decir,

responden ante estimulos nocivos mecanicos, térmicos y quimicos. Estas
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fibras se subclasifican a su vez en peptidérgicas y no peptidérgicas. Las
fibras peptidérgicas expresan y liberan neuropéptidos como la sustancia P
(SP), el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), asi como a
la cinasa A del receptor de tropomiosina (TrkA). Por su parte, las neuronas
no peptidérgicas se identifican porque poseen un sitio de union para
isolectina B4 (IB4), expresan al receptor purinérgico P2Xs3 y al receptor del
factor neurotréfico derivado de células gliales (GDNF) (Julius y Basbaum,
2001; Merighi et al., 2008).

a)
Axones aferentes primarios Umbral térmico

N\

‘\ Fibras AQ y AR

Mieiinizadas
Dismetro grande
Propriocepcion, tacto ligero b) Acx

O

Ligeramente mislinizadas

Ninguno

Vokae

Dismetro mediano ~53°CTipo|
Nocicepcion < AS .
(mecanica, térmica, quimica) ~43°CTipo il -
. < Tiempo
Q@ ) roasc
No mielinzadas
Didametro pequefio .
~ 43°C

Nociceocion
(Mecanica, térmica, auimica)

Figura 2. Clasificacion de los nociceptores. a) Nervios periféricos que incluyen fibras de diametro
grande (Aa y AB), didmetro medio (Ad) y fibras de didmetro pequefio (C). b) Registro de un potencial
de accion de un nervio periférico que refleja la relacion directa entre la velocidad de conduccién y el
diametro de la fibra. Modificado de Julius y Basbaum, 2001.

1.4 Transmisién nociceptiva

El proceso que conduce a la percepcién del dolor comienza con la activacion de los
nociceptores por estimulos nocivos que se traducen a potenciales de accion (Julius
y Basbaum, 2001). Los potenciales de accion se propagan a traves de las fibras
aferentes primarias hasta las terminales centrales del nociceptor, localizadas en el
asta dorsal de la médula espinal (Woolf, 2004). La llegada del potencial de accion a
la terminal central provoca la apertura de canales de Ca?* dependientes de voltaje,

permitiendo la entrada del Ca?*. El aumento del Ca?* intracelular induce la liberacion
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de diversos mediadores en el espacio sinaptico como glutamato, trifosfato de
adenosina (ATP), aspartato y SP. Estos mediadores activan a sus respectivos
receptores (AMPA, NMDA, mGlu, NK1, P2X, P2Y) localizados en células de la glia
espinal (astrocitos y microglia) y neuronas presinaptica (primer orden) y
postsinaptica (segundo orden), esto favorece la amplificacion de la transmision del
dolor (McMahon et al, 2013). Posteriormente, la informacién nociceptiva asciende
al talamo a través de neuronas de segundo orden por la via espinotalamica y la via
espinoparabraquial principalmente (Julius y Basbaum, 2001; Woolf 2004). Las
neuronas de tercer orden localizadas en el tdlamo, proyectan hacia la corteza
somatosensorial, responsable de modular la percepcion y deteccion del estimulo
nocivo per se y hacia areas del sistema limbico, involucradas en la modulacion del
componente aversivo-emocional del dolor (Ossipov et al., 2010, 2014; Merighi et al.,
2008).

Por otro lado, los centros supraespinales influyen en el procesamiento de la
informacion nociceptiva en el asta dorsal de la médula espinal, a través de un
circuito descendente con proyecciones serotoninérgicas y noradrenérgicas
(Ossipov et al., 2010, 2014). Los impulsos generados en la amigdala, talamo,
hipotalamo, y corteza anterior del cingulo se integran en la sustancia gris
periacueductal (PAG), que posteriormente activan a neuronas serotoninérgicas en
la médula rostroventral (RVM) o neuronas noradrenérgicas en la formacion reticular.
Las neuronas de la RVM envian proyecciones a lo largo del funiculo dorsolateral
hacia la médula espinal y liberan serotonina y noradrenalina. Estas sustancias
acttan directa o indirectamente a través de interneuronas inhibidoras para inhibir la
liberacién de transmisores nocivos de fibras aferentes primarias o para inhibir la
activacion de neuronas de segundo orden y de esta manera modulan la conduccién

de la informacién nociceptiva (Ossipov et al., 2010, 2014; Kyranou y Puntillo, 2012).
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1.5 Mecanismos moleculares del dolor

Se han identificado multiples mecanismos involucrados en la generacion de dolor.
Los mas estudiados son la sensibilizacién periférica, sensibilizacién central,

activacion de la microglia/astrocitos y desinhibicién (Woolf, 2004).
1.5.1 Sensibilizacion periférica

La sensibilizacion periférica se refiere al aumento de la capacidad de respuesta y
reduccion del umbral de activacion de los nociceptores para la estimulacion de sus
campos receptivos (Loeser y Treede, 2008). El dafio al nervio y la inflamacion del
tejido alteran el ambiente quimico de la terminal periférica del nociceptor. Las
células dafadas liberan diversos mediadores como prostaglandinas, 5-HT,
histamina, bradicinina, protones (H*), ATP, O&xido nitrico, interleucinas (IL),
guimiocinas, radicales libres, endotelinas, leucotrienos, SP y CGRP, entre otros.
Estos mediadores actian sobre sus respectivos receptores ubicados en las
terminales de las aferentes primarias. La activacion de esta gran variedad de
receptores lleva a la activacion de vias de sefializacion que involucran
principalmente la activacion de proteinas cinasas y aumento de la transcripcion de
genes. Como consecuencia se altera la expresion, distribucién y fosforilacion de
canales i6nicos de sodio dependientes de voltaje (Navl.3, Navl1l.7, Navl.8 y
Nav1.9), canales de calcio (Cav2.2 y Cav3.2-3.1), receptores de potencial transitorio
(TRP) y canales de potasio (Kv1l-Kv4, TREK1), principalmente. Esto aumenta las
corrientes de sodio y calcio en la terminal periférica, lo que conduce a un aumento
de la excitabilidad membranal, de manera que un estimulo despolarizante produce
mas potenciales de accion de los que normalmente se producen en la terminal
nociceptiva. A su vez las fibras aferentes primarias liberan SP y CGRP lo que
produce vasodilatacion y favorece la extravasacion de células del sistema
inmunoldgico. Estas células liberan mas mediadores proinflamatorios que estimulan

aun mas al nociceptor formando asi un circulo “vicioso” que conlleva a la



INTRODUCCION

sensibilizacion persistente y por lo tanto a la percepcion del dolor (Figura 3) (Woolf,
2004; Fong y Schug, 2014).

Calor \

Célula endotelial

T+ Endotelina
T T.ver

Célula Schwann

Figura 3. Sensibilizacién periférica. Células neuronales y no neuronales liberan numerosas
sustancias quimicas a las terminales periféricas de los nociceptores. Los mediadores liberados
incluyen protones (H+), trifosfato de adenosina (ATP), factor de crecimiento neural (NGF), citocinas
como factor de necrosis tumoral (TNF-a) e interleucinas (IL-1B, IL-6), factor inhibidor de la leucemia
(LIF) y factor activador de plaguetas (FAP), entre otros. La union de los ligandos a sus receptores
activa vias de sefalizacion que involucra principalmente la activacién de proteinas cinasas y
aumento de la transcripcién de genes. Esto aumenta la capacidad de respuesta y reduce del umbral
de activacion de los nociceptores. Modificado de McMahon et al., 2013.

1.5.2 Sensibilizacién central

La sensibilizaciébn central es un proceso de amplificacion de la transmision
nociceptiva entre la terminal central de las neuronas sensoriales y las neuronas del
asta dorsal de la médula espinal. Los mecanismos que contribuyen al
establecimiento de la sensibilizacion central comienzan con la liberacion de
mediadores de las terminales centrales de las fibras aferentes primarias que actian
en las neuronas del asta dorsal de la médula espinal (Woolf, 2004; Basbaum et al.,
2009). Algunos ejemplos de estos neurotransmisores liberados de las aferentes
primarias son el glutamato, la SP, el factor neurotréfico derivado del cerebro

(BDNF), ATP, CGRP y quimiocinas. El glutamato activa al receptor AMPA, lo que
5
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permite la apertura del canal y la entrada de Na* a la neurona postsinaptica
resultando en su despolarizacion. Esta despolarizacién remueve el ion Mg?* que
bloquea al canal del receptor NMDA, favoreciendo su activacion por glutamato. La
activacion de los receptores AMPA y NMDA junto con la activacion de receptores
metabotrépicos y con actividad de tirosina cinasa permiten la entrada de Ca?* a la
neurona (Woolf, 2004; Basbaum et al., 2009). El incremento intracelular de Ca?
estimula la sintesis y activacion de diversas cinasas, que a su vez fosforilan
receptores de membrana y canales ionicos. La fosforilacion de estas proteinas
incrementan la excitabilidad neuronal. Por otro lado, los mediadores (ATP, CCL-21,
CCL-2, CX3CL-1) liberados de la terminal central de las fibras aferentes primarias
activan a la microglia y astrocitos espinales, o que promueve la secrecion de
citocinas y factores de crecimiento (IL-1, IL-6, TNFa, NGF, BDNF) que activan a sus
receptores sobre las terminales post-sinapticas y favorecen la hiperexcitabilidad
neuronal (Sharif-Naeini y Basbaum, 2011; Guan et al., 2016). La estimulacién
persistente de las neuronas sensoriales provoca cambios transcripcionales que
modifican el fenotipo neuronal (alteracibn de la expresion de proteinas),
manteniendo asi la excitacion neuronal y facilitando la transmision nociceptiva
(Julious y Basbaum, 2001). Todos estos mecanismos incrementan la excitabilidad
neuronal y sustentan el establecimiento de la sensibilizacion central (Costigan y
Woolf, 2000; Woolf y Ma, 2007).

1.5.3 Activacion de la microglia

La microglia tiene un papel importante en el sistema inmune del SNC. Sin embargo,
se ha sugerido que la microglia activada participa en el mantenimiento del dolor
(Beggs et al., 2012). Después de dafio al tejido o inflamacion, los factores liberados de
la terminal central de las neuronas aferentes primarias como el ATP, CSF-1 (factor
estimulante de colonias 1), quimiocinas (como CCL-21 y CCL-2) y CX3CL-1
(también conocida como fractalcina), entre otros, activan a la microglia (Milligan y
Watkins, 2009; Beggs et al., 2012; Guan et al., 2016). La activacion de estas células
gliales se caracteriza por la hipertrofia de su cuerpo celular, aumento de marcadores
8
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como CD11b y la molécula adaptadora de unién a calcio ionizado-1 (lbal),
activacion de cinasas activadas por mitdgeno (MAPK) vy liberacién de citocinas,
factores de crecimiento y especies reactivas de oxigeno, entre otros (BDNF, NGF,
TNF-q, IL-1 e IL-6). Los mediadores liberados de la microglia se unen a receptores
localizados en las neuronas de primer y segundo orden y favorecen la
sensibilizacion central (Julius y Basbaum, 2001; Solorzano, et al., 2015; Tsuda,
2016). Otros neuromoduladores incluyen productos de la COX, ON, ATP, D-serina
y glutamato, los cuales favorecen la entrada de Ca?* en las neuronas de la médula
espinal y estimulan la fosforilacion de receptores y canales, incrementando su
actividad (Ji et al., 2013). También, la microglia activada se caracteriza porque
aumenta la expresion del receptor P2X4. La activacion de este receptor permite la
entrada de Ca?'y activa a la cinasa p-38 MAPK lo que promueve la sintesis y
liberacion de BDNF (Figura 4) (Beggs y Salter, 2010, 2013).

Dano al tejido o

inflamacion
Terminal
aferente . -
\  primaria CX3cLiy CCLz2,
CClL2 / » O§CX3CL1 neurona del asta
O EX3CR1 | dorsal de la médula
<4/("“'5 espinal

¥

Figura 4. Activacién de la microglia. El dafio al tejido o la inflamacién estimulan a las fibras
aferentes primarias para liberar mediadores que activan a la microglia espinal. La microglia activada
adopta un fenotipo que se caracteriza por el aumento en la expresion de diversas proteinas y por
gue libera multiples neuromoduladores. Los mediadores liberados por la microglia activada se unen
a receptores localizados en las neuronas de segundo orden y favorecen la sensibilizacion central.
Ligando de quimiocina 2 (CCL2), ligando de quimiocina 1 (CX3CL1), receptor purinérgico P2X7
(P2X7R), receptor purinérgico P2Y12 (P2Y12R), receptor purinérgico P2Y6 (P2Y6R), catepsina S
(CatS), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF). Modificado de Beggs et al., 2012.
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1.5.4 Desinhibicion

La desinhibicion es el proceso que implica la pérdida de los mecanismos inhibidores
en el procesamiento de la informacion nociceptiva, facilitando la transmision la
informacion hacia centros superiores (Price et al., 2005). Los sistemas inhibidores
en el procesamiento de la informacion nociceptiva estan mediados por
interneuronas que utilizan acido y-aminobutirico (GABA) o glicina como
neurotransmisores y representan alrededor del 40% de las neuronas localizadas en
el asta dorsal de la médula espinal (Bardoni et al., 2013). Tanto GABA como glicina
actian en sus respectivos receptores localizados en las neuronas de segundo
orden, mientras que GABA ademas actla en receptores presinapticos localizados
en las terminales centrales de las aferentes primarias (Price y Prescott, 2015). La
activacion del receptor GABAA deprime la excitabilidad neuronal debido a que
hiperpolariza la membrana postsinaptica y/o produce un corto circuito debido a la
despolarizacion de la membrana presinaptica, impidiendo la liberacién de
mediadores excitadores (Bardoni et al., 2013; Prescott, 2015).

Los receptores GABAA son canales iénicos dependientes de ligando que permean CI-
e inhiben la actividad neuronal. El grado de inhibicion depende de los niveles
intracelulares del CI. Los niveles del ion cloruro en las neuronas esta regulado por
diversas proteinas, por ejemplo, el co-transportador Na*-K*-2CIl-1 (NKCC1) que se
expresa en las fibras aferentes primarias (Price et al., 2005). El NKCC1 transporta
Na*, K* y CI al interior de las neuronas sensoriales primarias lo que mantiene los
niveles intracelular de CI- alta (Figura 5 C). Por tal motivo, cuando el GABA activa
a su receptor GABAa permite la salida de CI" y produce una despolarizacion,
conocida como la despolarizacion de la neurona aferente primaria (PAD). Esta
despolarizacién reduce la transmision nociceptiva debido a que modifica la
magnitud del potencial de accion entrante y en consecuencia disminuye la liberacion
de mediadores excitadores en la terminal periférica y central del nociceptor (Vinay
et al., 2008; Alvarez-Leefmans, 2009).

10
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Esta reportado que el dafio al tejido nervioso o la inflamacién persistente aumenta
la expresion y/o la actividad del NKCC1, por lo tanto, los niveles intracelulares del
Cl incrementan adun mas (Figura 5 D). En estas condiciones, la activacion del
receptor GABAA desencadena una salida masiva de CI. Esto genera una PAD
excesiva alcanzando umbrales de disparo de potenciales de accion en la aferente
primaria y originando lo que se conoce como reflejos de la raiz dorsal (RRD). Los
RRD inducen la liberacion de diversos mediadores a la terminal periférica y central
de las aferentes primarias lo que contribuye a la sensibilizacion (Cervero et al., 2003;

Galan y Cervero 2005; Loeza-Alcocer et al., 2013).

Por su parte, las neuronas de proyeccion de la medula espinal expresan al co-
transportador K-CI- 2 (KCC2). El KCC2 mantiene los niveles intracelulares de CI
bajos debido a que transporta ClI- y K* al espacio extracelular (Figura 5 A) (Price y
Prescott, 2015; Hammond y Drower, 1984). La activacion del receptor GABAA
permite la entrada de iones CI a la neurona de segundo orden, lo que resulta en
hiperpolarizacion (inhibicion de la excitabilidad). Sin embargo, en condiciones de
dolor la expresion de KCC2 disminuye y el CI- intracelular se acumula (Figura 5 B)
(Kahle et al., 2008; Price y Prescott, 2015). Esto provoca un cambio despolarizante
del potencial de equilibrio del CI- lo que reduce la capacidad de inhibiciéon de los
receptores GABAa (desinhibicion) e incluso puede producir excitacién (Price y
Geranton, 2009; Julius y Basbaum, 2001).

11
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Figura 5. Desinhibicion pre y postsinaptica. A) En las neuronas del asta dorsal, el potencial de
inversion del anién se mantiene hiperpolarizante debido a la extrusion de Cl- a través de KCC2. B)
La pérdida de la expresion de KCC2 causa una acumulacion intracelular del CI, lo que conlleva a
invertir el flujo anidnico del GABAa. C) En aferentes primarias, la activacion del receptor GABAa es
despolarizante debido a un potencial de inversién de CI- ligeramente despolarizante, mantenido por
el NKCC1. D) El aumento de la expresién o actividad del NKCC1 causa una acumulacion adicional
de CI intracelular que produce una despolarizacién mejorada mediada por el receptor GABAA.
Modificado de Price et al., 2005.

1.6 Co-transportador KCC2

El KCC2 es una proteina se codificada por el gen SLC12A y pertenece a la familia
de nueve co-transportadores de cation-Cl~. Hasta el momento se han identificado
cuatro co-transportadores K*-Cl- (KCC1-4). Los co-trasnportadores KCC1-3 regulan
el volumen celular y la absorcién/secresion de ClI y K* en células del musculo,
corazon, pancreas, eritrocitos y rifion (Hebert et al., 2004). De manera importante el
KCC2 es la unica isoforma que se expresa exclusivamente en el SNC. Este co-
transportador se expresa en neuronas de la médula espinal, la corteza cerebral, el
tallo cerebral, tAlamo, bulbo olfatorio, neuronas piramidales del hipocampo, capa
granular, retina, neuronas de Purkinje, hipotalamo y cerebelo (Lévi y Poncer, 2012;
Wu et al., 2016). EI KCC2 es una glicoproteina que tiene un peso molecular de
aproximadamente 140 kDa, presenta 12 segmentos transmembranales flanqueados

por dos dominios citoplasmaticos carboxilo- y amino -terminales de tamafio largo y
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corto, respectivamente (Figura 6 A) (Lévi y Poncer, 2012). EI KCC2 media el
simporte de iones CI”y K* hacia el exterior gracias al gradiente electroquimico
generado por la bomba Na*/K*-ATPasa (Figura 6 B) (Price et al., 2008; Chamma et
al, 2012). Las neuronas inmaduras del SNC tienen baja expresiéon de KCC2 por lo
que los niveles intracelulares del Cl- son altos. En estas condiciones, la actividad del
receptor GABAa es excitadora y contribuye al desarrollo de la morfologia neuronal
normal, al establecimiento de las conexiones sindpticas, la formacion de espinas
dendriticas maduras y a la formaciéon de sinapsis excitadoras funcionales
(Cancedda et al., 2007; Li et al., 2007; Chamma et al.,, 2013). En contraste, la
expresion de KCC2 incrementa en las neuronas maduras del SNC, lo que resulta
en lareduccién gradual del ClI"y por lo tanto la activacién del receptor GABAA genera

una corriente hiperpolarizante e inhibidora en el SNC (Price et al., 2008).
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Figura 6. Estructura de KCC2. A) El co-transportador KCC2 es una proteina de gran tamario (~140
kDa), posee 12 segmentos transmembranales. Estd flanqueada por dos dominios citoplasmicos
carboxilo y amino-terminal. Las regiones intracelulares son objetivos de varias cinasas que regulan
su funcién. B) EI KCC2 media el simporte de iones Cl-y K* hacia el exterior de la neurona gracias al
gradiente electroquimico generado por la bomba Na*/K*-ATPasa. Modificado de Chamma et al,
2012.

La expresion y actividad de KCC2 estan reguladas por mecanismos
postraduccionales como fosforilacién oligomerizacién, difusion membranal, entre
otros (Léviy Poncer, 2012). El patrén de fosforilacién del carboxilo terminal de KCC2

juega un papel importante en la regulacion de su expresion. La fosforilacion de
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KCC2 en la Serina 940, por la PKC, le confiere estabilidad membranal y de esta
manera aumenta su expresion y actividad transportadora en la superficie celular
(Lee etal., 2007; Chamma et al., 2013). En contraste, la desfosforilacion de la Serina
940, por la proteina fosfatasa 1, disminuye la estabilidad membranal de KCC2
favoreciendo su endocitosis y degradacion (Lee et al., 2007; Chamma et al., 2013;
Kahle et al., 2015). La expresion de KCC2, también estd moduladivacion de la
activacion de calpaina, que promueve la endocitosis y degradacion de KCC2
(Puskarjov et al., 2015; Kahle et al., 2013; Sedmak et al., 2016).

1.6.1 KCC2y su interaccion con BDNF

Es importante destacar que bajo condiciones de dolor, la expresion de KCC2 es
regulada a la baja por el BDNF. EI BDNF es una neurotrofina que juega un papel
importante en la regulacion de la supervivencia, crecimiento y diferenciacion
neuronal (Woolf, 2004). EI BDNF también participa en la modulacion de la
informacion nociceptiva (Merighi et al., 2008). EI BDNF y su receptor TrkB estan
expresados en diversas estructuras implicadas en las vias del dolor, como GRD,
meédula espinal, talamo, corteza somatosensorial y PAG, entre otras (Merighi et al.,
2008). Sin embargo, tanto el dafio a los nervios espinales (Coull et al., 2003, 2005)
como la inflamacion persistente (Zhang et al., 2008, 2013) promueven la liberacién
de BDNF de la microglia activada. El BDNF a través de la unién con su receptor
TrkB espinal disminuye la expresion de KCC2 y de ésta manera disminuye la
inhibicion GABAérgica y favorece la conduccion de la informacion nociceptiva
(Figura 7) (Kahle et al., 2013).
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Figura 7. Microglia-BDNF-TrkB-KCC2. En condiciones patoldgicas, la microglia espinal que
expresa a los receptores purinérgicos P2X4 se activa y secreta al BDNF. El BDNF actia sobre su
receptor TrkB en las neuronas de la médula espinal induciendo la disminucién de la expresion de
KCC2, por lo que el CI- intracelular se acumula e incrementa la excitabilidad de las neuronas de
proyeccién. Modificado de Kahle et al., 2008.

Bajo condiciones de dolor, las concentraciones de BDNF estdn aumentadas en la
meédula espinal (Geng et al., 2010; Laste et al., 2015; Filho et al., 2016). El BDNF
se une a su receptor TrkB y activa a la fosfolipasa C gamma (PLCy). La PLCy activa
al factor de transcripcion CREB (proteina de union al elemento de respuesta a
AMPc), lo que a su vez, regula a la baja la expresion de KCC2 (Rivera et al., 2002,
2004). Alteraciones en la expresion de KCC2 induce un cambio despolarizante
mediado por el receptor GABAA y aumenta la excitabilidad de las neuronas de
proyecciéon (Coull et al., 2003, 2005). De esta manera se favorece la informacién
nociceptiva en modelos de dolor neuropatico (Miletic y Miletic 2008) e inflamatorio
(Zhang et al., 2008). También, el BDNF aumenta la excitabilidad de las neuronas
aferentes primarias (Zhou et al., 2000; Matayoshi et al., 2005) y activa a la microglia
espinal (Zhou et al., 2011), lo que facilita la liberacién de diversos mediadores que

contribuyen a la sensibilizacion central.
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1.7 Priming

Cuando las neuronas sensoriales sufren una lesion o estan expuestas a un estimulo
nocivo pueden sufrir alteraciones que las hace mas excitables ante un estimulo
subumbral posterior. Este fendmeno se denomina "memoria del dolor" o "priming"
(Price e Inyang, 2015). Se ha propuesto que los mecanismos que subyacen a la
induccion del priming estan mediados por diversas alteraciones celulares
principalmente en las fibras aferentes primarias y neuronas de segundo orden (Price
e Inyang, 2015). Un mecanismo propuesto en el priming es la translocaciéon del
ARNmM (que permanece en estado latente) que codifica para proteinas que
favorecen la excitabilidad neuronal a las espinas dendriticas. Esto facilitan la
sintesis proteica y evita la necesidad de transportar el ARNm desde el cuerpo celular
para efectuar cambios en la expresion génica (Price y Geranton, 2009). También,
se ha propuesto que la activacion de proteinas que favorecen la traducciéon del
ARNmM como la cinasa ERK (cinasa regulada por sefales extracelulares) y mTORC1
(diana de rapamicina en células de mamifero) facilitan la sintesis proteica de las
neuronas y de esta manera responden mas rapido a un estimulo posterior
(Melemedijan et al., 2010). Ademas, la activacion del factor de transcripcion CREB
regula cambios transcripcionales necesarios para el priming (Melemedijan et al.,
2014). La activacion de las cinasas PKA, PKCe, PKM( y PKCA tiene un papel
importante debido a que fosforilan diversas proteinas que favorecen la excitabilidad
neuronal (Parada et al., 2003; Melemedijian et al., 2010; Bonin y de Konick, 2014;
Sacktor, 2011; Price y Inyang, 2015; Burgos-Vega et al., 2016). De manera
importante, se ha demostrado que el BDNF participa en el priming. E| BDNF activa
vias de sefializacion mediadas por la cinasa PI3K/AKT, esto da como resultado una
mejora de la traduccion de la PKMC (cinasa implicada en el priming) en las sinapsis

espinales (Melemedijian et al., 2013; Burgos et al., 2016).
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1.8 Estrés

El estrés puede definirse como una respuesta fisioldgica y/o de comportamiento que
se presenta frente a una amenaza real o interpretada a la integridad fisiologica o
psicolégica de un individuo (George, 2000). La respuesta al estrés implica la
activacion de respuestas conductuales vy fisioloégicas (neuronales, metabdlicas y
neuroendocrinas) que permiten al organismo responder al estresor de la manera
mas adecuada posible. De manera general, la respuesta al estrés consiste en tres

fases:

1. Fase de alarma. En reaccién a un estresor, el hipotalamo estimula a la
glandula supra adrenal (en su parte medular) para secretar adrenalina, cuyo
objetivo es suministrar energia y preparar al organismo para “luchar o huir”.

2. Fase de resistencia. Esta fase esta regulada principalmente por la activacion
cortico-suprarrenal y la secrecion de glucocorticoides. Esto mantiene
constante el suministro de energia para nutrir principalmente a los musculos,
el corazén y el cerebro.

3. Fase de agotamiento. Sobreviene si el estrés persiste y se acompafa de una
alteracion hormonal crénica, lo que puede llevar a procesos patolégicos
(Duval y Rabia, 2010).

Frente un estimulo estresor, estructuras cerebrales como la corteza prefrontal, la
amigdala, el hipocampo y el ndcleo accumbens se activan para modular la
respuesta al estrés. Estas areas del cerebro envian proyecciones al hipotdlamo para
controlar las respuestas al estrés a través de la activacion del sistema nervioso
autonomo (SNA) y del eje hipotadlamo-hipéfisis-glandula supra adrenal (Mora et al.,
2012).
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1.8.1 Sistema nervioso auténomo

El SNA regula las funciones que ocurren sin control consciente y se compone de
dos divisiones: la simpética y la parasimpatica. Los estimulos externos que
representan una amenaza o peligro (estimulo estresor) desencadenan la activacion
del sistema nervioso simpatico a través de la activacion de las neuronas localizadas
en el nucleo paraventricular (PVN) del hipotdlamo. Estas neuronas activan a las
neuronas preganglionares simpaticas localizadas en la médula espinal.
Posteriormente, las neuronas preganglionares, a través de la liberacién de
acetilcolina, estimulan a las neuronas postganglionares localizadas fuera del SNC.
Las neuronas postganglionares proyectan sus axones a los distintos érganos blanco
(corazén, pulmones, higado, vasos sanguineos, entre otros) y liberan noradrenalina
(Chabner y Knollman, 2012).

Por otra parte, las neuronas preganglionares simpaticas activan de manera directa
a la médula adrenal para estimular la liberacién de adrenalina a la circulacién
(Chabner y Knollman, 2012). La activacion del sistema nervioso simpatico aumenta
la frecuencia cardiaca, el catabolismo, la dilatacion bronquial y el flujo sanguineo se
modifica para aportar glucosa y oxigeno a los musculos y al cerebro. Todos estos

cambios permiten al organismo “luchar o huir’ (Chabner y Knollman, 2012).
1.8.2 Eje hipotalamo-hipéfisis-glandula supra adrenal

La respuesta de estrés también involucra la participacién del eje hipotalamo-
glandula pituitaria-médula suprarrenal (HPA). Esta respuesta se inicia tras la
estimulacion de las neuronas del PVN del hipotalamo para producir y secretar a la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) y arginina vasopresina (AVP). Estas
hormonas viajan por el sistema portal hipofisario y estimulan a la hipofisis anterior
(adenohipdfisis) para secretar a la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) a la
circulacién general. La ACTH promueve la sintesis y liberacion de glucocorticoides,

principalmente cortisol (corticosterona en roedores) de la corteza adrenal. La
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activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-glandula supra adrenal esta controlada por
un sistema de retroalimentacion negativa, el cortisol circulante inhibe la produccion
de la CRH y ACTH a través de mecanismos que involucran la activacion de
receptores de glucocorticoides localizados en el hipotalamo y la hipofisis. Esta
retroalimentacion ayuda a mantener los niveles de cortisol normales (Carrasco et
al., 2003; Woda et al., 2016).

Los glucocorticoides participan tanto en el control de la homeostasis como en la
respuesta al estrés. En condiciones normales se secretan glucocorticoides de
manera ultradiana y circadiana, es decir, los niveles fluctian cada hora y cada 24
horas, respectivamente (Lightman, 2008). Los glucocorticoides actian a través de
dos tipos de receptores intracelulares pertenecientes a la familia de receptores
citoplasmaticos: 1) los receptores de mineralocorticoides (MR) y 2) receptores de
glucocorticoides (GR). Debido a su naturaleza lipofilica, los glucocorticoides
difunden a través de la membrana celular hasta el citoplasma en donde se unen al
GR. El complejo glucocorticoide-GR se transloca al nucleo, donde actiia como factor
de transcripcién. En el nacleo, este complejo interactla con elementos de respuesta
de glucocorticoides en el promotor de genes diana e induce la activacion o represion

transcripcional (Uchoa et al., 2014).

Las funciones principales de los glucocorticoides en la periferia son efectos
catabdlicos y antiinflamatorios (Novais et al., 2017; Madalena y Lerch, 2017). Los
glucocorticoides modulan la retroalimentacion negativa del eje hipotalamo-hipdfisis-
glandula supra adrenal, la respuesta a estimulos emocionales y ambientales vy
participan en el aprendizaje y formacion de la memoria, entre otras (van Bodegom
et al., 2017).
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2 ANTECEDENTES
2.1 Estrés y dolor

En las ultimas décadas aumento el interés de la investigacion cientifica y clinica
para la comprension de las interacciones entre el estrés y el dolor. Este interés esta
impulsado por evidencia clinica y preclinica que demuestra que el estrés y las
emociones negativas tienen profundos efectos en la nocicepcion (Jennings et al.,
2014). El efecto del estrés agudo sobre la nocicepcion es controvertido. Algunos
estudios reportan que el estrés agudo induce analgesia tanto en humanos como en
roedores (Butler y Finn, 2009). Por ejemplo, el estrés por la aplicacion de un
estimulo eléctrico durante 5 minutos en la pata (Zou et al., 2001), el nado forzado
durante tres minutos (Hayati et al., 2008) y la restriccibn de movimiento durante 6
horas (Goyal et al., 2007) induce analgesia en ratas. Ademas, el estrés agudo (15
minutos de calculos aritméticos mentales acompafado de ruido) induce analgesia
en humanos (Flor et al., 2002). Los estudios farmacoldgicos y neuroquimicos han
demostrado que la analgesia inducida por estrés esta mediada por al aumento en
el sistema opioide, monoaminérgico, cannabinoide, GABAérgico y a la disminucion
de los niveles de glutamato (Butler y Finn, 2009). Por otro lado, existe evidencia de
gue el estrés agudo induce hipersensibilidad nociceptiva. Por ejemplo, el estrés por
evitacion al agua durante 60 minutos (Million et al., 2013), la disrupcion del suefio
durante 8 horas (Wodarski et al., 2015) e inmovilizacién durante dos horas (Gilet et
al., 2014) induce hipersensibilidad en ratas. Esta controversia podria explicarse por
la duracion y estimulo estresor empleado. Por el contrario, la evidencia es
consistente que el estrés cronico induce hipersensibilidad. Por ejemplo, se reportd
que la exposicion cronica a estresores fisicos y psicolégicos producen hiperalgesia
(aumento de la sensibilidad a estimulos dolorosos) y/o alodinia (dolor
desencadenado por estimulos inocuos) tanto en humanos como en roedores
(Gibbons et al., 2012; Crettaz et al., 2013; Jennings et al., 2014). Ademas, la
exposicion a un estresor social (hablar en publico y realizar ejercicios aritméticos)
induce alodinia a estimulos térmicos tanto en voluntarios sanos como en pacientes
con dolor crénico (Crettaz et al., 2013). Mientras que la exposicibn a estrés
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fisiologico (hipoglucemia) produjo hiperalgesia a estimulos térmicos en voluntarios
sanos (Gibbons et al., 2012). También, se ha observado que el estrés exacerba la
hiperalgesia de patologias dolorosas crénicas como la fibromialgia, el sindrome de
colon irritable, artritis reumatoide y cefalea (Bardin et al., 2009; Jennings et al.,
2014).

A pesar de que la respuesta al estrés es fundamental porque ayuda al ser humano
a la supervivencia, cuando el estrés se vuelve cronico puede causar diversas
alteraciones perjudiciales para el organismo. En este sentido, se sabe que la
exposicién cronica a estimulos estresantes altera la funcion del eje hipotalamo-
hipofisis-glandula supra adrenal, sistema nervioso simpético y la respuesta inmune
(Khasar et al., 2005, 2008, Chapmman et al., 2009; Frank et al., 2014; Woda et al.,
2016). Esto resulta en un aumento crénico de los niveles de glucocorticoides,
catecolaminas y mediadores proinflamatorios (Khasar et al., 2008; Gameiro et al.,
2005, 2006; Rivat et al., 2010; Guevara et al., 2015). Se ha reportado que estas
moleculas activan a sus respectivos receptores expresados en fibras aferentes
primarias y ejercen efectos pronociceptivos (Hartung et al., 2014; Shaqura et al.,
2016; Ciszek et al., 2017). En condiciones fisiolégicas, los glucocorticoides tienen
efectos antiinflamatorios. Sin embargo, bajo condiciones de estrés crénico los
glucocorticoides tienen efectos proinflamatorios en el SNC (Frank et al., 2014), lo

gue podria contribuir al desarrollo de la hipersensibilidad inducida por estrés.

El estrés modifica el funcionamiento de diversas estructuras involucradas en la
transmision del dolor (Jennings et al., 2014). Por ejemplo, la exposicién a estrés
cronico disminuye la expresion del receptor a cannabinoide 1 (CB1) y aumenta la
expresion el receptor de potencial transitorio V1 (TRPV1) en GRD (Hong et al.,
2009). Ademas, el estrés disminuye la sefalizacion GABAérgica, aumenta las
concentraciones de glutamato y de mediadores proinflamatorios en la médula
espinal (Rivat et al., 2010; Quintero et al., 2011; Ma et al., 2014, Lian et al., 2017).
El estrés también aumenta la expresion de colecistocinina (CCK) en la RVM (Rivat
et al., 2010) y disminuye la expresion del transportador de aminoacidos excitadores
2 (EAAT2) y la proteina acida fibrilar de la glia (GFPA) (Imbe et al., 2012) en la PAG.
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El estrés disminuye la disponibilidad del receptor p-opioide en la amigdala (Zubieta
et al., 2001) y causa reorganizacion estructural y funcional en diversas estructuras
cerebrales como la amigdala, corteza anterior del cingulo, corteza prefrontal, entre
otras (Hayes et al.,, 2012; Qiu et al.,, 2013; Li et al., 2017) (Figura 8). Estas
alteraciones modifican la capacidad del cuerpo para suprimir la transmision de la

informacion nociceptiva aumentando la percepcion del dolor.

Los glucocorticiodes, catecolaminas, citocinas, quimiocinas, péptidos opioides,
glutamato, GABA, CCK, monoaminas y endocannabinoides desempefian un papel
clave en el procesamiento de la respuesta al estrés y dolor. La exposicion a estrés
cronico altera los niveles de estos mediadores que a su vez influyen en el resultado
de las interacciones estrés-dolor (Bardin et al., 2009; Bradesi et al., 2011; Le Roy et
al., 2011; Ohashi et al., 2010; Suarez et al., 2008; Mora et al., 2012).

Incremento en
ALL la activacian
Los cambios
Corteza adapatitivo se
Insular desconocen
Estres Cronico - [Alteracion de los receptores opiocdes
@-@ FPosible participacion del receptor CRF
Amigdala |B1
t ‘ J. Expresiénde GFAP
J. Expresiénde EAATZ
Posible participacidon del sistema

T Triotafanc Hidroxilasa

Activacion de los receptores opicides 1
Participacion del sistema

% RV endocanabinoide
':i- Wl Participacion del sistema CCK
Disminucion de GFAP

Meédula espinal | 5. Sefislizacidn de GABA

A Sefializacion de Glutamato
Dolor — Aumento transitorio de mediadores
pro-inflamatorios
GRD

~l-Receptor CB1
‘T Receptor TRPW1

Figura 8. Estrés y dolor. Estructuras y mecanismos neurobiol6gicos que se modulan en la
hiperalgesia inducida por estrés crénico. ACC (corteza anterior del cingulo), PAG (sustancia gris
periacueductal), RVM (médula rostral ventromedial), GRD (ganglio de la raiz dorsal), GABA (acido
y-aminobutirico), CRF-R1 (receptor del factor liberador de corticotropina subtipo 1), EAAT2
(transportador aminoacidos excitadores 2), CCK (colecistocinina), TRPV1 (receptor de potencial
transitorio V1) y GFAP (proteina fibrilar acida de la glia). Modificado de Jennings et al., 2014.
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2.2 Modelos de hipersensibilidad nociceptiva inducida por estrés en

animales

Existe diversos modelos en animales que se utilizan para el estudio de la relacion
estrés-dolor. Estos modelos implican principalmente la aplicacion repetida de un
factor estresante (psicoldgico y/o fisico) durante dias o semanas, en combinacién
con una prueba para evaluar el dolor. Esta aproximacién nos permite estudiar el
impacto del estrés en la respuesta al dolor, los sustratos neuronales subyacentes y
los mecanismos neurobiologicos implicados (Jennings et al., 2014). Ademas
contribuyen a mejorar la comprension del dolor y proporcionar una base para las
terapias farmacologicas. Entre de los modelos de dolor de estrés y dolor se
encuentran los de hipersensibilidad nociceptiva inducida mediante: restriccion de
movimiento, nado forzado, exposicion a temperaturas frias y restriccion de agua,
entre otros (Boccalon et al., 2006; Bardin et al., 2009; Rivat et al., 2010; Shi et al.,
2010; Abdelhamid et al., 2013; Guan et al., 2016).

Modelo de hipersensibilidad nociceptivainducida mediante estrés crénico por

restriccion de movimiento en ratas

La restriccion de movimiento representa un estimulo estresor potente en varias
especies animales debido a que provoca alteraciones hormonales y conductuales,
induce cambios funcionales en el SNC y SNP (Porro y Carli, 1988) y activa de
manera eficiente al sistema nervioso simpético y al eje hipotalamo-hipofisis-glandula
supra adrenal (respuesta al estrés) (Goldstein y Kopin, 2007).

Se ha comprobado que el estrés cronico por restriccion de movimiento bajo
diferentes protocolos (frecuencia y duracion de la restriccidbn) produce
hipersensibilidad nociceptiva en la rata (Tabla 1). En general, el estrés cronico
induce hiperalgesia térmica y mecanica, asi como alodinia mecanica en diferentes
cepas de ratas (Gamaro et al., 1998; da Silva et al., 2003; Gameiro et al., 2005;
Imbe et al., 2004; Costa et al., 2005; Gameiro et al., 2006; Bardin et al., 2009; Spezia
et al. 2012; Li et al., 2016; Velazquez-Lagunas, 2017).
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La hipersensibilidad nociceptiva inducida mediante estrés cronico por restriccion de
movimiento representa un modelo adecuado para estudiar como el estrés genera
y/o exacerba los sindromes de dolor funcional como la fibromialgia, el sindrome de
fatiga cronica, el sindrome del colon irritable, entre otros. Hay evidencia que muestra
gue este modelo simula los sintomas y caracteristicas que se reportan en los
pacientes. Por ejemplo, los animales presentan 1) hipersensibilidad nociceptiva
generalizada en ausencia de dafio al tejido o inflamacién, 2) conductas tipo
depresion, 3) conductas tipo ansiedad, 4) desregulacion del eje hipotalamo-
hipdfisis-glandula supra adrenal y 5) responden al tratamiento farmacolégico con
agonista opiodes e inhibidores de la recaptura de serotonina y noradrenalina
(Gameiro et al., 2005, 2006; Kumari et al., 2007; Quintero et al., 2011; Valente et
al., 2012).
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Tabla 1. El estrés crénico por restriccion de

nociceptiva.

Especie, sexo,
cepa

Ratas Wistar
machos y
hembras (150-
230 g)

Ratas Wistar
macho (200-230

9)

Ratas Sprague-
Dawley macho
(90-120 g)

Ratas Sprague-
Dawley macho
(150-200 g)

Ratas Wistar
macho (200-230

9)

Ratas Sprague-
Dawley macho
(160-180 g)

Ratas Wistar
macho (180-230

)

Ratas Sprague-
Dawley macho
(250-300 g)

Wistar
(230-

Ratas
hembra
240 g)

Frecuenciay
duracion

1 h al dia por 40
dias

1 h diaria
durante 5 dias
por 8 semanas

6 horas por 1, 2
0 3 semanas

90 min por 7
dias

1 h, 5 dias por
40 dias

1 h durante 4
dias por 5
semanas

1 h durante 5
dias por 11
semanas

2 u 8 hdurante 3
semanas

2 h durante 4
semanas

Prueba de
dolor

Retiro de la
cola

Formalina vy
retiro de la cola

Retiro de la
cola

Retiro de Ila
cola

Formalina

Von Frey,
retiro de la
cola, acetona,
formalina

Von Frey vy
plancha
caliente

Von Frey vy
plancha
caliente

Von Frey vy
plancha
caliente

ANTECEDENTES

movimiento produce hipersensibilidad

Resultados

Hiperalgesia térmica
Unicamente en
machos

Hiperalgesia térmica
y quimica

Hiperalgesia térmica
después de 2 y 3
semanas de
restriccion

Hiperalgesia térmica

Hiperalgesia quimica

Hiperalgesia
quimica, alodinia
térmica (calor y frio)
y mecanica

Alodinia mecanica e
hiperalgesia térmica

Hiperalgesia
mecanica y térmica

Alodinia mecanica e
hiperalgesia térmica

Referencia

Gamaro et al.,
1998

da Silva et al.,
2003, Gameiro et
al., 2005

Imbe et al., 2004

Costa et al., 2005

Gameiro et al.,
2006

Bardin et al.,
2009

Spezia et al,
2012

Li etal., 2016
Velazquez-

Lagunas, 2017
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2.3 KCC2ydolor

El KCC2 es una proteina transportadora que desempefia un papel importante en la
modulacién del dolor a través de la modulacién de la inhibicion GABAérgica y que
esta funcion a su vez es modulada por BDNF. La evidencia que sustenta esta
hipotesis se describe a continuacion. EI KCC2 esta expresasdo en sitios
relacionados con la nocicepcion como en la médula espinal, PAG, corteza
somatosensorial, tAlamo e hipocampo, entre otros (Zhang et al., 2013; Hewitt et al.,
2009; Janssen et al., 2012; Eto et al., 2012). Ademas, el bloqueo farmacoldgico de
KCC2 espinal induce conductas nociceptivas en animales intactos (Zhang et al.,
2008; Jolivalt et al., 2008; Tang et al., 2015; Huang et al., 2016), lo que sugiere que

el KCC2 participa en la modulacién de la informacion nociceptiva.

Se ha reportado que la pérdida de la inhibicion GABAérgica es un mecanismo clave
para el desarrollo y mantenimiento del dolor cronico (Costigan et al., 2009). El dafio
a los nervios periféricos (Coull et al., 2003; Janssen et al., 2012; Modol et al., 2014;
Huang et al., 2016), la neuropatia diabética (Jolivalt et al., 2008) y la inflamacion
persistente (Nomura et al., 2006; Zhang et al., 2008; Wu et al., 2009; Eto et al., 2012)
disminuyen la expresiéon de KCC2 en neuronas del asta dorsal de médula espinal.
Esta regulaciéon a la baja de KCC2 conduce a un cambio despolarizante del
potencial de equilibrio del Cl-. En consecuencia, la actividad GABAérgica se vuelve
excitadora y se facilita la conduccion de la informacion nociceptiva (Eto et al., 2012;
Ferrini et al., 2013; Tang et al., 2015; Huang et al., 2016). Esta reportado que la
activacion de la microglia y la liberacién de BDNF tiene un papel importante en este
proceso (Coull et al., 2003, 2005). El dolor neuropatico (Coull et al., 2003, 2005;
Miletic y Miletic, 2008), inflamatorio (Zhang et al., 2008) e hipersensibilidad inducida
por morfina (Ferrini et al., 2013) promueven la liberacion de BDNF de la microglia.
El BDNF se une a su receptor TrkB, expresado en neuronas del asta dorsal de la
médula espinal, y regula a la baja la expresion de KCC2. Estos datos sugieren que
el KCC2 contribuye al mantenimiento de las conductas nociceptivas en diferentes
modelos de dolor. Sin embargo, sélo hay un estudio que demuestra que en el dolor

funcional inducido mediante estrés por evitacién al agua durante 10 dias disminuye
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el ARNm y la proteina de KCC2 espinal (Tang et al., 2015). Por lo que no esta claro

si el BDNF y KCC2 participan en el dolor funcional. En la Tabla 2 se muestran

diversos estudios en donde se reporta que el dolor neuropatico, inflamatorio y

funcional regula a la baja la expresién de KCC2 espinal en diferentes cepas de rata

y ratdn. La reduccion en la expresion de KCC2 altera la homeostasis del Cl-e induce

pérdida de la inhibicién postsinptica y ésto contribuye a las conductas nociceptivas.

Tabla 2. El dolor crénico reduce la expresion de KCC2 espinal en larata y raton.

Modelo de
dolor/ especie

Dolor
neuropatico/ PNI
(Ratas Sprague
Dawley)

Neuropatia
diabética/
administracion
de
estreptozocina
(Ratas Sprague-
Dawley)

Dolor
neuropatico/CClI
Ratas

macho Sprague
Dawley

Dolor
neuropatico/ PNI
(Ratas Sprague-
Dawley)

Dolor
neuropatico/ SCI
(Ratas Sprague-
Dawley)

Tejido

En la
parte
ipsilater
al de la
médula
espinal

Médula
espinal

Médula
espinal

Médula
espinal,
talamo y
corteza
soma
tosensor
ial |
Médula
espinal

Técnica

Western
Blot

Voltage
Clamp/
célula
completa

Western
Blot

Western
Blot

Western
Blot e
inmuno
histoquimi
ca

Western
Blot

Resultados
en la
expresion
La expresion
de KCC2
disminuye en
un 30%.

La expresion
de KCC2
disminuye en
un 25%.

La expresion
de KCC2
disminuye en
un 45%.

La expresion
de KCC2
disminuye en
un 75%.

La expresion
de KCC2
disminuye en
un 50%.

Resultados
farmacolégicos/
electrofisiolégicos

La administracion de un
bloqueador de KCC2
(DIOA) (o] de un
oligodeoxinucleétido  anti-
KCC2 induce hiperalgesia
en ratas naive.

Aumento en los niveles
intracelulares de CI- lo que
desencadena excitabilidad
mediada por GABA.

La administracion de un
bloqueador  de KCC2
(DIOA) induce hiperalgesia
en ratas naive.

La hipersensibilidad
nociceptiva y la regulacién a

la baja de KCC2 se
previenen con el
antagonista del receptor
TrkB.

La administracion de un

blogueador de KCC2
(DIOA) induce
hipersensibilidad

nociceptiva en animales

intactos.

Referen
cia

Coull et
al., 2003

Jolivalt et
al., 2008

Milletic y
Milletic,
2008

Modol et
al., 2014

Huang et
al., 2016
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Modelo de
dolor/ especie

Dolor
neuropatico/
CCl.

(Ratas Sprague
Dawley)

Dolor
inflamatorio/
Formalina
(Ratas Sprague
Dawley)

Dolor
inflamatorio/
CFA

(Ratas Sprague
Dawley)

Dolor
inflamatorio/
Formalina
(Raton C57)

Hiperalgesia
inducida por
morfina (Ratas
Sprague-
Dawley)

Dolor funcional/
estrés por
evitacién al agua
durante 10 dias
(Ratas Wistar)

28

Tejido

Médula
espinal

En la
parte
ipsilater
al de la
médula
espinal

En la
parte

ipsi y
contralat
eral de
la
médula
espinal

En la
parte
ipsilater
al de la
médula
espinal
Médula
espinal

Médula
espinal

Técnica

Western
Blot

Inmunohi
stoquimic
a

PCR

Western

Blot e
inmunohis
toquimica

PCR

Western
Blot

Voltage
Clamp/
célula
completa

Western
Blot e
inmuno
histoquimi
ca

PCR

Voltage
Clamp/
célula
completa

Resultados
en la
expresion
La expresién
de KCC2
disminuye en
un 20%.

La expresion
de KCC2
disminuye en
un 20%

en la fase 1.
El ARNm de
KCC2 no
cambia.

La expresion
de KCC2
disminuye en
un 20%

(dia 1y hasta
14).

El ARNm de
KCC2
disminuye en
un 20% en la
fase 1.

La expresion
de KCC2
disminuye en
un 30%.

La expresion
de KCC2
disminuye en
un 30%.

El ARNm de
KCC2
disminuye en
un 10%.

Resultados
farmacolégicos/
electrofisiolégicos

La hipersensibilidad
nociceptiva y la regulacién a
la baja de KCC2 se
previenen con el
antagonista del receptor
TrkB.

La administraciéon de un
blogueador  de KCC2
(Furosemida) induce
hiperalgesia en ratas naive.
La administracion de un
oligodeoxinucleétido  anti-
KCC2 induce hiperalgesia
en ratones naive.

El bloqueo del receptor
TrkB restablece la
homeostasis del Cl y la
hipersensibilidad
nociceptiva.

Aumento en los niveles
intracelulares de ClI-.

La administracion de un
bloqueador de KCC2
(DIOA) induce
hipersensibilidad
nociceptiva y aumenta los
niveles intracelulares de CI-
en animales intactos.

Aumento en los niveles
intracelulares de CI-.

Referen
cia

Li et al.,
2018

Nomura
et al.,
2006

Zhang et
al., 2008

Wu et al.,
2009

Ferrini et
al., 2013

Tang et
al., 2015
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24 KCC2y estrés

La exposicion a estrés cronico desencadena modificaciones en el organismo las
cuales pueden contribuir para el desarrollo de estados patolégicos (Woda el al.,
2016). Por ejemplo, diferentes protocolos de induccién de estrés crénico disminuyen
la expresion de KCC2 en las neuronas del hipocampo, PVN del hipotalamo y asta
dorsal de la médula espinal (Tabla 3) (Miller y Maguire, 2014; Tsukahara et al., 2015,
2016; Gao et al., 2016). Ademas, el estrés cronico impredecible (rotacion, frio, luz,
nado forzado, inmovilizacion, privacion de agua y comida, aislamiento social) reduce
la expresion de KCC2 en el PVN del hipotalamo y ésto causa hiperreactividad del
eje hipotadlamo-hipofisis-glandula supra adrenal en ratas (Gao et al., 2016).
También, el estrés cronico por derrota social reduce la expresién de KCC2 en el
PVN del hipotalamo, lo que a su vez induce conductas tipo depresivas en ratones
(Miller y Maguire, 2014). Ademas, el estrés crénico por administracion forzada de
agua disminuye la expresion de KCC2 en el hipocampo y ésto se relaciona con
déficits cognitivos y de sociabilidad en ratones (Tsukahara et al., 2015, 2016). Estos
datos sugieren que el estrés cronico modula a la baja la expresion del co-
transportador KCC2 en diferentes estructuras cerebrales implicadas en la respuesta
al estrés, lo que a su vez contribuye al desarrollo de diversas patologias. Sin
embargo, a pesar de que los estudios mencionados previamente demuestran que
el estrés cronico disminuye la expresion de KCC2 en estructuras implicadas en las
vias de sefalizacién del dolor, no esta claro si ésto contribuye a la hipersensibilidad
inducida por estrés. A la fecha sélo hay un reporte que demuestra que el estrés
cronico por evitacidon al agua durante 10 dias regula a la baja el ARNm vy la proteina
de KCC2 en la médula espinal (Tang et al., 2015), una estructura clave para la

modulacion de la nocicepcion.
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Tabla 3. El estrés disminuye la expresion de KCC2 en el PVN del hipotalamo, hipocampo y

meédula espinal.

Estimulo
estresor/especie

Estrés por derrota
social (14 dias).
Ratén
(C57/BL6J)
macho

Estrés por
evitacién al agua
(10 dias). Ratas
macho Wistar

Estrés
administracion
forzada de agua
(25 dias). Raton
(C57/BL6J)
hembra

por

Estrés
impredecible
(rotacion, frio, luz,
nado forzado,
inmovilizacién,
privacién de agua
y comida,
aislamiento
social) (11 dias).
Ratas macho
Sprague-Dawley
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Tejido

PVN  del
hipotalamo

Médula
espinal

Células
granulares
y
piramidales
de
hipocampo.

PVN del
hipotalamo.

Técnica

Western
Blot

Western

Blot e
inmuno
histoquimica

PCR

Voltage
Clamp/
célula
completa

Inmuno
histoquimica

Western

Blot e
inmuno
histogquimica

Voltage
Clamp/
célula
completa

Resultados en
la expresion

La expresion de
KCC2 total vy
fosforilado

disminuye en un
10 y 20%
respectivamente.
La expresién de
KCC2 disminuye
en un 30%

El ARNm de
KCC2 disminuye
en un 10%.

KCC2 disminuye
en un 20%.

KCC2 disminuye
en un 45%.

Resultados
farmacolégicos/
electrofisiolégicos
Conductas tipo
depresivas.

La administracion
de un bloqueador
de KCC2 (DIOA)
induce
hipersensibilidad vy
aumenta los niveles
intracelulares de CI-
en animales
intactos.
Aumento en los
niveles
intracelulares de CI-
Déficits cognitivos y
de sociabilidad.

Hiperreactividad del
eje hipotalamo-
hipdfisis-glandula
supra adrenal.

Aumento en los
niveles
intracelulares de CI-
y pérdida de la
inhibicion
GABAérgica.

Referencia

Miller y
Maguire,
2014

Tang et al.,
2015

Tsukahara
etal., 2015,
2016

Gao et al.,
2016
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Los estudios mencionados anteriormente demuestran que la disminucion de la
expresion de KCC2 espinal conlleva a la pérdida de los mecanismos inhibidores en
modelos de dolor neuropatico e inflamatorio. También, se demuestra que el estrés
cronico induce hipersensibilidad y regula a la baja la expresion de KCC2 en
estructuras implicadas en la respuesta al estrés y al dolor. Sin embargo, a pesar de
estos reportes, no existen evidencia contundente que relacionen la hipersensibilidad
nociceptiva inducida por estrés con la perdida de los mecanismos inhibidores. Se
ha reportado que la activacion de la via BDNF-TrkB-KCC2-GABA lleva a la
desinhibicion postsinptica en diversos modelos de dolor. De manera interesante,
tanto el BDNF como el KCC2 estan implicados en la respuesta al estrés (Lippman
et al., 2007; Hewitt et al., 2009; Shi et al., 2010; Gao et al., 2016). Con base en ésto,
se ha sugerido la hipétesis de que la hipersensibilidad inducida mediante estrés
cronico podria explicarse mediante la pérdida de los mecanismos inhibidores. La
propuesta consiste en que la exposicion a estimulos estresantes promueve la
liberacion de BDNF. La union de este a su receptor TrkB activaria cascadas de
sefalizacion que podrian reducir la expresion de KCC2 y como consecuencia
aumentarian los niveles intracelulares de CI- en las neuronas espinales. Esto a su
vez modificaria las acciones inhibidoras mediadas por el receptor GABAa (Daiy Ma,

2014). Sin embargo, esta hipotesis no se ha comprobado.
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3 JUSTIFICACION

El estrés agudo es una respuesta fundamental que ayuda a mantener la integridad
y la supervivencia del individuo. En contraste, el estrés crénico produce diversas
alteraciones que generan hipersensibilidad nociceptiva y/o exacerban estados
patolégicos cronicos como los sindromes de dolor funcional. Se sabe que uno de
los mecanismos que favorecen el dolor cronico es la desinhibicion espinal mediada
en parte por la disminucion de la expresion de KCC2. Esta regulacion a la baja de
KCC2 esta mediada por la via BDNF-TrkB-KCC2-GABA en modelos de dolor
neuropatico e inflamatorio. Sin embargo, se desconoce si la activacion de esta via
participa en el desarrollo y mantenimiento del dolor funcional. Demostrar la
participacion de KCC2 espinal en este tipo de dolor podria aportar informacion para
una mejor compresion de los sindromes de dolor funcional y proporcionaria un

nuevo blanco terapéutico para su prevencion y tratamiento.
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4 HIPOTESIS

El estrés cronico por restriccion de movimiento induce hipersensibilidad nociceptiva,
mediante el aumento del BDNF, lo que conlleva a disminuir la expresion del co-

transportador KCC2.

5 OBJETIVO
5.1 Objetivo general

Determinar la participacion de BDNF y KCC2 en la alodinia tactil e hiperalgesia
térmica en un modelo de dolor inducido por estrés crénico mediante la restriccion

de movimiento en la rata.
5.2 Objetivos particulares

1. Caracterizar la hipersensibilidad nociceptiva inducida por estrés cronico

mediante la restriccibn de movimiento en la rata.

2. Evaluar mediante herramientas farmacoldgicas, la contribucion del co-
transportador KCC2 espinal en el mantenimiento de alodinia tactil en el

modelo de dolor inducido por estrés mediante restriccion de movimiento.

3. Determinar si el estrés crénico por restriccibn de movimiento produce

priming dependiente de KCC2.

4. Determinar, mediante ELISA, el contenido tisular de BDNF en la médula

espinal de ratas expuestas a estrés cronico.

5. Determinar, mediante Western Blot, la expresion de la proteina del co-
transportador KCC2 en la médula espinal de ratas expuestas a estrés

cronico.
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6 MATERIAL Y METODOS
6.1 Animales

Se emplearon ratas hembra de la cepa Wistar (220-230 g). Todos los animales se
obtuvieron y mantuvieron en el bioterio del Cinvestav (Unidad Coapa). Las ratas se
alojaron en cajas de acrilico en un cuarto con condiciones de temperatura y
humedad relativamente controladas en ciclos de luz y oscuridad 12/12 h con una
dieta estdndar y agua ad libitum. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo
con las guias sobre aspectos éticos para la investigacion del dolor experimental en
animales (IASP, 1983). Ademas, el presente trabajo fue aprobado por el Comité

Institucional para el cuidado y uso de animales del Cinvestav (Protocolo 0042-13).
6.2 Farmacos

El VU0463271 (Tocris, Bristol) y DIOA (Santa Cruz Biotecnology, Dallas, Texas),
bloqueadores de KCC2, se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO) al 20 y 70 %
respectivamente. EI CLP 257 (Tocris,Bristol), activador de KCC2, se disolvié en
DMSO al 100%. La minociclina (Sigma-Aldrich, St. Louisi), el inhibidor de la
microglia, se disolvio en DMSO al 20%. Todos los farmacos se administraron por
via intratecal (i.t.) en un volumen de 10 pl. La eleccion de las dosis de DIOA y
minociclina se basé en estudios previos (Huang et al., 2016; Barragan-Iglesias et
al., 2014). La eleccion de las dosis de VU0463271 y CLP 257 se realizo con base

en experimentos piloto realizados en el laboratorio.

6.1 Modelo de hipersensibilidad inducida mediante estrés cronico por

restriccion de movimiento

Para inducir hipersensibilidad nociceptiva por restriccion de movimiento, los
animales se colocaron 2 horas al dia (10:00am a 12:00pm) durante 28 dias, en
restrictores de movimiento de acrilico transparente, los cuales se ajustaron de al
tamafio del animal. Los animales se regresaron a su caja habitacion,

inmediatamente después del periodo de restriccion.
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6.2 Evaluacion de las conductas nociceptivas
6.2.1 Evaluacion de la alodinia tactil

Para la evaluacion de la alodinia tactil las ratas se ambientaron en una caja de
acrilico con fondo de malla metélica durante una hora. Posteriormente se determiné
el 50% del umbral de retiro de las extremidades posteriores estimulando con una
serie de filamentos calibrados de von Frey (fuerza del filamento de 0.4 a 15 g) con
el método denominado up and down. La prueba consistié en estimular durante 10
segundos la parte media de la superficie plantar. Se consider6 una respuesta
positiva a la conducta de retiro de la pata y se sefalé con “x”, mientras que una
respuesta negativa consistio en no retirar la pata y se denoté como “0”. A partir de
un cambio en la respuesta (“0” o “X” o viceversa), se realizaron 4 evaluaciones
adicionales. Con estos datos se determino el 50% del umbral de retiro, el cual se
define como la intensidad de estimulacion necesaria para generar una respuesta en

el 50% de las aplicaciones para cada animal (Chaplan et al., 1994).
50% Umbral (g) = (10X +k3l) /10,000

Donde:

Xf: valor del ultimo filamento de von Frey usado (en unidades de log)

K: factor de correccion basado en los patrones de respuesta de la tabla de

calibracion y al valor tabulado en base al patron de respuestas positivas y negativas

0: diferencias de promedio entre estimulos (unidades log).
6.2.2 Evaluacién de la hiperalgesia térmica

Se midi6 la latencia de retiro de la pata ante un estimulo de calor radiante segun lo
reportado previamente (Dirig et al.,, 1997). Las ratas se colocaron en cajas de
acrilico transparente sobre una superficie de vidrio mantenida a una temperatura de
28-30°C por un periodo de una hora. Después, se aplico el estimulo de calor
radiante a cada pata trasera de manera alternada y se midio la latencia de retiro. Se

realizaron tres mediciones en cada pata con un intervalo de 10 minutos entre cada
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una. Se establecio un limite de 20 segundos de exposicion para evitar dafio al tejido.
La latencia de retiro de la pata de cada rata se calculd6 como la media de tres

ensayos.
6.3 Extraccion de tejido

Las ratas intactas y estresadas a diferentes tiempos se sacrificaron por decapitacion
y se extrajeron los GRDs (L4-L6) y la parte lumbar de la médula espinal (L1-S1) en
su porcion dorsal. Inmediatamente, el tejido se sumergio en nitrégeno liquido y se
almacend en tubos de centrifugacion a -70°C hasta su uso. Las muestras se
homogenizaron con 300 ul de amortiguador RIPA (Tris 50 mM, NaCIl 150 mM, EDTA
1 mM, NP40 1%, SDS 0.1%) que contenia un coctel de inhibidores de proteasas y
fosfatasas (aprotinina 6.8 ug/ml, leupeptina 4 ug/ml, pepstatina “A” 4 ug/ml, SBTI 4
pMg/mly PMSF 2 Mm, NaVO4 2 Mm, NaF 50 mM, NaPPi 5 mM y B-glicerofosfato).
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm a 4°C durante 10
minutos. Se colecté el sobrenadante y se almacend a -70°C hasta la cuantificacién

de proteinas totales.
6.4 Determinacion de la expresion de KCC2 total y KCC2 fosforilado
6.4.1 Western Blot

Inicialmente se determind la concentracién de proteinas totales por el método de
Bradford utilizando el kit de BIO-RAD (Cat # 500-0001 BioRad, California). Para el
Western blot, se tomaron volumenes equivalentes a 50 ug de proteina total y las
muestras se calentaron durante treinta minutos a 60°C. Posteriormente se
sometieron a separacion por electroforesis de dos dimensiones (SDS-PAGE) en un
gel de poliacrilamida al 8%. Las proteinas se transfirieron a una membrana de
fluoruro de polivinilideno (PVDF), las cuales se bloquearon a 4°C durante dos horas
con leche descremada al 5%. Luego, se incubaron a 4°C durante toda la noche con
el anticuerpo primario dirigido contra KCC2 (rabbit anti-KCC2; Cat. # 07-432,
1:12,000, EMD Millipore, CA) o contra KCC2 fosforilado en la Serina 940 (rabbit anti-
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KCC2; Cat. NBP2-29513, 1:10,000, Novus Biologicals, Cambridge). Para la
inmunodeteccion del anticuerpo primario se utilizO un anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa (anti-rabbit; Cat. # 711-035-152, 1: 6,000; Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc, West Grove). Finalmente, mediante
quimioluminiscencia (Western Lightning® Plus-ECL, MA) se obtuvo una imagen
fotografica (ChemiDoc™ XRS+ ImagingSystem, Bio-Rad, CA) y posteriormente se
realizd el analisis densitométrico de las bandas (ImageLab™ version 5.0, Bio-Rad,
CA). Asimismo, se utilizé al anticuerpo contra -actina (mouse anti-actin; Cat. # 1:
10, 000, GenTex, CA) y su respectivo anticuerpo secundario (anti-mouse; Cat. #
115-035-003, 1:6,000; Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc, West Grove). La
expresion de B-actina se usé como control de carga para normalizar los niveles de

la expresion de las proteinas.
6.5 Cuantificacidon de las concentraciones tisulares de BDNF
6.5.1 ELISA

Se obtuvo la porcién dorsal de la médula espinal de ratas intactas y estresadas a
diferentes tiempos como se menciono previamente. Posteriormente, se determind
la concentracion de proteinas totales por el método de Bradford utilizando el kit de
BIO-RAD (Cat # 500-0001 BioRad, California). El contenido tisular de BDNF se
determind mediante ensayo inmunoenzimatico segun las instrucciones del
fabricante (kit-BDNF ELISA, Abcam, Cambridge). Los niveles de BDNF se
normalizaron con respecto a la cantidad de proteina total y al peso del tejido.
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7 ANALISIS ESTADISTICO

A partir del 50 % de umbral de retiro o de la latencia de retiro se construyeron cursos
temporales de las conductas nociceptivas en funcion del tiempo. Posteriormente se
determind el area bajo la curva (ABC) de los cursos temporales mediante el método
de los trapezoides. Los datos se reportan como la media (n=6) + error estandar de
las unidades de area (UA) para cada grupo. En el caso de la expresion de la proteina
de KCC2 total y KCC2 fosforilado, se determind el % de intensidad relativa y los
resultados se reportaron como la media (n=3) £ error estandar para cada grupo.
Para BDNF, se determinaron las concentraciones de BDNF (ng/mg tejido) y los

resultados se reportaron como la media (n=3) + error estandar para cada grupo.

Para definir las diferencias entre los grupos, se empleé t de Student o analisis de
varianza (ANOVA) de una o dos vias seguido de la prueba de Tukey o Dunnet.
Todos los analisis se realizaron mediante el programa estadistico Graph Prism 6.0
(GraphPad Inc., San Diego, CA, EUA). Una p<0.05 se consideré estadisticamente

significativa.
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8 DISENO EXPERIMENTAL
8.1 Desarrollo del modelo de dolor inducido por estrés cronico

Para la caracterizacion del curso temporal de la hipersensibilidad nociceptiva en el
modelo de estrés por inmovilizacion, a los animales se les restringié el movimiento
2 horas al dia durante 28 dias o0 se mantuvieron en su caja para el grupo control. Se
les determiné el desarrollo de alodinia tactil e hiperalgesia térmica a diferentes
tiempos (1, 3, 7, 14, 21 y 28 dias) (Figura 9). La medicién de alodinia tactil e
hiperalgesia térmica se realiz6 antes de la siguiente sesion de estrés para evitar el
efecto agudo del estrés. Se utilizaron grupos independientes (n=6) para cada

condicion experimental (Naive y estrés).

Evaluacionde |a alodinia tactil e hiperalgesia térmica

0 1 3 7 14 21 28
| | | | | | | Dias
T T T >

Estrés {2 h diarias)

Naive Estrés

Figura 9. Disefio experimental de la evaluacion conductual del desarrollo de hipersensibilidad
nociceptiva inducido por estrés crénico.

8.2 Priming inducido por estrés cronico

A un grupo de animales (n=6) se les restringié el movimiento 2 horas al dia durante
28 dias. Posteriormente, la restriccion de interrumpié por 30 dias (dia 29 al 58) y
posteriormente los animales se reexpusieron al estimulo estresor por cinco dias
mas. Se les determiné la alodinia tactil e hiperalgesia térmica a diferentes tiempos
(Figura 10).
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- eme
30 dias de suspensién

N 5 dias de
del estimulo estresante

, . estrés
| 282 dias de estrés | . . . .
1 || 1 1

I _ |
/.— 28 5 12 19 26 30 5

Evaluaciénde la alodinia tactil e
hiperalgesiatérmica

Figura 10. Disefio experimental de la evaluacién conductual del efecto del priming en la
hipersensibilidad nociceptiva inducido por estrés crénico.

8.3 Disefio farmacologico

Con la finalidad de determinar la participacion de KCC2 en las conductas
nociceptivas, los animales naive recibieron la inyeccion intratecal del vehiculo
(DMSO 20y 70%) o dosis crecientes del DIOA (0.02, 2 y 20 ug/rata) y VU0463271
(0.02, 2y 20 pg/rata), los bloqueadores de KCC2. La alodinia tactil se evalu6 durante
8 horas (Figura 11). Se utilizaron grupos independientes (n=6) para cada dosis

evaluada.

__ ~ Evaluacionde la alodinia tactil

Administracion del Horas,

vehiculoo farmaco 1
L»0 051 2 3 4 6 8

Figura 11. Disefio experimental de la evaluacion del efecto alodinico de los inhibidores de
KCC2 en ratas naive.

Para determinar el papel funcional de KCC2 en la hipersensibilidad nociceptiva
inducida por estrés, los animales estresados durante 28 dias recibieron la inyeccion
intratecal del vehiculo DMSO (100%) o dosis crecientes (100, 200 y 300 pg/rata) del
CLP 257, activador selectivo de KCC2. El efecto antialodinico se evalué durante 8
horas (Figura 12). La administracion se realiz6 24 horas después de la ultima sesién
de estrés. Se utilizaron grupos independientes (n=6) para cada condicion

experimental.

40



DISENO EXPERIMENTAL

28 dias de estres
| e |I
rh o ===

+ Evaluacionde la alodinia tactil

. Horas
Administraciondel _____

vehiculo o farmaco Locy
00512 3 4 6 8

Figura 12. Disefio experimental de la evaluacidn del efecto antialodinico de CLP 257 en ratas
con hipersensibilidad al dolor inducida por estrés cronico.

Para determinar la participacion de la microglia en la alodinia tactil inducida por
estrés, a partir del dia 23 y hasta el dia 27 después del inicio del estrés, los animales
recibieron una inyeccion intratecal diaria del vehiculo DMSO (20%) o 100 ug/rata
del inhibidor de la microglia, minociclina. La evaluacion de la alodinia tactil se realiz6
cada 24 h a apartir del dia 23. Los animales se estresaron hasta cumplir 28 dias de
estrés (Figura 13). Se utilizaron grupos independientes (n=6) para cada condicién

experimental.

Administracion Minociclina
.
|
25 26 27 28

I i{HIH:I%Dm>

Evaluacién de la aloedinia tactil
Administracion farmaco

'— Estres

Figura 13. Disefio experimental de la evaluaciéon del efecto del tratamiento i.t. de minociclina
en ratas con hipersensibilidad inducida por estrés crénico.

0 7 12 21 23 2

| |
| | | | E

4

B R

I IIII Il
7

Estrés (2 h diarias)

8.4 Estudio molecular
8.4.1 Cuantificacién de BDNF
Se obtuvo la médula espinal lumbar de ratas naive y estresadas a diferentes

tiempos (7, 14, 21, 28 dias) 24 horas posteriores a la ultima sesion de estrés. Los
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tejidos se procesaron utilizando la técnica de ELISA (Figura 14). Se utilizaron

grupos independientes (n=3) para cada condicién experimental.

Evaluacion conductual y extraccion de ME
o 7 14 21 28

| | | | |__Dias
b 1 i ] 1 = ELISA

Estres (2 h diarias)

Figura 14. Disefio experimental de la extraccion de médula espinal para el ELISA. Los dias
marcados representan los tiempos en que se obtuvo la médula espinal (ME).

8.4.2 Determinacién de la expresion del co-transportador KCC2 total y
KCC2 fosforilado por western blot

Se obtuvo la médula espinal lumbar y los GRD L4-L6 de cuatro grupos diferentes
de ratas. El primer grupo fue de ratas intactas, el segundo grupo fue de ratas
estresadas a diferentes tiempos (3, 7, 14, 21, 28 dias), el grupo 3 fue de ratas a las
que se les suspendio 30 dias el estrés crénico y el ultimo grupo fue de ratas que se
reexpusieron a 5 dias de estrés después del periodo de suspension del estrés
(Figura 15). Los tejidos se obtuvieron 24 horas después de la ultima sesion de
estrés y se procesaron utilizando la técnica de Western Blot. Se utilizaron grupos
independientes (n=3) para cada condicién experimental.

Evaluacion conductual y extraccion de ME y GRD

0 3 7 14 21 28 Y 58_,b63
l | Dias
| |

.! ETFT P FI Western
' I 11 | 2 5 & > Blot
Grupo 1: Ratas P35 GRS ropo-  &;
intactas ,<h a las que se les Ratas que se
. de suspensién reexpusieron

Grupo  2: Ratas del estimulo | es?:rés =z

estresadas a diferentes estresor 30 dias 5 dias s

tiempos HEE

Figura 15. Disefio experimental de la extraccién de médula espinal y ganglios de laraiz dorsal
para el Western Blot.
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9 RESULTADOS

9.1 El estrés cronico produjo alodinia tactil e hiperalgesia térmica en

ratas

El estrés cronico por restriccion de movimiento disminuyo el umbral y la latencia de
retiro de la pata de la rata; lo que se interpreté como alodinia tactil (Figura 16 A) e
hiperalgesia térmica, respectivamente (Figura 16 C). Estas conductas nociceptivas
se observaron en ambas patas traseras y el efecto maximo efecto de alodinia e
hiperalgesia se observo en los dias 21 y 28. Las gréficas de ABC (obtenidos a partir
de los cursos temporales del 50% del umbral de retiro de la pata de la rata)
mostraron que esta disminucion fue del 45% en la alodinia 'y 40% en la hiperalgesia.
El analisis estadistico mostré que estas diferencias son significativas entre los

grupos de estrés y naive, en ambas patas posteriores (Figura 16 B/D).
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Alodinia téactil

16

[
N

50% Umbral de retiro (g)

Naive, P. lzquierda
Naive, P. Derecha
Estrés, P.lzquierda

Estrés, P. Derecha
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Hiperalgesia térm
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Figura 16. El estrés crénico produjo alodinia tactil e hiperalgesia térmica. Curso temporal del
50% del umbral de retiro (A) y de la latencia de retiro (C) de las patas posteriores de ratas naive (N)
y estresadas (E). B) y D) Area bajo la curva (ABC) del curso temporal de (A) y (C). Los datos se
presentan como la media (n=6) + EEM. * p<0.05, versus grupo naive, por ANOVA de dos vias/Tukey

(AyC)y# p<0.05 por t de Student (B
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9.2 El estrés cronico produjo priming

Con la finalidad de evaluar si el estrés cronico es capaz de provocar el efecto
priming, permitimos que los animales se recuperan de la hipersensibilidad inducida
por la aplicacion de un primer estimulo nocivo (28 dias de estrés). La recuperacion
durd 30 dias. Déspues de este tiempo, los animales se expusieron a 5 dias de
estrés. Previamente habiamos observado que cinco dias de estrés no produce
alodinia téctil (Figura 16 A), indicando que este estimulo es subumbral en animales
normales. Nuestros resultados mostraron que la hipersensibilidad nociceptiva
inducida estrés cronico, se mantuvo durante 12 dias después de suspender el estrés
(Figura 17), y que 30 dias después de suspender el estimulo estresor, cuando los
umbrales de alodinia tactil e hiperalgesia térmica regresaron a valores basales, la
exposicién al estimulo subumbral (5 dias) produjo alodinia tactil e hiperalgesia

térmica de la misma magnitud que la observada en el dia 28 (Figura 17).
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Figura 17. El estrés crénico produjo priming. Animales estresados por 28 dias se les suspendio
el estimulo estresor durante 30 dias, posteriormente se reexpusieron al estimulo estresor por 5 dias.
Curso temporal del 50% del umbral de retiro (g) (A) y de la latencia de retiro (s) (B) de las patas
posteriores de la rata. || periodo de estrés cronico (28 dias) y | primer dia de la reexposicion al
estimulo estresor. Los datos se presentan como la media (n=6) + EEM. * p<0.05, versus el dia 30 de
suspension del estimulo estresor, por ANOVA de dos vias/Tukey.
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9.3 Estudio farmacoldgico

9.3.1 Laadministracion intratecal de DIOA y VU0463271 produjo alodinia

tactil en ratas naive

Dado que se ha reportado que el KCC2 participa en la modulacion de la informacion
nociceptiva, hipotetizamos que el bloqueo farmacolégico de KCC2 produciria
alodinia tactil en animales naive. En apoyo a esta idea, la administracion intratecal
de DIOA o VU0463271 (bloqueadores de KCC2) produjo alodinia tactil de manera
transitoria en ratas naive (Figura 18 A/C). Este efecto se mantuvo durante las
primeras cuatro horas posteriores a la administracion de 2 y 20 pg/rata de los
bloqueadores, mientras que con la dosis de 0.02 pg/rata se observé un efecto
menor. El efecto alodinico de DIOA y VU0463271 resulté dependiente de la dosis
(Figura 18 B/D). Por otro lado, la inyeccion intratecal del vehiculo (DMSO 70%)
provoco una ligera disminucion en el umbral de retiro de la pata durante las primeras

dos horas.
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Figura 18. El bloqueo farmacolégico del co-transportador KCC2 produjo alodinia tactil en
ratas intactas. Efecto de la administracion de DIOA o VU0463271 (0.02-20 upg/rata) por via i.t. a
ratas naive. Curso temporal del efecto alodinico tras la administracion de A) DIOA y C) VU0463271.
B) y D) Area bajo la curva (ABC) del curso temporal de (A) y (C). Los datos se presentan como la
media (n=6) + EEM. * p<0.05, versus grupo DMSO, por ANOVA de dos vias/Dunnett (Ay C) y #

p<0.05, por ANOVA de una via/Dunnett (B y D).

47



RESULTADOS

9.3.2 Laadministracion de CLP 257 redujo la alodinia en ratas con estrés

crénico

Debido a que el bloqueo del co-transportador KCC2 tuvo efecto alodinico en ratas
naive, se propuso que la administracion de un activador de KCC2 reduciria la
alodinia en animales estresados. Nuestros resultados mostraron que la
administracion intratecal del activador del co-transportador KCC2 (CLP 257) en
ratas estresadas (dia 28) aumentd el umbral de retiro; lo que se interpret6 como
efecto antialodinico. Las dosis de 200 y 300 ug/rata de CLP 257 revirtieron
parcialmente la alodinia tactil inducida por estrés durante las primeras cuatro horas.
En contraste, la dosis de 100 pg/rata de CLP 257 produjo un efecto antialodinico
menor y de menor duracion (Figura 19 A). En la figura 19 B se muestra que el CLP
257 produjo un efecto antialodinico dependiente de la dosis. En contraste, la

inyeccion intratecal del vehiculo (DMSO 100%) no modifico el umbral de retiro de la

pata.

A Alodinia tactil B Alodinia tactil

16 60007

1 @

=
o 121 Naive
= =&~ DMSO 100% 4000 -
2 =@ CLP 257 100 pg o
(]
o° 8 =@~ CLP 257 200 pg 2 #
@ —8~ CLP 257 300 ug M
Qo
E -
S 2000
s 4
o
Te]

0 T T T T T T 0

051 2 3 4 6 8 Naive DMSO 100 200 300
Tiempo (horas) 1000 —=—

CLP 257 (ug)

Figura 19. Efecto antialodinico del CLP 257 en ratas con hipersensibilidad inducida por estrés
crénico. Efecto de la administracion de CLP 257 (100-300 ug/rata) por via i.t. a ratas estresadas por
28 dias. A) Curso temporal del efecto antialodinico de CLP 257. B) Area bajo la curva (ABC) del
curso temporal (A). Los datos se presentan como la media (n=6) + EEM. *p<0.05, versus el grupo
DMSO, por ANOVA de dos vias/Dunnett (A), # p<0.05, versus DMSO, por ANOVA de una
via/Dunnett y @ p<0.05, versus CLP 257, por ANOVA de una via/Dunnett (B).
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9.3.3 La administracion subcronica de minociclina redujo la alodinia en

ratas con estrés crénico

Debido a que existen reportes de que la microglia activada libera al BDNF y esto
conduce a la disminucién de la expresion del co-transportador KCC2 (Coull et al.,
2005) y a que nuestros resultados sugieren que el KCC2 participa en la
hipersensibilidad inducida por estrés, hipotetizamos que la administracion de un
inhibidor de la microglia tendria un efecto antialodinico en ratas estresadas.
Observamos que el tratamiento durante 5 dias con el inhibidor de la microglia,
minociclina (100 ug/ratal/i.t.), pero no del vehiculo, revirtid parcialmente la alodinia
tactil inducida por estrés. El efecto maximo se observé posterior a la tercera
administracion y se mantuvo por al menos 24 horas después de ésta (Figura 20 A).
En el grafico del &rea bajo la curva, observamos que existe diferencia significativa
(p<0.05) (Figura 20 B).
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Figura 20. Efecto antialodinico de minociclina en ratas con hipersensibilidad inducida por
estrés cronico. Efecto de la administracion de minociclina (100 ug/rata/ 5 dias) por via i.t. a ratas
estresadas. A) Curso temporal del efecto antialodinico de minociclina. Las flechas indican la
inyeccion de minociclina. B) Area bajo la curva (ABC) del curso temporal (A). Los datos se presentan
como la media (n=6) + EEM. *p<0.05, versus el grupo DMSO, por ANOVA de dos vias/Dunnett (A) y
# p<0.05 por t de Student (B).
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9.4 Estudio molecular

9.41 EIl estrés cronico aumentd las concentraciones de BDNF en la

meédula espinal

Se sabe que el BDNF liberado de la microglia activada disminuye la expresion de
KCC2 (Coull et al., 2005). Con base en esto, decidimos evaluar los niveles de BDNF
debido a que nuestros datos farmacologicos sugieren que el KCC2 y la microglia
participan en la hipersensibilidad inducida por estrés crénico. Nuestros resultados
mostraron que el estrés crénico aumento las concentraciones tisulares de BDNF en
la porcién dorsal de la médula espinal de ratas estresadas en los dias 21 y 28
(*p<0.05) (Figura 21).

ng BDNF/ mg tejido

N aive 7 14 21 28

Estrés (Dias)

Figura 21. El estrés cronico aumenté las concentraciones tisulares de BDNF. Determinacion
de las concentraciones tisulares de BDNF en la parte dorsal lumbar de la médula espinal de ratas
naive y estresadas a diferentes tiempos (7, 14, 21 y 28 dias). Los datos se presentan como la media
+ EEM de las concentraciones de BDNF (ng) por mg de tejido de 3 ratas independientes para cada
grupo experimental. *p<0.05, versus el grupo naive, por ANOVA de una via/Dunnett.
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9.4.2 EIl estrés cronico disminuyo la expresion de KCC2 total y KCC2

fosforilado en la médula espinal

Decidimos evaluar la expresion de KCC2 total y KCC2 fosforilado debido a que
observamos que 1) el KCC2 patrticipa en la alodinia inducida por estrés, 2) que las
concentraciones de BDNF estan aumentadas en ratas estresadas y 3) que la
fosforilacion de KCC2 en la Serina 940 favorece su expresion en la membrana
celular (Lee et al., 2007). Nuestros resultados muestran que la proteina de KCC2
se expreso en la parte dorsal de la médula espinal de ratas naive y esta ausente en
ganglios de la raiz dorsal L4-L6 (Figura 22 B). Ademas, el estrés cronico disminuyé
la expresion de KCC2 total y KCC2 fosforilado en la porcion dorsal de la médula
espinal 7-28 dias después del inicio del estimulo estresor (Figura 22 Ay 23 A). La
proporcién de la densidad 6ptica de KCC2 fosforilado en relaciéon con la expresion
de KCC2 total se redujo aproximadamente un 60% después de 14-28 dias de estrés,
lo que nos indica que el estrés disminuye la expresion de KCC2 membranal (Figura
23 B). También observamos que cuando los animales se recuperaron de la
hipersensibilidad (30 dias después de suspender el estrés), la expresion de KCC2
se restaura y la reexposicién a cinco dias de estrés (cuando se presentaron las
conductas nociceptivas) es suficiente para disminuir de nuevo la expresiéon de KCC2
(Figura 22 A).
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Figura 22. El estrés crénico disminuy6 la expresion de KCC2 total en la médula espinal. A)
Expresion de la proteina de KCC2 en la parte dorsal lumbar de la médula espinal de ratas naive (N)
y estresadas (3, 7, 14, 21 y 28 dias), ratas con suspension del estrés (30 dias) (S) y ratas con
reexposicion al estrés (5 dias) (R). B) EI KCC2 no se expresé en ganglio de la raiz dorsal (GRD) de
ratas naive, comparado con la médula espinal (ME). Los datos se presentan como la media + EEM
del porcentaje de intensidad relativa normalizado contra B-actina de 3 ratas independientes para
cada grupo experimental. *p<0.05, versus el grupo naive, por ANOVA de una via/Dunnett, # p<0.05
versus grupo S, por t de Student .
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Figura 23. El estrés crénico disminuyé la expresion de KCC2 fosforilado en la médula espinal.
(A) Expresion de la proteina de KCC2 fosforilado en la parte dorsal lumbar de la médula espinal de
ratas naive y estresadas (3, 7, 14, 21 y 28 dias). (B) Proporcion de la densidad 6ptica de KCC2
fosforilado en relacion con la expresion de KCC2 total. Los datos se presentan como la media £+ EEM
del porcentaje de intensidad relativa normalizado contra (-actina de 3 ratas independientes para
cada grupo experimental. * p<0.05, versus el grupo naive (N), por ANOVA de una via/Dunnett.
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10 DISCUSION
10.1 El estrés cronico produjo alodinia tactil e hiperalgesia térmica

El presente trabajo corrobora que el estrés crénico por restriccion de movimiento
produce alodinia tactil e hiperalgesia térmica en ambas patas de la rata. Estos datos
sugieren que el estrés cronico induce hipersensibilidad nociceptiva generalizada. En
apoyo a nuestro estudio, se ha reportado que el mismo estimulo estresor produce
hipersensibilidad nociceptiva (Gamaro et al., 1995; da Silva et al., 2003; Imbe et al.,
2004; Costa et al., 2005; Gameiro et al., 2005, 2006; Bardin et al., 2009; Spezia et
al., 2012; Li et al., 2016). Estudios realizados previamente por nuestro grupo de
trabajo utilizando el mismo protocolo de estrés demostraron que el desarrollo de las
conductas nociceptivas es independiente del sexo de la rata (Velazquez-Lagunas
2017). En contraste, Gamaro et al (1998) reportaron que el estrés cronico por
restriccion de movimiento no genera hiperalgesia térmica en ratas hembra. Esta
discrepancia podria deberse a la técnica empleada para evaluar la hipersensibilidad
(plancha caliente versus retiro de la cola) y al protocolo de estrés utilizado (2h al dia
durante 4 semanas versus 1h al dias por 4 semanas).

Por otro lado, nuestros datos de hipersensibilidad inducida por estrés son similares
a lo reportado por diversos autores utilizando otros agentes estresores como nado
forzado, exposicibn a temperaturas frias, evitacion al agua, derrota social y
exposicion continua a aire (Fereidoni et al., 2007; Suarez-Roca et al., 2008;
Fujisawa et al., 2008; Bardin et al., 2009; Hong et al., 2009; Rivat et al., 2010; Chen
et al., 2011; Wagner et al., 2013; Tramullas et al., 2015).

A la fecha se desconoce el mecanismo exacto por el cual el estrés cronico induce
hipersensibilidad. Sin embargo, se sabe que la activacion persistente de la
respuesta al estrés aumenta los niveles de catecolaminas, corticosterona y
mediadores proinflamatorios (Gameiro et al., 2005; Sorrells et al., 2009; Hong et al.,
2009; Hartung et al., 2014; Guevara et al., 2015). Estos mediadores activan a sus
respectivos receptores localizados en las fibras aferentes primarias y/o en neuronas

de proyeccion y producen conductas nociceptivas (Hartung et al., 2014; Shaqura et
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al., 2016; Ciszek et al., 2016). Ademas, el estrés cronico activa tanto a la microglia
como a los astrocitos (Yasui et al., 2014; Koyanagi et al., 2015; Sun et al., 2017).
Esto promueve la sintesis y secrecion de diversas citocinas las cuales activan a sus
respectivos receptores localizados en las neuronas sensoriales favoreciendo la
hiperexcitabilidad neuronal (Kawanishe et al., 1997; Simard et al., 1999; Bardin et
al., 2009; Koyanagi et al., 2016). Igualmente, el estrés cronico aumenta los niveles
de glutamato (Lian et al., 2017). Con base en estos antecedentes y en los hallazgos
de este proyecto se sustenta el hecho de que el estrés cronico por restriccion de

movimiento bajo estas condiciones ejerce un efecto pronociceptivo.
10.2 El estrés cronico produjo priming

Nuestros resultados mostraron que la aplicacién de un estimulo subumbral (cinco
dias de estrés) produce alodinia tactil e hiperalgesia térmica en los animales que se
recuperaron de la hipersensibilidad inducida por la exposicion a 28 dias de estrés.
Estos datos sugieren que el estrés cronico produce priming. Con respecto a ésto,
se ha reportado que el estrés por evitacion al agua (Alvarez et al., 2014) o exposicion
a ruido (Khasar et al., 2008) produce priming tras la administracion de
prostaglandina E2 (PGEz). De igual forma, se ha reportado que otros estimulos
nocivos como el NGF, GDNF, IL-6 y carragenina producen priming (Aley et al., 2000;
Parada et al., 2003; Dina et al., 2009; Burgos et al., 2016). Estos estudios permiten
sugerir que el priming inducido por estrés se debe a una “memoria” al dolor o
sensibilizacién central. Se ha propuesto que los mecanismos que subyacen a la
induccion del priming estan mediados principalmente por alteraciones celulares en
las neuronas de primer y segundo orden (Price y Inyang, 2015). Por ejemplo, en el
priming hay cambios transcripcionales que modifican el fenotipo neuronal
(Melemedijan et al., 2014), se activan proteinas que favorecen la sintesis proteica
(Price y Geranton, 2009; Melemedijan et al., 2010) y se favorece la activacion de
cinasas que fosforilan maltiples proteinas (Sacktor, 2011; Burgos-Vega et al., 2016).
Todo esto favorece la excitabilidad neuronal para responder a un estimulo posterior

mas rapido.

54



DISCUSION

De manera interesante, la expresion de KCC2 se restauro cuando los animales se
recuperaron de la hipersensibilidad. Ademas, la reexposicion a cinco dias de estres,
cuando las conductas nociceptivas se presentaron de nuevo, fue suficiente para
disminuir la expresion de KCC2. Estos datos sugieren que el estrés modula la
expresion de KCC2 y este co-transportador participa en el priming inducido por
estrés. En apoyo a ésto, existe evidencia que demuestra que el cambio en el
acoplamiento de los receptores acoplados a proteinas G (de Gq a Gi) (Khasar et al.,
2008) y la proteina quimiotactica de monocitos-1 (Alvarez et al., 2014) en las fibras

aferentes primarias participan en el priming inducido por estrés.

La explicacidn mas sencilla sobre la participacion de KCC2 en el priming podria ser
que la reexposicion a cinco dias de estrés promuve la liberacién de BDNF de la
microglia y esto a su vez regula a la baja la expresion de KCC2. De acuerdo con
ésto, se ha reportado que el estrés es capaz de sensibilizar a la microglia para
responder de manera mas eficiente a estimulos posteriores (Frank et al., 2012,
2014) y que el BDNF patrticipa en el priming inducido por la administracion de IL-6
(Burgos el at., 2016). También, se sabe que las fibras aferentes primarias sufren
alteraciones que las hace mas excitables en el priming (Price y Inyang, 2015). Esto
puede desencadenar la liberacion de diversos mediadores en la médula espinal que
favorecen la activacion de la microglia, astrocitos y neuronas de proyeccion lo que

facilitaria la conduccion de la informacion nociceptiva.

El priming nos podria ayudar a entender los sindromes de dolor generalizados que
se presentan en ausencia de dafio estructural o inflamacién. Se podria sugerir que
el priming inducido por estrés es un mecanismo que subyace a los sindromes de
dolor funcional. De acuerdo con esto, la evidencia clinica demuestra que el estrés
exacerba la hipersensibilidad de patologias como la fibromialgia y el sindrome del
colon irritable, entre otros (Van Houdenhove y Luyten, 2006; Egle y van
Houdenhove, 2006; Grande et al., 2004). Ademas, los pacientes con dolor funcional
informan haber estado expuestos a un evento traumatico previo a la aparicion del
dolor cronico (Staud, 2004; Walker et al., 2012).
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10.3 La administracion intratecal de DIOA y VU0463271 produjo alodinia

tactil en ratas naive

La administracion de dos bloqueadores de KCC2 (DIOA y VU0463271) indujo
conductas nociceptivas evocadas en animales naive. Estos datos sugieren que el
KCC2 patrticipa en el procesamiento de estimulos dolorosos. En apoyo a esto, hay
evidencia que el blogueo de KCC2 mediante la administraciéon del DIOA o la
furosemida induce conductas nociceptivas en animales intactos (Zhang et al., 2008;
Jolivalt et al., 2008; Tang et al., 2015; Huang et al.,, 2016). También, la
administracion de un oligodesoxinucleétido antisentido disminuye la expresion de
KCC2 espinal y tiene un efecto pronociceptivo (Coull et al., 2003; Zhang et al., 2008;
Wu et al., 2009). A nuestro conocimiento, éste es el primer estudio que evalla el
efecto de VU0463271 en la nocicepcion.

El KCC2 es esencial para mantener niveles intracelulares de Cl- bajos con respecto
la parte extracelular y para la funcion hiperpolarizante del receptor GABAa en las
neuronas del SNC (Price et al., 2008). Estudios previos mostraron que el bloqueo
de KCC2 esta asociado con la pérdida de los mecanismos inhibidores
postsinapticos. En apoyo con lo anterior, se ha reportado que el DIOA y la
furosemida aumentan los niveles intracelulares de CI y causan despolarizacion
mediada por GABA en cultivo de neuronas espinales de animales intactos
(Boulenguez et al., 2010; Tang et al., 2015; Ferrini et al., 2013). De igual forma, la
aplicacion del DIOA disminuye los potenciales postsinapticos inhibitorios (Tang et
al., 2015) y aumenta la frecuencia de los potenciales de accion (Boulenguez et al.,
2010) de las neuronas espinales. Tomados juntos, los datos sugieren que el bloqueo
de KCC2 espinal altera los mecanismos inhibidores y esto es suficiente para permitir
que estimulos inocuos tengan acceso a vias nociceptivas y de esta manera

produzcan hipersensibilidad en animales intactos.
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10.4 La administracion de CLP 257 redujo la alodinia en ratas con estrés

crénico

La administracion del activador de KCC2 (CLP 257) redujo las conductas
nociceptivas en ratas estresadas. Estos datos sugieren que el KCC2 participa en la
hipersensibilidad inducida por estrés. Este dato es consistente con estudios que
reportan que la administracion del CLP 257 tiene efecto antinociceptivo en animales
con dolor neuropético (Gagnon et al., 2013; Lavertu et al., 2014) e hiperalgesia
inducida por morfina (Ferrini et al., 2017).

La alteracion de la actividad de KCC2 estd asociada con la disrupcion en la
homeostasis del CI- y por consiguiente la desinhibicion post-sinaptica en
condiciones de dolor (Coull et al., 2003; Ferrini et al., 2013; Tang et al., 2015). Se
ha sugerido que restaurar la actividad de KCC2 espinal mediante la administracion
del CLP 257 restablece la homeostasis del Cl- en cultivo de neuronas espinales de
animales con dolor neuropatico (Gagnon et al., 2013) y dolor inducido por morfina
(Ferrini et al.,, 2017). También se observé que restaurar la expresion de KCC2
mediante la administracion de un vector viral tiene un efecto antialodinico y

restablece la homeostasis del CI- en ratas con dolor neuropatico (Li et al., 2016).

La participacion de KCC2 en dolor inflamatorio y neuropatico es clara. Por ejemplo,
Coull et al (2003) fueron los primeros en demostrar la participaciéon de KCC2 en un
modelo de dolor neuropatico. Posteriormente, se demostré que el KCC2 participa
en el dolor inflamatorio (Nomura et al., 2006) y dolor inducido por morfina (Ferrini et
al., 2013). De manera sobresaliente, nosotros observamos que el KCC2 participa
en la alodinia tactil en un modelo de dolor funcional. En concordancia con nuestro
resultado, Tang et al (2015) observaron que el KCC2 participa en la
hipersensibilidad visceral inducida por estrés mediante evitacion al agua durante 10
dias. Nuestros resultados extienden dichos datos al sugerir la participacién de KCC2
en el dolor somético inducido por estrés. En conjunto, esto sugiere que alterar la
actividad de KCC2 genera hipersensibilidad sin importar la causa que lo origina y
por lo tanto tiene un papel importante en los mecanismos implicados en la

sefalizacion nociceptiva.
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Nuestros resultados mostraron que la administracion del activador de KCC2
disminuyo las conductas nociceptivas. Sin embargo, la inyeccion de este farmaco
no fue suficiente para restaurar los umbrales de dolor a valores de los animales
naive. Esto puede deberse a que existen otros mecanismos que participan de
manera importante en la generacién de las conductas nociceptivas inducidas por el

estrés.

10.5 La administracién subcrénica de minociclina redujo la alodinia en

ratas con estrés crénico

El tratamiento repetido con el inhibidor de la microglia (minociclina) revirtio
parcialmente la alodinia tactil inducida por estrés. Nuestro trabajo concuerda con
reportes previos que demuestran que la administracién de minociclina previene
(Bradesi et al., 2009; Suarez-Roca et al., 2014) y revierte (Yasui et al., 2014; Sun et
al., 2017) las conductas nociceptivas inducidas por varios tipos de estrés. En
conjunto, ésto demuestra que la microglia participa parcialmente en la
hipersensibilidad inducida por estrés. En apoyo a esta idea, se ha reportado que el
tratamiento con minociclina también revierte las conductas nociceptivas en modelos
de dolor neuropatico (Raghavendra et al., 2003; Barragan-lglesia et al., 2014) e
inflamatorio (Cho et al., 2006; Mert et al., 2018).

Nuestros resultados implican que el estrés cronico activa a la microglia. Se ha
demostrado que los glucocorticoides liberados durante el estrés activan
directamente a la microglia (Frank et al.,, 2012, 2014) o de manera indirecta
mediante la estimulacién de los astrocitos (Koyanagi et al., 2015) o fibras aferentes
primarias (Suter et al., 2007). La microglia activada libera diversas moléculas, una
de ellas es el BDNF (Beggs y Salter, 2010, 2013). EI BDNF promueve la
hipersensibilidad de las neuronas del asta dorsal (Shu et al., 1999; Zhou et al., 2000;
Heppenstall y Lewin, 2001). Se ha demostrado que el BDNF liberado de la microglia
participa en la generacién de las conductas nociceptivas en modelos de dolor (Coull
et al., 2005; Ulmann et al., 2008; Ferrini et al., 2013). Asimismo, los ratones carentes
de BDNF especifico de la microglia no desarrollan alodinia después de la lesion de
nervios espinales (Sorge et al., 2015). Todo esto sugiere que la activacion de la
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microglia es esencial para la hipersensibilidad al dolor y cualquier tratamiento que
interrumpa el funcionamiento glial puede prevenir y/o revertir parcialmente el

comportamiento del dolor en roedores.

Evidencia reciente muestra que la microglia participa en la hiperalgesia Unicamente
en ratones machos, pero no en hembras, lo que sugiere que el papel de la microglia
es dependiente del sexo del animal (Sorge et al., 2015; Taves et al., 2016). Nuestros
datos se realizaron en ratas hembra, por lo que la discrepancia en los resultados
podria deberse al modelo de dolor (estrés versus lesion nervios espinales), a la

especie (rata versus raton) y cepa (Wistar versus C57BL/6J) utilizada.

Con base en nuestros resultados, no podemos descartar la posibilidad de que otras
alteraciones estén implicadas en la hipersensibilidad nociceptiva inducida por
estrés, ya que el tratamiento con minociclina no suprimié por completo la alodinia

en el presente estudio.

10.6 El estrés créonico aumentd las concentraciones de BDNF en la médula

espinal

El estrés cronico aumento significativamente las concentraciones tisulares de BDNF
en la porcién dorsal de la médula espinal de ratas estresadas durante 21-28 dias.
Este aumento correlaciona con las conductas nociceptivas observadas en los
animales sometidos a 21 y 28 dias de estrés y con el efecto antinociceptivo
observado por la administracion del inhibidor de la microglia. Nuestros resultados
son los primeros en demostrar que el estrés crénico por restriccion de movimiento
aumenta el contenido tisular de BDNF. Sin embargo, se ha reportado que el estrés
aumenta la expresién de BDNF en la médula espinal y esto correlaciona con la
hipersensibilidad visceral (Winston et al., 2014; Ji et al., 2018). También se ha
reportado que la exposicion a estimulos estresantes incrementa la expresion del
gen de BDNF en la PAG (Norman et al., 2010) y la proteina de BDNF en hipocampo,
nacleo estriado, amigdala, area tegmental ventral y corteza prefrontal (Bland et al.,
2005; Greisen et al., 2005; Aguilar-Valles et al., 2005; Schutle-Herbruggen et al.,
2006; Shi et al 2010). Todos estos resultados nos permiten sugerir que 1) el estrés
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modula la expresion de BDNF y 2) el aumento de esta neurotrofina participa en la

hipersensibilidad inducida por estrés.

Se sabe que el BDNF tiene un papel pronociceptivo (Pezet et al., 2002; Obata y
Noguchi, 2006). La administracion intratecal de BDNF produce conductas
nociceptivas en animales intactos (Pezet et al., 2002; Merighi et al., 2008). Ademas,
las concentraciones de BDNF en la médula espinal estan aumentadas en
condiciones de dolor (Geng et al., 2010; Filho et al., 2016; Laste et al., 2015) y los
tratamientos que inhiben la interaccion de BDNF con su receptor (TrkB) revierten la
alodinia tactil inducida por dafio a los nervios espinales (Zhou et al., 2000; Yajima
et al., 2002, 2005), inflamacion (Zhang et al., 2008) o administracion repetida de
morfina (Ferrini et al, 2013).

Numerosos estudios han demostrado que el KCC2 es el modulador rio abajo de la
via BDNF/TrkB. Se ha demostrado que tanto el BDNF como el bloqueo de KCC2
producen un cambio despolarizante mediado por GABA en neuronas del asta dorsal
de la médula espinal (Coull et al., 2003, 2005). Estudios posteriores proporcionan
evidencia mas directa de que la interaccion de BDNF con su receptor TrkB
disminuye la expresion de KCC2 y esto conduce a la pérdida de la inhibicién
GABAérgica en condiciones de dolor (Miletic y Miletic 2008; Zhang et al., 2008,2013;
Ferrini et al., 2013). También, se ha propuesto que el efecto pronociceptivo de BDNF
esta mediado por el aumento de la transmision glutamatérgica. La evidencia sugiere
qgue la via BDNF-TrkB activa a la cinasa Fyn. Esta cinasa fosforila al receptor NMDA
e incrementa la excitabilidad glutamatérgica en neuronas espinales (Geng et al.,
2010; Hildebrand et al., 2016; Li et al., 2016). En conjunto, los datos sugieren que
el BDNF produce hipersensibilidad por alteraciéon de los mecanismos inhibidores
(mediante el co-transportador KCC2) y favorece la excitabilidad (mediante el
receptor NMDA) en neuronas localizadas en el asta dorsal de la médula espinal de

ratas estresadas.
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10.7 El estrés cronico disminuyé la expresion de KCC2 total y KCC2

fosforilado en la médula espinal

Nuestros resultados mostraron que la proteina de KCC2 se expresa en la parte
dorsal de la médula espinal de ratas naive y esta ausente en ganglios de la raiz
dorsal L4-L6, lo que concuerda con investigaciones previas (Coull et al., 2003).
Ademas, demostramos que el estrés cronico disminuye significativamente la
expresion de KCC2 total y KCC2 fosforilado en la porcién dorsal de la médula
espinal. La disminucion méxima de la expresion de KCC2 se observo en el dia 21y
28 después del estrés. Esto correlaciona con el aumento de BDNF y con las
conductas nociceptivas. Estos resultados nos permiten sugerir que 1) el KCC2 esta
localizado en lugares estratégicos para la modulacion de la nocicepcion, 2) el estrés
cronico disminuye la expresion de KCC2 espinal y esto contribuye al desarrollo y
mantenimiento de las conductas nociceptivas y 3) el BDNF disminuye la expresion
de KCC2. El unico hallazgo previo al presente es un estudio que demostré que el
estrés por evitacion al agua induce hipersensibilidad visceral y disminuye el ARNm
y la proteina de KCC2 en la médula espinal (Tang et al., 2015). Nuestros resultados
concuerdan con este trabajo y lo amplian al mostrar que el estrés cronico disminuye
la expresion de KCC2 fosforilado y que estos cambios se inician con la activacion

de la microglia y la liberacion de BDNF.

En apoyo a nuestros resultados, existe evidencia que demuestra que el estrés
disminuye la expresion de KCC2 total en el PVN del hipotalamo (Hewitt et al., 2009;
Miller y Maguire et al., 2014; Gao et al., 2016) y KCC2 fosforilado en hipocampo
(Tsukahara et al., 2016) y en PVN del hipotalamo (Sarkar et al., 2011). De la misma
manera, varios estudios demuestran que la lesién al nervio disminuye la proteina de
KCC2 fosforilado (Modol et al., 2014; Huang et al., 2016) y KCC2 total (Coull et al.,
2003; Cramer et al., 2008; Boulenguez et al., 2010; Wei et al., 2013; Modol et al.,
2014; Huang et al., 2016). La inflamacién (Nomura et al., 2006; Zhang et al., 2008;
Wu et al., 2009) y la administracion repetida de morfina (Ferrini et al., 2013) también

disminuye la expresion de KCC2 total.
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De manera interesante nuestros datos mostraron que la expresion de KCC2
disminuye a partir del dia 7, antes de que los niveles de BDNF aumenten, lo que
sugiere que el KCC2 podria estar modulado por otros mecanismos. Se ha reportado
que el dolor neuropético activa a la calpaina. Esto promueve la endocitosis y
degradacion de KCC2 (Zhou et al.,, 2011). Tambien se ha reportado que las
modificaciones epigenéticas regulan al KCC2 en modelos de dolor inflamatorio (Lin
et al., 2016) y oncoldégico (Hou et al., 2018).

En conjunto, nuestros datos permiten sugerir que la hipersensibilidad nociceptiva
inducida por estrés se debe en parte a la activacion de la microglia espinal. La
microglia activada libera al BDNF y la unién de BDNF a su receptor TrkB, expresado
en neuronas del asta dorsal de la médula espinal, disminuye la expresion de KCC2.
Esto aumentaria los niveles intracelulares del CI- en las neuronas espinales. Esto a
su vez conduce al aumento de la excitabilidad de las neuronas de proyeccion por

accion del GABA sobre los receptores GABAAa.
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11 CONCLUSIONES
11.1 Conclusiones particulares

- El estrés cronico por restriccion de movimiento induce hipersensibilidad
nociceptiva en la rata mediada por activacion de la microglia y el aumento de

los niveles espinales de BDNF.

- EIKCC2 participa en el procesamiento de la hipersensibilidad nociceptiva al

dolor inducida por estrés crénico en la rata.

- El estrés crénico por restriccion de movimiento produce priming dependiente
de KCC2.

- El estrés cronico por restriccion de movimiento aumenta los niveles tisulares
de BDNF y reduce la expresion de la proteina de KCC2 total y KCC2
fosforilado en la médula espinal.

11.2 Conclusion general

- Los resultados sugieren que el estrés crénico por restriccion de movimiento
induce hipersensibilidad nociceptiva mediante la liberacion de BDNF y la
activacion de la microglia, lo que a su vez disminuye la expresion de KCC2

en el asta dorsal de la médula espinal.
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12 PERSPECTIVAS

64

Evaluar mediante herramientas electrofisiolégicas las corrientes de cloruro
en neuronas GABAérgicas de la médula espinal en un modelo de dolor
funcional.

Evaluar la participacion de la via microglia-BDNF-TrkB-KCC2-GABAA en
estructuras implicadas en las vias descendentes del dolor como la PAG y la
MRV en un modelo de dolor funcional.

Evaluar la participacion de otras vias de sefializacién que regulen a la baja la
expresion de KCC2, como la via de la calpaina y modificaciones epigenéticas
en un modelo de dolor funcional.

Evaluar los mecanismos moleculares del priming inducido por estrés.
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