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RESUMEN

Los canales de CI activados por Ca?* (CaCC) anoctamina-1 (Anol) y bestrofina-1
(Bestl) se expresan en neuronas del ganglio de la raiz dorsal (GRD). Se ha reportado
que Anol participa en la transduccion y transmision de estimulos nociceptivos,
mientras que Bestl aumenta su expresion en la transeccion de los nervios periféricos
y se ha relacionado con procesos de regeneracion. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la participacion de Anol y Bestl en el dolor neuropético inducido por la
ligadura de los nervios espinales L5 y L6 (LNE) o la transeccién del nervio espinal L5
(TNE). Para ello se determinaron los cambios en la expresion de Anol y Bestl, asi
como del marcador de dafio (ATF3), de apoptosis (caspasa-3) y de regeneracion
(GAP43) en los nervios L5 y L6 lesionados y en el nervio L4 no lesionado. La LNE
incremento la expresion de Anol tanto en los GRD L5 y L6 como en el GRD L4,
mientras que el incremento en la expresion de Bestl fue modesto y transitorio. En
cambio, la TNE incrementd la expresion de Bestl, pero no de Anol, en el GRD L5y
L4. La LNE y TNE incrementaron la expresion de ATF3 y caspasa-3 en el GRD L5y
L6, pero no en el GRD L4. Ademas, la LNE aumento la expresion de GAP43 en los
nervios lesionados y no lesionado. Por otro lado, la administracion intratecal (i.t.)
repetida (cada 24 h durante 3 dias) de los bloqueadores selectivos para Anol,
T16Ainh-201 (0.1 y 1 ug) y MONNA (1 y 10 pg) atenud la alodinia mecanica inducida
por la LNE. En contraste, los bloqueadores de Anol tuvieron menor efecto sobre la
alodinia mecanica inducida por la TNE. Més audn, la administracion i.t. repetida de
T16Ainh-a01 Y MONNA disminuy6 el incremento en la expresién de Anol, ATF3 vy
caspasa-3 en los GRD L5, L6 y L4 inducido por la LNE. El tratamiento repetido con
los bloqueadores de Anol también disminuyé la expresion de ATF3 y caspasa-3 en
ratas con TNE. La administracion i.t. repetida de gabapentina (100 ug) redujo el
aumento en la expresiéon de Anol, ATF3 y caspasa-3.

La sobreexpresion de Bestl en ratas intactas produjo alodinia mecénica a partir del
dia siguiente de la ultima administracion del pldsmido. La administracion del
blogueador CaCCinh-ao1 (1 y 10 pg) revirtio la alodinia mecénica en ratas que
sobreexpresaron Bestl. Asimismo, la administracion i.t. de CaCCinn-ao1 disminuyé la
alodinia mecénica en ratas con LNE o TNE. De manera interesante, la administracion
de CaCCinn-ao1 (10 pg) disminuyd la expresion de Best1l y GAP43 en ratas que
sobreexpresaron Bestl, asi como en ratas con TNE. Este tratamiento no afecté la
expresion de ATF3 o caspasa-3 en ratas con TNE. La administracion i.t. de CaCCinn-
ao1 No modifico la expresion de ninguna de las proteinas evaluadas en ratas con LNE.
Estos datos sugieren que la regulacion de la expresion de Anol y Bestl depende del
grado de la lesion de los nervios periféricos. El aumento de la expresion de Anol es
importante para el mantenimiento del dolor neuropatico en la LNE, mientras que la

VI



expresion de Bestl podria tener un papel mas relevante en respuesta a la transeccion
de los nervios periféricos. Los resultados sugieren que los cambios en la expresion
de proteinas en el GRD L4 no lesionado podria contribuir al mantenimiento del dolor
neuropatico en ratas con LNE y TNE.
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ABSTRACT

Anoctamin-1 (Anol) and bestrophin-1 (Bestl) are calcium-activated chloride channels
(CaCC) which are expressed in neurons of the dorsal root ganglion (DRG). Anol
participates in transduction and transmission of nociceptive stimuli, whereas Bestl
increases its expression in the nerve transection and has been related to regeneration
processes. The aim of this study was to evaluate the participation of Anol and Bestl
in the L5/L6 spinal nerve ligation (SNL) or L5 spinal nerve transection (SNT) models.
In addition, it was determined if the SNL and the SNT induced changes in the protein
expression of neuronal injury marker (ATF3), apoptosis marker (caspase-3) and
regeneration marker (GAP43) in DRG obtained from L5/L6 injured and L4 uninjured
nerves. SNL increased Anol protein expression in L5 and L6 injured and L4 uninjured
DRG, whereas Bestl protein expression was modestly and transiently increased.
Conversely, SNT up regulated protein expression of Bestl, but not Anol, in L5 and
L4 DRG. SNL or SNT increased ATF3 and caspase-3 protein expression in L5 and L6
injured nerves, but not in L4. Meanwhile, nerve injury increased GAP43 expression in
injured and uninjured DRG. On the other hand, repeated intrathecal (i.t.) injection (3
days, every 24 h) of Anol blockers, T16ainn-a01 (0.1-1 pg) or MONNA (1-10 pg),
attenuated the mechanical allodynia induced by SNL. In contrast, Anol blockers had
less effect on SNT-induced mechanical allodynia. Moreover, the repeated injection of
T16Ainh-a01 or MONNA, decreased SNL-induced up-regulation of Anol, ATF3 and
caspase-3 in L5, L6 and L4 DRG. These blockers decreased SNT-induced up-
regulation of ATF3 and caspase-3. Repeated injection of gabapentin (100 ug)
decreased Anol, ATF3 and caspase-3 protein expression. Overexpression of Bestl
in naive rats produced mechanical allodynia. A single i.t. injection of CaCCinn-a01 (1-
10 pg) reversed the mechanical allodynia in rats overexpressing Bestl. Similarly,
injection of CaCCinh-a01 decreased mechanical allodynia in SNL or SNT rats. Moreover,
a single injection of CaCCinn-a01 (10 pg) decreased Bestl overexpression - induced up
regulation of Bestl and GAP43 protein expression. Also, SNT up- regulated these
proteins. In contrast, CaCCinn-a01 did not modify the protein expression of any of the
proteins evaluated in SNL rats. These data suggest that Anol and Best1 up-regulation
depends on the degree of peripheral nerve injury. Anol up-regulation is important for
the maintenance of neuropathic pain induced by SNL, while Bestl expression could
have a more relevant role in the transection of peripheral nerves. In addition, changes
in protein expression in L4 uninjured nerve could contribute to the maintenance of
neuropathic pain in SNL or SNT rats.







1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

El dolor es una experiencia sensorial subjetiva que resulta de la percepcién de un
estimulo nocivo e incluye un componente emocional que requiere que el individuo
esté consciente para que suceda. Segun la Asociacion Internacional para el Estudio
del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés), el dolor se define como una experiencia
sensorial y emocional desagradable asociada a un dafio tisular real o potencial o
descrito en términos de dicho dafio (Merskey y Bogduk, 1994).

El dolor se puede clasificar en nociceptivo, inflamatorio, neuropatico y funcional de
acuerdo con los mecanismos neurobiolégicos involucrados (Fig. 1) (Woolf, 2004). El
dolor nociceptivo es aquel que se produce por la detecciébn de estimulos
potencialmente nocivosy, por lo tanto, funciona como un sistema de defensa al alertar
al individuo para mantener su integridad (Fig. 1A). El dolor inflamatorio se presenta
cuando existe lesion al tejido y se produce por la liberacion de mediadores
inflamatorios que activan el sistema inmunoldégico (Fig. 1B). Este tipo de dolor también
funciona como un medio de defensa, ya que ayuda a la recuperacién del tejido
lesionado al hipersensibilizar tejidos adyacentes y evitar un dafio mayor. El dolor
neuropatico y el dolor funcional son el resultado de una estimulacién anormal del
sistema nervioso y no tienen una funcién protectora. El dolor neuropético ocurre ante
una lesion del sistema nervioso (Fig. 1C) y el dolor funcional sucede por un
procesamiento anormal del sistema nervioso sin que haya algun dafo aparente (Fig.
1D) (Woolf, 2010).

1.2 Clasificacion de los nociceptores

La nocicepcion es el proceso por el cual los estimulos nocivos térmicos, quimicos o
mecanicos de alta intensidad son detectados por fibras aferentes primarias de alto
umbral llamadas nociceptores (Basbaum y cols., 2009). Los nociceptores son células
pseudounipolares cuyo soma se localiza en el ganglio de la raiz dorsal (GRD) y

envian una prolongacién axonica a la periferia que sirve como receptor de estimulos
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Figura 1. Clasificacion del dolor segun su fisiopatologia. A) Dolor nociceptivo, B) dolor inflamatorio,
C) dolor neuropético y C) dolor funcional. Modificado de Woolf, 2010.

nocivos, y otra prolongacion axénica central dirigida hacia la asta dorsal de la médula
espinal, donde hace sinapsis con interneuronas y motoneuronas que controlan el
reflejo de retiro o hacen sinapsis con neuronas de segundo orden que llevan la
informacion a los centros supraespinales (Basbaum y Jessell, 2000).

Las fibras aferentes primarias se clasifican en tres tipos de acuerdo con el grado de
mielinizacion, diametro y velocidad de conduccion. Las fibras AR también llamadas
mecanorreceptores, son fibras densamente mielinizadas de mas de 10 pm de
didmetro y con una velocidad de conduccion mayor a los 30 m/s (Millan, 1999). Estas
fibras decodifican la informacion mecéanica inocua de bajo umbral. Los dos tipos de
fibras sensoriales restantes corresponden a los nociceptores, las fibras Ad y C que
tienen axones periféricos con terminaciones libres de mielina (Basbaum y cols.,
2009). Las fibras Ad son fibras medianas poco mielinizadas de 2-6 um de diametroy
presentan una velocidad de conduccion relativamente rapida, entre 5y 30 m/s. Las
fibras Ad se han dividido en tipo | y II. Las fibras Ad de tipo | responden a estimulos

térmicos de alto umbral (temperaturas mayores de 50°C o por debajo de los 8°C) y a



estimulos mecanicos. Las fibras Ad de tipo Il responden a estimulos térmicos (entre
40 a 45°C) y mecanicos de alto umbral (Giordano, 2005; Basbaum y cols., 2009). Por
su parte, la mayoria de la inervacion nociceptiva esta constituida por las fibras C que
son fibras no mielinizadas polimodales, es decir, son activadas por estimulos
mecanicos, térmicos y/o quimicos. Las fibras C tienen una velocidad de conduccion
entre 0.5 y 2 m/s y un diametro de 0.4 a 1.2 um (Millan, 1999; Giordano, 2005).
Aunque la mayoria de las fibras C son polimodales, un grupo de fibras C es sensible
al calor y fuerza mecénica (CMH), y otro grupo de fibras C responde so6lo al calor

(CH), pero no a estimulos mecanicos (Basbaum y cols., 2009).

1.3 Dolor neuropatico

Segun la IASP, el dolor neuropatico es el resultado de una lesion o enfermedad del
sistema somatosensorial (Jensen y cols., 2011). Algunos de los cuadros asociados
con dolor neuropatico son el dolor lumbar con un componente neuropético, la
neuropatia diabética, la neuralgia post-herpética, el dolor neuropatico como secuela
post-quirdrgica, entre otros. Clinicamente, el dolor neuropatico se caracteriza por la
presencia de dolor espontaneo que puede presentarse en forma pulsatil, con
calambres, ardor o escozor debido a descargas de las fibras C sensibilizadas por la
lesion. También se presentan anormalidades sensoriales como el fenbmeno de
alodinia, donde estimulos que anteriormente eran inocuos ahora producen dolor, y la
hiperalgesia, que consiste en un aumento de la respuesta ante estimulos nocivos y
una mayor duracién. Esto permite considerar al dolor neuropéatico como una patologia

en si misma (Woolf, 2011).

1.3.1 Mecanismos del dolor neuropatico

Parte de los mecanismos implicados en el dolor neuropéatico se explican por el
proceso de sensibilizacion, es decir, por la disminucion de los umbrales de activacion
de las fibras aferentes primarias (sensibilizacion periférica) y de las neuronas de
segundo orden que se localizan en la asta dorsal de la médula espinal (sensibilizacion

central). La activacion constante de las fibras aferentes primarias produce un




incremento en la excitabilidad neuronal y en consecuencia disminuye su umbral de
activacion. Este proceso de sensibilizacion explica que, ante una estimulacioén inocua
de bajo umbral se genere una respuesta nociceptiva (alodinia) y ante un estimulo de
mayor intensidad o de alto umbral, se desencadene una respuesta nociceptiva
exagerada (hiperalgesia) (Woolf, 2004; Latremoliere y Woolf, 2009).

En la sensibilizaciéon periférica, las células dafiadas liberan su contenido intracelular
como adenosin trifosfato (ATP), iones K* y protones (H*). Por su parte, las células del
sistema inmune migran al sitio de la lesion y liberan citocinas proinflamatorias tales
como la interleucina-1B (IL-1B), la interleucina-6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral
(TNF) y quimiocinas, entre otras (Fig. 2). Al conjunto de todas estas moléculas
liberadas, asi como neurotransmisores y neuropéptidos, se les denomina sopa
inflamatoria (Basbaum y cols., 2009). Las fibras aferentes primarias expresan
receptores de membrana que reconocen una gran diversidad de moléculas de la sopa
inflamatoria. La activacion de dichos receptores desencadena la produccion de
segundos mensajeros, que a su vez activan proteinas cinasas que fosforilan canales
i6nicos, producen cambios en la sintesis y transporte de canales i6nicos
dependientes de voltaje y de receptores hacia la membrana plasmatica (Scholz y
Woolf, 2002). Por ejemplo, los canales de Na* dependientes de voltaje Navis, Navis
y Navi.o se redistribuyen y se transportan al sitio de la lesién del nervio (neuroma)
(Tseng y cols., 2014). De igual forma, los canales de Ca?* dependientes de voltaje
(Cav) incrementan su expresion en las fibras lesionadas, mientras que los canales de
K* disminuyen su expresion (Newton y cols., 2001; Navarro y cols., 2007).

Por otro lado, la sensibilizacion central estd mediada principalmente por la activacion
de receptores glutamatérgicos postsinapticos. Ante la constante estimulacion de las
fibras aferentes primarias se produce la liberacion de glutamato en la terminal central.
La activacion de receptores ionotropicos a glutamato, como los receptores al acido a-
amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico (AMPA) y al kainato, despolarizan la
neurona postsinaptica, lo que provoca la remocién del i6n Mg?* que bloquea al
receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), permitiendo la entrada de iones Na*y Ca?* al
interior de la neurona. La suma de los potenciales postsinapticos excitadores de bajo

umbral inducidos por la activacion de los receptores a glutamato activa canales Nav
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Figura 2. Sensibilizacién periférica. La disminucion en el umbral de activacion de las fibras
nociceptivas se produce por la liberacion de mediadores inflamatorios (sopa inflamatoria) de las
células neuronales y no neuronales infiltradas en el tejido lesionado. Estos mediadores se unen a
sus respectivos receptores de membrana ubicados en la terminacidn periférica de la fibra aferente
primaria. La activacion de receptores y canales iénicos incrementa la excitabilidad neuronal y
contribuye a sensibilizar la fibra nociceptiva. Modificado de Ji y cols., 2014.

con la consiguiente generacion de potenciales de accion (Letremoliere y Woolf, 2009).

Mas aun, se co-liberan neuropéptidos como la sustancia P (SP) y el péptido

relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) de la terminal central que activan a

Sus respectivos receptores en la neurona postsinaptica, los cuales activan a la

proteina cinasa A (PKA) y a la proteina cinasa C (PKC) (Basbaum y cols., 2009;

Latremoliere y Woolf, 2009). Estos cambios en las propiedades de las neuronas de




la asta dorsal de la médula espinal favorecen la transmision de las sefiales
nociceptivas, debido al aumento de la actividad eléctrica de las neuronas de segundo
orden y de los mismos nociceptores (Fig. 3) (Woolf, 2004).

Otro mecanismo que ocurre durante el dolor neuropatico es la activacion de diferentes
factores de transcripcidon que regulan la expresion de genes relacionados con la
muerte celular o que estan implicados en la regeneracioén neuronal (Navarro y cols.,
2007). Elfactor de transcripcion 3 (ATF3) aumenta su expresion en respuesta al dafio
neuronal en varios modelos de dolor neuropatico y es ampliamente utilizado como
marcador de dafio neuronal (Tsujino y cols., 2000; Braz y Basbaum, 2010). Se ha
reportado que el aumento de la expresion de ATF3 promueve la supervivencia celular
porgue se correlaciona con un incremento en el crecimiento axonal; ademas, después
de la reinervacion a nivel periférico la expresion de ATF3 disminuye (Seijffers y cols.,
2006).

Por otro lado, las neuronas dafiadas incrementan la expresion de proteinas

implicadas en los procesos de regeneracion que les permiten reparar la lesiéon y
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Figura 3. Sensibilizacién central. La liberacién de glutamato (Glu) y de los neuropéptidos SP y CGRP
de la terminal central de la fibra aferente primaria provocan la activacion de sus respectivos receptores,
lo que incrementa la concentracion intracelular de Ca?*en las neuronas de segundo orden de la asta
dorsal de la médula espinal de las laminas | y Il. Este aumento de Ca?* activa cinasas como la PKC y la
PKA que fosforilan a los canales y receptores que contribuyen al incremento de la hiperexcitabilidad y
facilitan la transmision de la informacion nociceptiva al cerebro. Modificado de Vergne-Salle y cols.,
2015.



reinervar el tejido blanco (Woolf y cols., 1992). La proteina 43 asociada al crecimiento
(GAP43) se sobreexpresa desde el primer dia de una lesion neuronal y se transporta
rapidamente al sitio de dafio donde promueve el crecimiento del cono axonal (Navarro
y cols., 2007). Por otra parte, la liberacion de factores neurotroficos, como el factor
de crecimiento derivado del cerebro (BDNF) y el factor de crecimiento nervioso (NGF),
favorece la supervivencia celular, la formacién de neuritas y la elongacion del axén
después del dafio al nervio, eventos necesarios para reinervar el tejido diana (Geden
y Deshmukh, 2016). Sin embargo, se ha visto que cuando se pierde la sefializacion
adecuada de los factores neurotroficos, tanto el axon como el soma degeneran por
un incremento en la expresion de caspasas, especificamente caspasa-3, provocando

la muerte neuronal por apoptosis (Simon y cols., 2012).

1.3.2 Remodelamiento de las fibras nociceptivas en el dolor neuropatico

Los modelos de dolor neuropéatico que mas se han estudiado en animales son
aquellos en los que se produce una ligacion o transeccién completa (axotomia) de los
nervios periféricos. Estas lesiones provocanuna interrupcion inmediata e irreversible
de la conduccion de potenciales de accion y se desarrolla la degeneracién Walleriana
que consiste en la degeneracion del axon distal a la lesion (Fig. 4) (Allodi y cols.,
2012). La degeneracion se inicia con una activacion y proliferacion de las células de
Schwann que ayudan a eliminar los restos de mielina del axén dafiado. En fases
tardias, el reclutamiento de macréfagos al sitio de la lesion también contribuye a la
eliminacién de restos del axén y de mielina, lo cual es importante para crear un
ambiente apto para la regeneracion del axén (Chen y cols., 2015).

Con la transeccién de los nervios periféricos, la disrupcion de la membrana celular y
la exposicion del contenido intracelular al medio extracelular son las primeras sefiales
para la reparacion del dafio celular (McNeil y Steinhardt, 2003). El incremento en la
concentracion intracelular de calcio ([Ca?']) induce la activacion de cinasas que
promueven la fusion de los lipidos en los extremos rotos de la membrana y la
activacion del citoesqueleto para la formacion de un cono de crecimiento neuronal.

La reparacion de la membrana celular es necesaria para la recuperacion de la
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Figura 4. Proceso de regeneracion de los nervios lesionados. La lesion del axén provoca la
activaciéon de las células de Schwann y de los macréfagos que inducen la degeneracion de la
terminacién distal del axén y de los restos de la mielina. A este proceso se le denomina
degeneracion Walleriana. Posteriormente, las células de Schwann se re-ordenan a lo largo del
tubo neural para guiar la regeneracién del cono axonal. El proceso de regeneracion comienza 3 6
4 semanas después de la lesién. Si la lesién no es tan severa y se conserva el tubo neural, la
reparacion del axén se lleva a cabo de manera adecuada. En cambio, cuando la lesion es grave y
no se conserva el tubo neural, la regeneracion del axén es desorganizada y progresa a la deriva,
ocasionando una regeneracion inadecuada y aberrante. Modificado de Navarro y cols., 2007.



homeostasis idnica y la supervivencia de la neurona. Esta reparacion se lleva a cabo
en dos etapas, una es a traves de la capacidad de los lipidos de la membrana para
unir los extremos cortados y la otra es mediante la activacion de proteinas de
membrana dependientes de Ca?, como las sinaptotagminas, sintaxinas y
sinaptobrevinas, que permiten la fusion de vesiculas adyacentes a la lesion para
formar un parche de sellado (McNeil y Steinhardt, 2003; He y Jin, 2016).

En ambos modelos, ya sea de ligadura o transeccion del nervio, el incremento en la
[Ca?*]i promueve la generacion de trenes de potenciales de accion de alta frecuencia,
seguido de una disminucion de la transmision nociceptiva debido a la falta de
inervacion sensorial (Ma y cols., 2003; Djouhri y cols., 2012; Gemes y cols., 2013).
Se ha reportado que la disminucidon en la actividad eléctrica de las neuronas
promueve un ambiente apto para la regeneracion celular (McNeil y Steinhardt, 2003).

1.3.3 Contribucion de los nervios no lesionados al dolor neuropatico

Para el estudio del dolor neuropatico se ha utilizado ampliamente un modelo en ratas
gue consiste en lesionar el nervio ciatico o algunas de sus ramificaciones. El nervio
cidtico inerva las patas de la rata y éstas son accesibles para la medicién de la
conducta nociceptiva (Bennet y Xie, 1988; Kim y Chung, 1992; Decostered y Woolf,
2000). En la rata, las raices nerviosas que emergen de los segmentos lumbares L4 y
L5 componen el 98% del nervio ciatico, mientras que la raiz dorsal de L6 contribuye
muy poco a éste (Rigaud y cols., 2008).

Uno de los modelos animales més utilizados para el estudio del dolor neuropético es
la lesidn de los nervios espinales L5 y L6, dejando intacto el nervio espinal L4, ya que
este ultimo tiene aferencias principalmente motoras mas que sensoriales (Kim y
Chung, 1992).

En el modelo de dolor neuropéatico inducido por la ligadura de los nervios espinales
L5/L6 (LNE) se genera un neuroma en el sitio del dafio, el cual se caracteriza por
presentar un incremento en la expresion de canales i6nicos que alteran la
excitabilidad neuronal y produce descargas eléctricas ectdpicas en las fibras

aferentes primarias responsables de la generacion del dolor espontaneo,
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caracteristico del dolor neuropéatico (Navarro y cols., 2007). Sin embargo, se ha
observado que después de la lesion del nervio L5, el nervio adyacente L4 no
lesionado presenta potenciales de accidn espontaneos (Djouhriy cols., 2012; Gemes
y cols., 2013).

Elincremento en la actividad eléctrica del GRD L4 se explica en parte por un aumento
en la expresion de canales Nav y Cav, y de receptores de potencial transitorio
vaniloide 1 (TRPV1) y de anquirina 1 (TRPAL1), cuya activacion puede generar
descargas eléctricas espontaneas durante el dolor neuropatico (Fukuoka y cols.,
2001, 2002, 2012; Djouhri y cols., 2006, 2012). De hecho, se ha propuesto que el
nervio espinal L4 presenta una serie de cambios moleculares producidos por la lesion
del GRD L5 que inducen la rearborizacién y que permiten establecer contactos
sinapticos que modifican el procesamiento sensorial (Gold, 2000; Wu y cols., 2001;
Hu y cols., 2004; Shortland y cols., 2006).

Se ha especulado que la accion de las citocinas proinflamatorias liberadas de los
axones degenerados que se encuentran en contacto con los axonesno lesionados a

nivel del nervio ciatico (Fig. 5), o bien, que las citocinas liberadas de las células no
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Figura 5. Lesion del nervio espinal L5. La ligadura o transeccion del GRD L5 (A) induce la
degeneracion del axén periférico en el nervio ciatico. La liberacion de mediadores proinflamatorios
de las fibras lesionadas puede afectar el funcionamiento de las fibras no lesionadas adyacentes (B,
C). Tomado de Ringkamp y Meyer, 2005.



neuronales tales como células de Schwann y células del sistema inmune provocan
los cambios que se han observado en el nervio L4 no lesionado. Esas citocinas
inducen cambios en la expresidn génica que modifican el fenotipo de las neuronas no
danadas (May cols., 2003).

1.4 Respuestas nociceptivas mediadas por CI-

1.4.1 Regulacién del CI-por los cotransportadores NKCC1 y KCC2

El cloruro (CI) es el anion mas abundante en el organismo. El transporte de Cl a
través de la membrana juega un papel fundamental en la regulacién del volumen
celular, el transporte transepitelial, la contraccion muscular y la excitabilidad neuronal
(Verkman y Galietta, 2009).

Los cotransportadores cation-cloruro son glucoproteinas que se encargan del
trasporte del anion a través de la membrana celular. Los cotransportadores de K*-CI-
(KCC) y los cotransportadores de Na*-K*-2ClI- (NKCC) estan involucrados en el
transporte de CI- en las neuronas, sin ningun efecto sobre el potencial de membrana,
debido a que la estequiometria del transporte de los iones es electroneutra.

El cotransportador KCC2 se encarga de disminuir las concentraciones intracelulares
de K*y CI'; mientras que el cotransportador NKCC1 incrementa las concentraciones
intracelulares de Na*, K*y CI. La expresionpredominante de alguno de los dos tipos
de cotransportadores mencionados genera una determinada concentracion
intracelular de CI" ([CI]i). Por lo tanto, la actividad de NKCC1 y KCC2 es importante
para determinar el potencial de equilibrio de CI" (Eci) y por consiguiente si la activacion
de los receptores o canales idnicos permeables a Cl-, como por ejemplo el receptor
GABAAa, despolariza o hiperpolariza a la neurona (Price y cols., 2005; Cortes-Romero
y cols., 2011).

Durante el desarrollo embrionario, la mayoria de las neuronas del sistema nervioso
central expresan al cotransportador NKCC1, lo que conduce a un incremento de la
[CITiy, por ello, la activacion de los receptores GABAA se traduce en una respuesta
excitadora (Fig. 6A). Conforme el sistema nervioso madura, la expresion del

cotransportador KCC2 se incrementa, la [Cl]idisminuye y el Eciesta cercano al
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potencial de membrana en reposo, el cual es de alrededor de -60 a -80 mV. Por ello
la neurotransmision GABAérgica en el sistema nervioso maduro se torna inhibidora
(Fig. 6B) (Sung y cols., 2000).

Las neuronas del GRD mantienen la expresion del cotransportador NKCC1 desde el
desarrollo embrionario hasta la adultez y por consiguiente el Eci se ubica entre los -
30 a -40 mV y la [CI]i es aproximadamente de 30 mM (Kaneko y cols., 2002; Rocha-
Gonzalez y cols., 2008). Bajo estas condiciones, la activacion de canales permeables
a Cl permite la salida del aniébn y en consecuencia se produce la despolarizacion de

la membrana plasmatica (Kaneko y cols., 2002).

B NKCC1 GABA -R
Na'-K* 3Na’
ATPasa Ext [Cl-],
o e 0
. t . M‘ﬁ [cr]
Int
Despolarizacion
GABA -R
® e s RUC2 ot .
ATPasa Ext (CI ]e
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K*-ClI Hiperpolarizacion

Figura 6. Regulacion de las concentraciones de CI-. A) El cotransportador NKCC1 introduce un ién
Cl-a la célula utilizando el gradiente de Na* mantenido por la bomba de Na*-K*-ATPasa. Tras la
activacion del receptor GABA por su ligando, la salida del CI- del canal favorece la despolarizacion
de la membrana. B) Durante eldesarrollo embrionario, la alta expresiéon de KCC2 sustituye a la de
NKCC1, por lo que la concentracion de cloro extracelular es mayor con respecto al interior de la
célula. Bajo estas condiciones, la transmisién GABAérgica cambia de excitatoria a inhibitoria.
Tomado de Cortes-Romero y cols., 2011.



1.4.2 Reflejos de raiz dorsal

La estimulacién de fibras mecanorreceptoras de bajo umbral activa neuronas de
segundo orden en la médula espinal que permiten la percepcion de estimulos tactiles.
Bajo ciertas condiciones también se pueden activar fibras nociceptivas. La conexion
entre neuronas mecanorreceptoras y nociceptivas estd dada por interneuronas
GABAérgicas que producen una despolarizacion en la aferente primaria AS y C
(conocida como PAD, por sus siglas en inglés) (Laird y cols., 2004). En condiciones
normales, la PAD produce una inhibicion presinaptica que se expresa como una
disminucion de las sensaciones dolorosas. Esta disminucion en la excitabilidad se
debe a la menor conductancia de los canales Nav resistentes a tetrodotoxina, ya que
éstos se inactivan lentamente durante la estimulacién sostenida de baja intensidad
(Blair y Bean, 2003). Sin embargo, frente a una lesion, los nociceptores que inervan
la zona dafiada estan sensibilizados. Cuando los mecanorreceptores son estimulados
y activan a las interneuronas GABAérgicas, los PAD son mas intensos, a tal grado
gue despolarizan al nociceptor generando los reflejos de raiz dorsal (Cervero y Laird,
1996; Laird y cols., 2004). Estos reflejos tienen dos vias de propagarse a través de la
fibora aferente primaria, una es de forma antidromica hacia la periferia y otra
ortodrémica que sigue la trayectoria hacia las vias ascendentes, produciendo el
fendmeno de alodinia (Willis, 1999; Laird y cols., 2004).

Existen evidencias que apoyan la participacién de los receptores GABAa en la
generacion de los PAD; sin embargo, se ha encontrado que los canales de CI-
activados por Ca?* (CaCC) pueden ser otro mecanismo que participe en este

fendmeno excitador (Cho y cols., 2012; Boudes y Scamps, 2012).

1.5 Canales de Cl-activados por Ca?* (CaCC)

Los canales de Cl son proteinas de membrana que se encargan del transporte del
anion a través de la membrana, dependiendo del potencial de membrana y del
gradiente electroquimico de CI-. Estos canales estan divididos en cinco grupos con

base en el tipo de regulacion de su funcion (Verkman y Galietta, 2009):
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e Canales dependientes de ligando; en éstos se incluyen a los receptores a GABA 'y
a glicina.

e Canales reguladores de volumen, como los canales VRAC (canal de aniones
regulador de volumen).

e Canales dependientes de voltaje (CICC).

e Canales activados por fosforilacion via AMPc, como los canales CFTR
(reguladores de la conductancia transmembranal de la fibrosis quistica).

e Canales de ClI- activados por Ca?* (CaCC)

Los canales CaCC se activan por un incremento en la [Ca®*]ique va de 0.1 a 1 uM.
El Ca?* puede provenir del medio extracelular a través de la apertura de canales
iGnicos permeables a este catidn o bien de su liberacién de depdsitos intracelulares.
La activacion de los CaCC por Ca?* se da por dos mecanismos, uno resulta de la
union directa del catién a un sitio especifico del canal y otro estd mediado por la
activacion de enzimas dependientes de Ca?* que fosforilan al canal (Hartzell y cols.,
2005). Los canales CaCC resultan importantes desde el punto de vista sensorial, ya
gue participan en la transduccion y transmision de sefiales en diversos sistemas
sensoriales (Boudes y Scamps, 2012), incluyendo su participaciéon en el
procesamiento del dolor inflamatorio y neuropatico tanto del canal anoctamina-1
(Anol) como de bestrofina-1 (Bestl) (Cho y cols., 2012; Garcia y cols., 2014; Pineda-
Farias y cols., 2015).

A pesar de que los canales CaCC se han caracterizado funcionalmente desde hace
tres décadas (Barish, 1983), la identificacion molecular de los miembros que
pertenecen a esta familia ha sido controvertida. Las bestrofinas fueron los primeros
canales CaCC en clasificarse dentro de la familia (Sun y cols., 2002; Tsunenari y
cols., 2003). Las bestrofinas se expresan en la mayoria de las células epiteliales de
tejidos secretores y en neuronas del GRD.

Las anoctaminas son canales de Cl- que también pertenecen a la familia de canales
CaCC (Yang y cols., 2008). Estas se expresan en neuronas del GRD y participan en

la transduccion sensorial (Cho y cols., 2012). Por ultimo, los canales Tweety (Ttyh) y



los canales de accesory (CLCA) han sido propuestos como canales CaCC pero poco

se sabe acerca de su funcion biologica (Hartzell y cols., 2005).

1.5.1 Anoctaminas

Las anoctaminas son una familia de proteinas constituida por 10 miembros (Ano1-10)
de las cuales sélo para Anol y Ano2 presentan conductancia a Cl- dependiente de
Ca?*. Los demas miembros de la familia (Ano3-10) no presentan una clara corriente
de CI cuando se expresan en sistemas heterélogos. Sin embargo, se ha determinado
qgue los canales Ano3-9 funcionan como trasportadores de fosfolipidos hacia la
membrana plasmatica, con un mecanismo de activacion dependiente de Ca?*, similar
al que tienen Anol y Ano2 (Whitlock y Hartzell, 2017).

En cuanto a su estructura, se sabe que los canales de anoctamina poseen 8
segmentos transmembranales (TM) cuyos residuos amino y carboxilo terminal son
citosolicos (Fig. 7). Especificamente, Anol se ensambla como homodimero y tiene
multiples sitios intracelulares de regulacién por fosforilacion a través de la PKA y la
PKC (Yang y cols., 2008).
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Figura 7. Estructura del canal anoctamina-1. En la imagen se muestran los sitios de activacion por
calcio calmodulina, asi como el sitio de activacion directa por Ca?*. Modificado de Leblanc y cols.,
2015.
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El canal Anol presenta un sito de unién en la region amino terminal para la calcio-
calmodulina (CaM) llamado CaM-BD1, pero la CaM no es esencial para su activacion.
El asa intracelular entre los segmentos TM2 y TM3 de Anol es el sensor de Ca?*.
Este sitio tiene una secuencia rica en aminoacidos cargados negativamente, como el
glutamato, y la delecion de residuos en esta secuencia altera su sensibilidad a Ca?*
(Duran y Hartzell, 2011). La region entre los segmentos TM6 y TM7 contiene
aminoacidos cargados positivamente que estan altamente conservados en la mayoria
de las isoformas del canal, por eso se ha determinado que es importante para la
formacion del poro del canal. La mutacion de los aminoacidos que conforman esta

region reduce la permeabilidad anidnica del canal (Yang y cols., 2008).

1.5.2 Bestrofinas

Las bestrofinas son canales de CI- activados por Ca?* que se descubrieron al hallar el
gen causante de la distrofia macular viteliforme de Best (Sun y cols., 2002), una
patologia que se caracteriza por la pérdida progresiva de la vision, disminucién del
pico luminoso en el electro-oculograma (el pico refleja la despolarizacion de la lamina
basal del epitelio pigmentario de retina) y cumulos de lipofucsina en el epitelio
pigmentario de la retina y entre los fotorreceptores (Hartzell y cols., 2008).

Hasta ahora se han identificado cuatro genes en humanos (hBEST1-4) que codifican
para los cuatro miembros de la familia de canales de bestrofina (Bestl-4), siendo
Bestl y Best2 los mas estudiados, ya que los transcritos de los genes hBest3 y hBest4
son casi indetectables en la mayoria de los tejidos (Tsunenari y cols., 2003; Hartzell
y cols., 2008).

Los canales Bestl poseen 6 segmentos TM (Fig. 8) (Tsunenari y cols., 2003;
Milenkovic y cols., 2007). La region TM2 esta altamente conservada y es critica para
la funcion del canal ya que forma el poro del mismo. Estudios electrofisiologicos han
demostrado que la selectividad aniénica esta determinada en esta region (Hartzell y
cols., 2008).

El canal Bestl se activa por la unién directa de Ca?* a un sitio localizado en la regién

C terminal, cuya secuencia de aminoacidos es muy similar al tazén de Ca?* de los



canales de K* dependientes de Ca?* de alta conductancia (BK). También se ha
descrito que Bestl se activa al ser fosforilado por la cinasa Il dependiente de Ca?*y
calmodulina (CaMkill) (Hartzell y cols., 2008).
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Figura 8. Estructura del canal bestrofina-1. En la imagen se muestra la secuencia de aminoéacidos
y los sitios de activacién por Ca2* en la region C -terminal. Modificado de Tsunenari y cols., 2003.

1.5.3 Participacion de los CaCC en la generacion de respuestas nociceptivas

Se ha demostrado que los canales CaCC participan en el procesamiento del dolor.
La transeccion del nervio ciatico aumenta la corriente de Cl- dependiente de Ca?* en
neuronas del GRD de tamafio mediano y grande, posiblemente por un incremento en
el nimero de canales CaCC expresados en estas neuronas (André y cols., 2003). De
hecho, se ha descrito que el canal Bestl se expresa en neuronas mielinizadas del
GRD (André y cols., 2003).

También se ha sugerido que el canal Bestl participa en la regeneracién neuronal.
Estudios del silenciamiento de la expresion del canal Bestl mediante el uso de un
ARN de interferencia (ARNi) o la ausencia de este canal en ratones knock-out indican

gue el canal Bestl tienen un papel importante en la velocidad de crecimiento de las
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neuritas en células del GRD en cultivo obtenidas de animales con transeccion del
nervio (Boudes y cols., 2009).

Por otra parte, en el GRD el canal Anol se expresa principalmente en neuronas
sensoriales de diametro pequefio. La disminucion de la expresion de Anol mediante
el uso de un ARNiaumenta el tiempo de latencia de retirada de la cola en un modelo
de dolor térmico en raton, lo que se traduce como un efecto antinociceptivo (Cho y
cols., 2012).

Por otro lado, el bloqueo de los canales Anol y Bestl mediante el uso de un
blogueador selectivo de canales CaCC, el CaCCinn-a01, reduce las conductas de
alodinia e hiperalgesia inducidas por la inyeccion de formalina, lo que indica el papel
pronociceptivo de los canales CaCC. Aunado a esto, la expresién del canal Anol
aumenta en el modelo de dolor inflamatorio crénico inducido por la inyeccion de
formalina al 1% en el dorso de la pata, lo que sugiere que Anol participa en el
mantenimiento de las conductas nociceptivas en el dolor inflamatorio crénico (Garcia
y cols., 2014).

En el dolor neuropatico inducido por la LNE, la administracién intratecal (i.t.) de una
sola dosis del blogueador de los canales CaCC, el CaCCinn-a01, y del bloqueador
selectivo para el canal Anol, el T16Ainn-a01, disminuye la expresién de Anol en el
GRD y disminuye la conducta de alodinia inducida por la lesion del nervio (Pineda-
Farias y cols., 2015).

Por otra parte, se ha descrito que el canal Anol contribuye en la excitabilidad de las
neuronas del GRD, ya que reduce la reobase o el umbral para inducir el disparo del
primer potencial de accion (Lee y cols., 2014). Estos datos muestran un papel

importante del canal Anol en la transduccion de estimulos nocivos.



2. JUSTIFICACION

Los canales CaCC se expresan en neuronas del GRD y estadn implicados en la
transduccion y transmision de sefiales en sistemas sensoriales. Se sabe que el canal
Anol se relaciona con el procesamiento de estimulos nociceptivos y que su expresion
aumenta en procesos dolorosos, tanto de tipo inflamatorio como neuropético. Por otra
parte, la corriente mediada por el canal Bestl aumenta en las neuronas de animales
con transeccion del nervio ciatico, pero poco se sabe acerca de su participacion en el
procesamiento del dolor.

A pesar de estas evidencias no se cuenta con un estudio a detalle que determine la
participacion de los canales Anol y Bestl en el dolor neuropatico inducido por la
ligadura o la transeccion de los nervios espinales L5/L6. Ademas, no se sabe si la
lesion de los nervios espinales L5 y L6 es capaz de inducir cambios en la expresion
de los canales Anol y Bestl en el nervio espinal adyacente L4 no lesionado.

El uso de estrategias experimentales que posibiliten bloguear la funcién del canal
Anol e incrementar la expresion del canal Bestl permitiria estudiar su participacion

en diferentes modelos de dolor neuropatico como la LNE y la TNE.

3. HIPOTESIS

1. Los canales Anoly Bestl tendrdn un aumento de su expresion en los GRD L5/L6
lesionados que dependera del tipo de dafio inducido por la ligadura o la
transeccion del nervio.

2. La lesion en el nervio espinal L5 modificara el patrén de expresion de proteinas

de los canales Anol y Bestl en el nervio espinal L4 no lesionado.
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4. OBJETIVOS

1. Determinar la participacion en la transmision del dolor de los canales Anol y Bestl
en los modelos de dolor neuropatico de LNE y TNE mediante su evaluacion
farmacolégica y molecular.

2. Evaluar los cambios producidos por la LNE o la TNE en la expresion de los
marcadores de dafio neuronal (ATF3 y caspasa-3) y de regeneracion neuronal
(GAP43) en los nervios espinales L5/L6 lesionados, asi como en el nervio L4 no

lesionado.

4.1 Objetivos particulares

e Determinar la expresién de las proteinas Anol, Bestl, ATF3, caspasa-3 y GAP43
en neuronas del GRD de animales con LNE o TNE.

e Evaluar el efecto del bloqueo del canal Anol sobre el desarrollo de la alodinia
mecdanica y la expresion de las proteinas Anol, Bestl, ATF3, caspasa-3 y GAP43
en los nervios espinales L5/L6 lesionados y en el nervio L4 no lesionado de ratas
con LNE o TNE.

e Evaluar el efecto del bloqueo del canal Bestl en el desarrollo de la alodinia
mecanica y la expresion de las proteinas Bestl, ATF3, caspasa-3 y GAP43 enlos
nervios espinales L5/L6 lesionados y en el nervio L4 no lesionado de ratas con
LNE o TNE.

e Evaluar los cambios en el umbral de retiro de la pata ante un estimulo mecéanico
de ratas naive en las que se sobreexpresé el canal Bestl.

e Evaluar el efecto del bloqueo del canal Bestl sobre el desarrollo de la alodinia
mecdnica y la expresion de las proteinas Bestl, ATF3, caspasa-3 y GAP43 enlos

nervios espinales L4, L5 y L6 de ratas en las que se sobreexpresé el canal Best1.



5. METODOLOGIA

5.1 Animales

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar de 140-160 g de peso provenientes del
bioterio Cinvestav, Sede Sur, acorde con el protocolo no. 0095-14 aprobado por el
Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales del Laboratorio (CICUAL). Las
ratas fueron alojadas en grupos de 6 por caja, con agua y alimento ad libitum, ciclo
de luz/oscuridad de 12/12 h, con temperatura y humedad controladas. Al término de
los experimentos conductuales, los animales fueron sacrificados mediante la
inhalacion de CO2. EI manejo de los animales se realizO de acuerdo las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio contenidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 y de
acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
2011).

5.2 Ligadura y transeccion de los nervios espinales (LNE y TNE)

La cirugia para la ligadura de los nervios espinales se desarroll6 de acuerdo con el
meétodo descrito por Kim y Chung (1992). Los animales fueron anestesiados conuna
mezcla de ketamina y xilazina (50 y 10 mg/Kg respectivamente) por via i. p.
Posteriormente se realiz6 una incision en el dorso y se expuso la columna vertebral;
se retirg el foramen transverso y se ligaron los nervios L5 y L6 del lado izquierdo con
sutura de seda 6-0. Para la transeccion, se ligé el nervio L5 y se realizd un corte a 3
mm distales a la ligadura (Liu y cols., 2000). Para el grupo de ratas falsamente
operadas o sham se realizd la cirugia y los nervios se expusieron, pero no fueron

lesionados.
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5.3 Evaluacién de la conducta nociceptiva

Los animales se colocaron en cajas de acrilico con fondo de malla metalica y se
permiti6 su ambientacion 30 min previos a la evaluacion. Posteriormente, el umbral
de retiro de la pata se determindé mediante el método up and down (Chaplan y cols.,
1994), el cual consiste en utilizar una serie de filamentos de von Frey calibrados para
evaluar la sensibilidad mecéanica a diferentes grados de presion aplicada con los
filamentos. La evaluacién se inicié con el filamento de 4.31 g y se estimul6é durante
10 s la superficie plantar de los animales; el calibre del filamento aumento o disminuy6
segun la respuesta del animal. Los patrones de respuesta de cada rata se utilizaron
para calcular el 50% de umbral de retiro usando la féormula siguiente:
50% umbral (g) = (10X*31)/10,000

Donde: Xf es el valor del ultimo filamento de von Frey utilizado; k es el factor de
correccion basado en los patrones de respuesta de la tabla de calibracion y al valor
tabulado con base al patrén de respuestas positivas y negativas; o es la diferencia de
promedio entre estimulos (Dixon, 1980; Chaplan y cols., 1994).

El 50% del umbral de retiro se define como la intensidad de estimulo que se requiere

para provocar una respuesta en el 50% de las aplicaciones para cada animal.

5.4 Amplificacion y deteccion del plasmido pCMV6-Bestl

5.4.1 Transformacién de bacterias

Se utilizé el plasmido pCMV6-Bestl (de 6,531 kb, OriGene), el cual contiene la
secuencia que codifica para el canal Bestl. Para la amplificacion del plasmido
pCMV6-Bestl o del plasmido control (vector pcDNA sin la secuencia del canal Bestl)
se transformaron bacterias de Escherichia coli (One Shot TOP10, Invitrogen) por
choque térmico. 50 ul de bacterias se incubaron con 10 ng del pCMV6-Bestl o del
vector control en hielo durante 30 min. Posteriormente, se realizo el choque térmico
a 42°C por 30 s. Inmediatamente después, las bacterias se colocaron en hielo y se
adicionaron 100 ul de medio SOC (Invitrogen) precalentado a 42°C. Las bacterias se

incubaron a 37°C en agitacion constante durante 1h, después se sembraron en



placas de agar con medio Luria Bertani (LB) y kanamicina (25 pg/ml) y se incubaron
a 37°C durante 24 h. Se tomaron 2 colonias aisladas de bacterias para crecerlas en
medio LB liquido adicionado con kanamicina (25 pg/ml) durante 16 h a 37°C y a 220
rpm para la purificacion del plasmido.

5.4.2 Aislamiento y purificacion del pldsmido (miniprep o maxiprep)

Para aislar y purificar el pCMV6-Bestl y el plasmido control a partir de bacterias
transformadas y crecidas en medio liquido LB se utiliz6 el método de miniprep
(QlAprep Spin Miniprep kit, QIAGEN) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Una vez identificadas las colonias de bacterias que contenian el plasmido pCMV6-
Bestl y el pladsmido control, se utiliz6 el método de maxiprep (Plasmid Maxi Kkit,
QIAGEN) para la obtencién del plasmido a gran escala. La concentracion del ADN
plasmidico y su grado de pureza se determiné por su absorbancia a 260 nm y por el

cociente de la absorbancia entre 260/280 nm, respectivamente.

5.4.3 Reaccién en cadena de la polimerasa de punto final

Para la identificacion del plasmido pCMV6-Bestl se utilizé la técnica de reaccidén en
cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizaron los primers VP1.5 (cadena sentido 5’
GGACTTTCCAAAATGTCG 3’) y XL39 (cadena anti-sentido 5
ATTAGGACAAGGCTGGTGGG 3’), con los cuales se obtuvo un producto de 2,059
pb (Fig. 9A). La mezcla de reaccion para la amplificacion consistié en 36.5 ul de agua
desionizada estéril, 5 pl de 10X DreamTaq Buffer, 5 pl de la mezcla de
desoxinucleotidos, 1 pl del primer sentido VP1.5, 1 pl del primer antisentido XL39, 1
pl del plasmido pCMV6-Bestl o agua (control negativo) y 0.5 pl de DreamTaq ADN
polimerasa, en un volumen final de 50 pl. La mezcla de reaccion se coloco en el
termociclador (Mastercycler, Eppendorf) y se sometio a un ciclo inicial de 95°C por 3
min. Posteriormente se realizaron 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 30 s, 30
s de alineamiento a 55°C y 1 min de extensién a 72°C. Al término de la reaccién las
muestras se mantuvieron a 4°C. Posteriormente se realizo una electroforesis en gel

de agarosa al 0.8%. La deteccion de las bandas de ADN se realiz6 mediante
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fluorescencia con bromuro de etidio y las imagenes obtenidas se analizaron utilizando

el equipo Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS+ System (Bio Rad).

5.4.4 Digestion del plasmido pCMV6-Bestl por enzimas de restriccion

El plasmido pCMV6-Best1 se digiri6 con las enzimas de restriccion BamHI y Notl que
cortan en los sitios 993 y 2,689 respectivamente, para dar dos fragmentos de 1,695
y de 4,836 pb (Fig. 9B). La reaccién de digestion consistié en colocar 500 ng del
plasmido pCMV6-Bestl, 1.5 ul de albumina de suero bovino (100X), 1.5 ul de
amortiguador 3 (Tris-HCI 50 mM, MgCl2 10 mM, NaCl 100 mM, DTT 1mM, pH 7.9), 20
U de BamHI y 10 U de Notl. La mezcla de reaccién se incubd a 37°C durante 3h. Al
término se realizd la electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. La detecciéon de las
bandas de ADN se realiz6 mediante fluorescencia con bromuro de etidio y se
analizaron las imagenes obtenidas utilizando el equipo Molecular Imager®
ChemiDoc™ XRS+ System (Bio Rad).
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Figura 9. Secuencia del plasmido pCMV6-Bestl. A) La linea roja indica la secuencia amplificada
por PCR de los primers VP1.5 y XL39. B) Las flechas en rojo indican los sitios de corte para las
enzimas de restriccion BamHI (sitio 993) y Notl (sitio 2,689).



5.5 Farmacos

El blogueador selectivo de los canales CaCC, el acido 6-(1,1-dimetiletil)-2-[(2-
furanilcarbonil)amino]-4,5,6,7-tetrahidro-benzo[b]tiofeno-3-carboxilico (CaCCinn-ao1),
se obtuvo de Merck Millipore (Billerica, MA, EUA). El bloqueador T16Ainh-a01 (2-[(5-
etill-1,6-dihidro-4-metil-6-oxo-2-pirimidinil)tio]-N-[4-(4-metoxifenil)-2-tiazolil]
acetamida) se obtuvo de Tocris Bioscience (Avon, Bristol, UK) y el bloqueador
MONNA (&cido N-((4-Metoxi)-2-naftil)-5-nitroantranilico) se obtuvo de Sigma-Aldrich
(St. Louis, Misuri). La gabapentina (acido 1-(aminometil)-ciclohexanoacético; Merck
México, S.A., Naucalpan) fue un obsequio del Dr. Vinicio Granados Soto. El
blogueador T16Ainh-a01 Se disolvio en dimetil sulfoxido (DMSO) al 1%. Los
blogueadores CaCCinh-a01 Yy MONNA, asi como la gabapentina, se disolvieron en
DMSO al 15%.

5.6 Administracién intratecal

Los animales fueron anestesiados brevemente con isofluorano para realizar la
administracion intratecal (i.t.) de 10 ul de los farmacos con una aguja de 30G que se
introdujo en el foramen vertebral, entre las vértebras L4 y L5.

En el caso de la administracion i.t. del plasmido pCMV6-Bestl o del plasmido control,
se prepararon 10 pl de una mezcla de 10 pg de plasmido y lipofectamina (Invitrogen)
arazon 1:1y se incub6 a 37°C durante 30 min. La administracion i.t. del plasmido se

realizo de la misma forma descrita previamente.

5.7 Inmunodeteccién mediante Western blot

5.7.1 Extraccion y cuantificacion de proteinas totales

Los tejidos se homogenizaron en frio con amortiguador de lisis (NaCl 150 mM, Tris-
HCI 50 mM pH 7.5, EDTA 1 mM y Triton X100 al 1%) que contenia inhibidores de
proteasas (aprotinina 2 pg/ul, leupeptina 2 ug/ul, pepstatina 10 pg/ul y PMSF 100

mM). Las muestras se incubaron por 10 min a 4°C y se centrifugaron por 10 min a

25



26

17,135 xg para obtener el sobrenadante. La cuantificacion de proteinas se realizo por
el método de Bradford (BioRad).

5.7.2 Western Blot

Se utilizaron 40 pg de proteina total para realizar la electroforesis en un gel
desnaturalizante de SDS-poliacrilamida al 12%. Posteriormente se realizd la
electrotransferencia de las proteinas a una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) la cual se bloque6 con 5% de leche descremada en amortiguador de fosfatos
(PBS; NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4 10 mMy KH2PO4 2 mM) y 0.1% de Tween
20 (PBS-T) durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, la membrana se incubd por
2 h con el anticuerpo primario para Anol (1:200; Cat. ACL-011, Alomone Labs,
Jerusalem, Israel), Bestl (1:500; Cat. ABC-001, Alomone Labs, Jerusalem, Israel),
ATF3 (1:300; Cat. cc-188, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas), GAP43 (1:2000;
Cat. ab16053, Abcam, Cambridge, Massachusetts) o caspasa-3 (1:1000; Cat. 9662,
Cell Signaling Technology, Danvers, MA) en PBS-T. Al término de la incubacion, se
hicieron tres lavados de 10 min cada uno con leche al 1% en PBS-T. Todos los
anticuerpos primarios se obtuvieron en conejo, por lo que el anticuerpo secundario
anti-conejo acoplado a la peroxidasa de rdbano (1:3000; Cat. sc-2370, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX) se incubd durante 1 h y se realizaron tres lavados de 10
min cada uno con leche al 1% en PBS-T. La inmunodeteccién de las proteinas de
interés se realizd6 mediante quimioluminiscencia  (Immobilon  Western
Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore, Billerica, MA) y las imagenes obtenidas
se analizaron con el equipo C-Digit (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE) para cuantificar
la densidad optica de la sefal. Como control de carga se utilizo la proteina $-actina
obtenida de ratén (1:5000; Cat. MAB1501R, Millipore, Billerica, MA) y el anticuerpo
secundario anti-ratén (1:10000; Cat. 115-035-003, Jackson Immuno Research, West
Grove, PA).



6. DISENO EXPERIMENTAL

6.1 Curso temporal de expresion de proteinas

Para determinar el curso temporal de la expresion de los canales Anol y Bestl, asi
como del marcador de dafio neuronal ATF3, de apoptosis caspasa-3 y de
regeneracion GAP43 mediante Western blot, se obtuvieron los GRD de los nervios
L5/L6 lesionados y del nervio L4 no lesionado los dias 1, 3, 7, 14 y 21 posteriores a
la LNE o la TNE (Fig. 10). También se obtuvieron los GRD L4 y L5 del lado
contralateral a la lesion los dias 3, 7 y 14 después de la LNE o la TNE. Cada GRD se

obtuvo por separado y se almacené a -70°C hasta su uso

LNE/TNE Obtencién de GRD
A
Dias 0 1 3 7 14 21

Figura 10. Disefio experimental 1. Curso temporal para la obtencion de los GRD de ratas con LNE
y TNE.

6.2 Evaluacion del efecto del bloqueo de Ano1l en la alodinia mecéanica en ratas

neuropaticas

Los blogueadores de los canales Anol, T16Ainh-201 (0.1, y 1 ug) o MONNA (1y 10 ug),
asi como el vehiculo (DMSO al 1% o 15%), se administraron de manera i.t. a las ratas
con LNE o TNE cada 24 h, durante 3 dias consecutivos. Posteriormente, la alodinia
mecéanica se evalué mediante el método up and down a los 7, 10, 14 y 21 dias
después de la lesion de los nervios espinales (Fig. 11).

Cabe sefalar que la dosis mas grande de cada blogueador se administro a ratas

falsamente operadas (sham) bajo el mismo esquema.
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LNE/ Administracién Alodinia mecéanica

TNE i.t. A
2 N

Dias 0 4 5 6 7 10 14 21

Figura 11. Disefio experimental 2. Curso temporal del bloqueo farmacolégico de Anoly de la
evaluacion de la alodinia mecéanica en ratas con LNE o TNE.

6.3 Evaluacion del efecto del blogueo de Anol sobre la expresion de proteinas

Para determinar el efecto del bloqueo del canal Anol sobre la expresion de los
canales Anol y Bestl, asi como de los marcadores ATF3, caspasa-3 y GAP43, se
realiz6 la administracion i.t. de los bloqueadores T16Ainh-201 (0.1 y 1 ug) o MONNA (1
y 10 pg), asi como el vehiculo (DMSO al 1% o 15%) cada 24 h, durante 3 dias
consecutivos (Fig. 12). Los GRD L4, L5 y L6 se obtuvieron por separado alos 7y 14
dias posteriores a la LNE o TNE. Las muestras se almacenaron a -70°C para

posteriormente determinar la expresién de las proteinas mediante Western blot.

LNE/ Administracion Obtencién
TNE it de GRD
| e
Dias 0 4 5 6 7 14

Figura 12. Disefio experimental 3. Bloqueo farmacolégico de Anol sobre la expresion de las
proteinas Anol, Bestl, ATF3, caspasa-3 y GAP3 en los GRD obtenidos de ratas con LNE o TNE.

6.4 Evaluacion del efecto de la administracion de gabapentina sobre laalodinia

mecanicay la expresion de proteinas

A las ratas con LNE o TNE se les administré por via i.t. 100 yg de gabapentina o el
vehiculo (DMSO al 15%) cada 24 h, durante 3 dias consecutivos (Fig. 13A).
Posteriormente, se determiné la presencia de alodinia mecanica mediante el método

up and down los dias 7, 10, 14 y 21 dias después de la lesién de los nervios espinales.



Para determinar el efecto de la administracion de gabapentina sobre la expresion del
canal Anol, ATF3 y caspasa-3, se realizd el mismo protocolo de administracion (Fig.
13B) y los GRD L4 y L5 se obtuvieron por separado 7 dias después de la LNE o TNE.
Las muestras se almacenaron a -70°C para posteriormente determinar la expresion

de las proteinas por Western blot.

A
LNE/ Administracion Alodinia mecéanica
TNE it A
| — -
Dias 0 4 5 6 7 10 14 21
B
LNE/ Administraciéon Obtencién
TNE it de GRD
| — |
Dias 0 4 5 6 7

Figura 13. Disefio experimental 4. A) Curso temporal del efecto farmacoldgico de la administracion
de gabapentina sobre la alodinia mecanica en ratas neuropaticas. B) Obtencién de los GRD de
ratas neuropaticas administradas con gabapentina.

6.5 Inmunodeteccion de la sobreexpresion de Bestl en ratas naive

Para determinar si el canal Bestl se sobreexpresaba en los tejidos de nuestro interés,
después de la administracion del plasmido pCMV6-Bestl en ratas naive, se realizo la
administracion i.t. de 10 pg de pCMV6-Bestl o el vector pcDNA en ratas naive cada
24 h, durante 3 dias consecutivos (Fig. 14). Los GRD L4, L5y L6, asi como la médula
espinal dorsal y el nervio cidtico se extrajeron 24 h después de la udltima
administracion. Las muestras se almacenaron a -70°C para evaluar la expresion de

Bestl mediante Western blot.
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Administracion Obtencién
i.t. del plasmido de GRD
A
15 \ |
Dias 0 1 2 3

Figura 14. Disefio experimental 5. Administracién de los plasmidos pCMV6-Bestl o pcDNA en
ratas naive y la obtencion de muestras de los GRD.

6.6 Evaluacion de la sobreexpresion de Bestl en ratas naive sobre el desarrollo

de la alodinia mecanica

Para determinar el efecto de la sobreexpresion de Bestl sobre el umbral de retiro de
la pata ante la estimulacibn mecanica, los plasmidos pCMV6-Bestl o pcDNA se
administraron por via i.t. (10 pg) cada 24 h, durante 3 dias consecutivos.
Posteriormente, se evalud la presencia de alodinia mecanica mediante el método up

and down a los dias 3, 5, 7, 10 y 14 post-tratamiento (Fig. 15).

Administracién Alodinia mecanica
i.t. del plasmido A
N
Dias 0 1 2 3 5 7 10 14

Figura 15. Disefio experimental 6. Curso temporal del efecto de la sobreexpresion de Bestl sobre
el umbral de retiro de la pata en ratas naive.

6.7 Evaluacion del bloqueo de Bestl sobre la alodinia mecénica inducida por la

sobreexpresion de Bestl

Para evaluar el efecto del bloqueo del canal Bestl sobreexpresado en ratas naive, 5
dias después del inicio de la administracion del plasmido pCMV6-Best1l o pcDNA (10
Mg i.t. cada 24 h durante 3 dias), se administréo de manera i.t. el bloqueador CaCCinn-
ao1 (1y 10 ug). La presencia de alodinia mecanica se evalué cada hora, durante 8 h

mediante el método up and down (Fig. 16).



Administracion Administracién
i.t. del plasmido i.t. CaCCinh-ao1
A

( ) |
Dias 0 1 2 5

Figura 16. Disefio experimental 7. Sobreexpresion de Bestl en ratas naive y evaluacién del efecto
del bloqueo farmacoldgico de Bestl sobre el desarrollo de la alodinia mecanica.

6.8 Evaluacion de la sobreexpresion de Bestl sobre la expresién de proteinas

Para determinar el efecto de la sobreexpresion de Bestl sobre la expresion de las
proteinas de ATF3, caspasa-3 y GAP43, se realiz6 la administracion i.t. del pCMV6-
Best1 o pcDNA (10 pg) cada 24 h, durante 3 dias consecutivos a ratas naive. Los
GRD L4, L5y L6 se obtuvieron 5 dias después del inicio de la administracion de los

plasmidos (Fig. 17), para el posterior andlisis de expresion de proteinas mediante

Western blot.

Administracion Obtencion
i.t. del plasmido de GRD
[ A \ |
Dias 0 1 2 5

Figura 17. Disefio experimental 8. Obtencién de los GRD de ratas naive que sobreexpresaron
Bestl.
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7 RESULTADOS

7.1 Estandarizaciéon de los modelos de LNE y TNE

La LNE y TNE redujeron el umbral de retiro de la pata de la rata por debajo de los 4
g desde el primer dia después de la lesién y hasta por 21 dias. Esto se interpretd
como alodinia mecanica. Por otra parte, el grupo de ratas falsamente operadas
(sham) no mostré cambios en el umbral de retiro de la pata comparado con el grupo

de ratas naive (Fig. 18).

1414
CREPER! <} _________________ %
° % ? Juo e — i
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Figura 18. Curso temporal de la alodinia mecanica inducida por la LNE o la TNE. Los puntos

representan la media £ e.e. del 50% del umbral de retiro de la pata (g) (n = 6). Prueba de ANOVA
de dos vias seguida de la prueba de Student-Newman-Keuls. ***P < 0.01 vs el grupo naive.

7.2 Efecto de la LNE o la TNE sobre la expresién de proteinas

7.2.1 Efecto de la LNE sobre la expresion de Anol, Bestl, ATF3, caspasa-3y GAP43
La LNE aumento la expresion de Anol en el GRD L5 tres dias después de la ligadura

y alcanz6 un pico maximo de expresion al dia 7 (Fig. 19A). La LNE aumentd la

expresion de Anol a los 7 y 14 dias después de la lesion (Fig. 19B).



Por otra parte, la LNE increment6 la expresion del canal Bestl en el GRD L5 de
manera significativa solo el primer dia después de la lesion (Fig. 19D). La LNE
aumento la expresion de Bestl en el GRD L6 levemente al dia 14 después de la
ligadura del nervio (Fig. 19E).

La LNE aumento la expresion de Anol en el GRD L4 al tercer dia después de la
lesion, con un pico maximo a los 7 dias (Fig. 19C). En contraste, la LNE no produjo
cambios en la expresion de Bestl en el GRD L4(Fig. 19F).
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Figura 19. Curso temporal de expresion de Anol y Bestl después de la LNE. Curso temporal de
la expresion de Anol (A-C) y Bestl (D-F) en los GRD L5 y L6 lesionados y L4 no lesionado después
de la LNE. Los datos se expresan como la media * e.e. del porcentaje de expresion normalizado
contra B-actina (n = 4). N: naive, S: sham. Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de
Dunnett. *P < 0.05 vs el grupo N.
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La LNE incremento la expresion del marcador de dafio neuronal ATF3 en el GRD L5
desde el primer dia, con un pico maximo al dia tres después de la lesién (Fig. 20A).
Asimismo, la LNE aumento la expresion de ATF3 en el GRD L6 desde el dia 1y se
mantuvo hasta el dia 21 después del dafo al nervio (Fig. 20B). De igual manera, la
LNE incremento la expresion del marcador de apoptosis caspasa-3 en el GRD L5
desde el dia 1 hasta el dia 14 después de la lesion, con un pico maximo de expresion
al dia 7 (Fig. 20D). La LNE aumento la expresion de este marcador los dias 14 y 21
después de la ligadura (Fig. 20E).

En cuanto al marcador de regeneracion GAP43, la LNE aumenté su expresion en el
GRD L5 desde el primer dia después de la ligadura con un pico maximo al dia 7 y
regresé a condiciones basales al dia 21 después de la lesion (Fig. 20G). En el GRD
L6 la expresion de GAP43 aumento al dia 7 después de la ligadura y se mantuvo
hasta el dia 21 (Fig. 20H)

La LNE no modificé la expresién de ATF3 y de caspasa-3 en el GRD L4 no lesionado
(Fig. 20C y 20F), indicando que el nervio L4 no sufrié dafio. En contraste, la LNE
aumento la expresion de GAP43 desde el dia 1 hasta el dia 14 después de la lesion
(Fig. 20I).

En todos los experimentos realizados no se encontraron diferencias significativas en
la expresion de ninguna de las proteinas analizadas entre el grupo naive y el grupo
sham (Fig. 19 y 20).
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Figura 20. Curso temporal de expresion de ATF3, caspasa-3 y GAP43 después de la LNE. Curso
temporal de la expresién de ATF3 (A-C), caspasa-3 (D-F) y GAP43 (G-I) en los GRD L5 y L6
lesionados y L4 no lesionado después de la LNE. Los datos se expresan como la media * e.e. del
porcentaje de expresion normalizado contra 3-actina (n = 4). N: naive, S: sham. Prueba de ANOVA
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de una via seguida de la prueba de Dunnett. *P < 0.05 vs el grupo N.
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7.2.2 Efecto de la TNE sobre la expresion de Anol, Bestl, ATF3, caspasa-3y GAP43

La TNE no modificé la expresion de Anol en el GRD L5 lesionado (Fig. 21A). Sin
embargo, en este mismo ganglio la TNE incrementd la expresion de Bestl desde el
primer dia y hasta el dia 21 después de la lesion (Fig. 21C). En el caso del nervio
espinal L4 no dafiado, la TNE no modifico la expresion de Anol (Fig. 21B), pero la
expresion de Bestl aumentd desde el primer dia y se mantuvo hasta los 14 dias

después de la lesion (Fig. 21D).
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Figura 21. Curso temporal de expresion de Anol y Bestl después de la TNE. Curso temporal
de la expresion de Anol (A, B) y Bestl (C, D) en el GRD L5 lesionado y L4 no lesionado después
de la TNE. Los datos se expresan como la media + e.e. del porcentaje de expresion normalizado
contra B-actina (n = 4). N: naive, S: sham. Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba
de Dunnett. *P < 0.05 vs el grupo N.



Por otra parte, la TNE aumento la expresion de ATF3 y de caspasa-3 en el GRD L5
lesionado desde el dia 1 hasta el dia 21 (Fig. 22A y 22C). La TNE incremento la
expresion de GAP43 desde el primer dia y alcanz6 un pico maximo hasta los 21 dias
después de la lesion (Fig. 22E).

La TNE no modifico la expresion de ATF3 o de caspasa-3 en el GRD L4 no lesionado
(Fig. 22B y 22D), indicando que el nervio L4 no sufri6 dafio. Sin embargo, la TNE si
aumento la expresion de GAP43 desde el primer dia y se mantuvo hasta los 14 dias
después de la transeccion (Fig. 22F). Al igual que en el modelo de LNE, la TNE no
modificé la expresion de Anol, Bestl, ATF3, caspasa-3 y GAP43 en el grupo naive y

en el grupo sham (Fig. 21y 22).

Los datos obtenidos sugieren que la LNE tiene un efecto mayor sobre la expresion
del canal Anol que sobre Bestl, mientras que la TNE ejerce su efecto solo sobre la
expresion de Bestl y no de Anol. En ambos casos el aumento de Anol y Bestl no
solo se observd en el GRD del nervio lesionado, sino también en el GRD L4 que
estaba intacto. Ademas, es claro que tanto la LNE como la TNE provocan un dafio
gue se ve reflejado en el incremento en la expresion de ATF3 y caspasa-3 en los
GRD L5 y L6, mientras que en el GRD L4 no se observo aumento en la expresion de
estos marcadores. Respecto al aumento en la expresion de GAP43 tanto en los GRD
de los nervios lesionados como en el no lesionado sugiere que esta proteina es

importante para la plasticidad del sistema nervioso en respuesta al dafio.
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Figura 22. Curso temporal de expresion de ATF3, caspasa-3 y GAP43 después de la TNE. Curso
temporal de la expresion de ATF3 (A, B), caspasa-3 (C, D) y GAP43 (E, F) en el GRD L5 lesionado
y L4 no lesionado después de la TNE. Los datos se expresan como la media + e.e. del porcentaje
de expresion normalizado contra B -actina (n = 4). N: naive, S: sham. Prueba de ANOVA de una
via seguida de la prueba de Dunnett. *P < 0.05 vs el grupo N.



7.2.3 Efecto de la LNE o TNE sobre la expresion de Anol, ATF3 y caspasa-3 en los

GRD contralaterales

Los cambios observados en la expresion de las proteinas antes mencionadas se
deben a un efecto especifico de la LNE o la TNE, ya que la LNE no modifico la
expresion del canal Anol (Fig. 23A y 23D), ni la expresion de los marcadores de dafio
ATF3 (Fig. 23B y 23E) y caspasa-3 (Fig. 23C y 23F) en los GRD L5 y L4 del lado

contralateral a la lesiébn comparado con el grupo sham.
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Figura 23. Curso temporal de expresion contralateral de Anol, ATF3 y caspasa-3 después de la
LNE. Curso temporal de la expresion de Anol (A, B), ATF3 (C, D) y caspasa-3 (E, F) en los GRD
L5 y L4 contralaterales después de la LNE. Los datos se expresan como la media + e.e. del
porcentaje de expresion normalizado contra $-actina (n = 3). S: sham. Prueba de ANOVA de una

via, no significativa.
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De manera similar, la TNE no tuvo efecto sobre la expresion del canal Anol, ATF3y
caspasa-3 en los GRD L5 y L4 contralaterales comparado con el grupo control (Fig.

24).
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Figura 24. Curso temporal de expresion contralateral de Anol, ATF3 y caspasa-3 después de la
TNE. Curso temporal de expresién de Anol (A, B), ATF3 (C, D) y caspasa-3 (E, F) en los GRD L5
y L4 contralaterales después de la TNE. Los datos se expresan como la media + e.e. del porcentaje
de expresiéon normalizado contra B-actina (n = 3). S: sham. Prueba de ANOVA de una via, no

significativa.



7.3 Efecto del bloqueo del canal Anol

7.3.1. Efecto del T16Ainn-a01 Y MONNA en la alodinia mecénica inducida por la LNE o
TNE

La administracion i.t. repetida (cada 24 h durante 3 dias consecutivos) de 1 ug de
T16Ainh-A01, Un bloqueador selectivo del canal Anol un bloqueador selectivo del canal
Anol, disminuyé la alodinia mecanica inducida por la LNE desde el dia 7 y esa
disminucion se mantuvo hasta el dia 21 después de la lesion (Fig. 25A). La
administracion repetida de 0.1 g del bloqueador T16Ainn-a01 SOl0 disminuyd la alodinia
de manera significativa el dia 14 después de la ligadura (Fig. 25A). Asimismo, la
administracion i.t. (cada 24 h durante 3 dias consecutivos) de 1y 10 uyg de MONNA,
blogueador selectivo de los canales Anol, disminuy6 la alodinia mecanica desde el
dia 7 y hasta el dia 21 después de la LNE (Fig. 25C). El efecto del blogqueo del canal
Anol por el T16Ainn-a01 Y MONNA fue dependiente de la dosis como se observa en
los gréficos de area bajo la curva (Fig. 25B y 25D).

Por otro lado, la administracion i.t. repetida de 1 yg de T16Ainh-a01 disminuyd de
manera modesta la conducta alodinica inducida por la TNE a los 7, 10 y 14 dias
después de la lesion (Fig. 26A). Un efecto similar se observé con la administracion
repetida de 10 ug de MONNA, la cual redujo el umbral de retiro de la pata de manera
significativa; sin embargo, las ratas siguieron presentando alodinia tactil (con valores
del umbral de retiro por debajo de 4 g) (Fig. 26C).

Cabe sefialar que en las ratas falsamente operadas (sham), la administracion i.t. de
la dosis mas alta de T16Ainh-a01 (1 pg) (Fig. 25B y 26B) o de MONNA (10 pg) (Fig. 25D
y 26D) no modifico el umbral de retiro de la pata comparado con las ratas sham
control. De igual manera la administracion del vehiculo (DMSO 1% o DMSO 15%) no

modifico la alodinia en ratas con LNE o TNE (Fig. 25y 26).

Estos datos sugieren que el canal Anol tiene una mayor contribuciéon en la alodinia

tactil inducida por la ligadura que por la transeccion del nervio espinal L5.
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Figura 25. Efecto antialodinico de T16Ainn-a00 0 MONNA en la LNE. En los paneles Ay C se muestra el
efecto antialodinico de la administracion i.t. repetida de T16Ainn-a01 Yy MONNA respectivamente en ratas
con LNE. Los datos estan expresados como el 50% del umbral de retiro de la pata contra el tiempo.
Prueba de ANOVA de dos vias seguida de la prueba Student-Newman-Keuls. *P < 0.05 vs el grupo N.
En los paneles B y D se muestra el area bajo la curva (ABC) del efecto antialodinico de los farmacos.
Los datos se expresan como la media + e.e. de 6 animales por grupo. S: sham, V: vehiculo. Prueba de
ANOVA de una via seguida de la prueba Student-Newman-Keuls. #P < 0.05 vs el grupo S, *P < 0.05 vs
el grupo V.
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Figura 26. Efecto antialodinico de T16Ain-a00 0 MONNA en la TNE. En los paneles Ay C se muestra
el efecto antialodinico de la administracion i.t. repetida de T16Ainn-a00 Y MONNA respectivamente en
ratas con TNE. Los datos estan expresados como el 50% del umbral de retiro de la pata contra el
tiempo. Prueba de ANOVA de dos vias seguida de la prueba Student-Newman-Keuls. *P < 0.05 vs
el grupo N. En los paneles B y D se muestra el &rea bajo la curva (ABC) del efecto antialodinico de
los farmacos. Los datos se expresan como la media + e.e. de 6 animales por grupo. S: sham, V:
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7.3.2 Efecto del T16Ainn-a00 Y MONNA sobre la expresion de Anol, Bestl, ATF3,
caspasa-3 y GAP43 en ratas con LNE

La administracion i.t. del bloqueador T16Ainh-a01 (1 pg cada 24 h durante 3 dias)
disminuy6 significativamente el aumento en la expresién de Anol inducido por la
ligadura en el GRD L5 a los dias 7 y 14 después de la lesion, comparado con el grupo
administrado con vehiculo (Fig. 27A). La administracion de T16Ainn-a01 disminuyo el
incremento en la expresion de Anol en el GRD L6 inducido por la LNE solo al dia 7
después de la ligadura (Fig. 27B). La administracion de T16Ainh-ao1 disminuyo el
aumento en la expresion de Anol en el GRD L4 inducido por la ligaduraa los 7y 14
dias después de la lesion comparado con el grupo de LNE administrado con vehiculo
(Fig. 27C). En contraste, la administracion del bloqueador T16Ainn-a01 N0 modifico la
expresion de Bestl en el GRD L5, L6 y L4 en ninguno de los dias evaluados después
de la LNE (Fig. 27D a 27F).

Por otra parte, la administracion repetida de T16A inh-a01 disminuy0 el aumento en la
expresion de ATF3 inducida por la LNE en los GRD L5 y L6 lesionados a los 7 y 14
dias después de la ligadura (Fig. 28A y 28B). En contraste, la administracion del
blogueador solamente disminuy6 de manera significativa el aumento en la expresion
de caspasa-3 el dia 7 después de la ligadura en los GRD L5 y L6, sin modificar su
expresion a los 14 dias después de la lesion (Fig. 28D y 28E). La administracion del
blogueador T16Ainh-a01 N0 cambid la expresion de ATF3 y de caspasa-3 en el GRD L4
no lesionado (Fig. 28C y 28F). El T16Ainn-a01 N0 modificod la expresion de GAP43 en
ninguno de los GRD evaluados comparados contra el grupo administrado con
vehiculo (Fig. 28G a 28I).
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Figura 27. Efecto de T16Ainnno1 Sobre la expresion de Anol y Bestl en la LNE. Efecto de la
administracion i.t. repetida del bloqueador T16A inn-a01 Sobre la expresion de Anol (A-C) y Bestl (D-
F) enlos GRD L5 y L6 lesionados y L4 no lesionado después de la LNE. Los datos se expresan como
la media * e.e. del porcentaje de expresion normalizado contra $-actina (n = 3). S: sham, V: vehiculo,
T16A: T16Ainn-r01. Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Student Newman Keuls.
*P <0.05vs el grupo S, #P < 0.05 vs el grupo V.
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Figura 28. Efecto de T16Ainh-a01 SObre la expresion de ATF3, caspasa-3 y GAP43 en la LNE. Efecto
de la administracién i.t. repetida del bloqueador T16A inn-a01 SObre la expresiéon de ATF3 (A-C),
caspasa-3 (D-F) y GAP43 (G-1) en los GRD L5 y L6 lesionados y L4 no lesionado después de la LNE.
Los datos se expresan como la media + e.e. del porcentaje de expresion normalizado contra B-actina
(n = 3). S: sham, V: vehiculo, T16A: T16Ainn-s01. Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba
de Student Newman Keuls. *P < 0.05 vs el grupo S, #P < 0.05 vs el grupo V.



Para determinar si los efectos observados con la administracion de T16Ainh-a01 €n
ratas con LNE se deben a su accidn sobre el canal Anol y no sobre otros blancos, el
efecto de MONNA, otro bloqueador altamente selectivo del canal Anol (Boedtkjer y
cols., 2015) se determin6 con el mismo esquema de administracion y su efecto se
evaluo 7 dias después de la LNE (Fig. 29).

La administracion i.t. repetida de 10 ug de MONNA disminuyd significativamente el
aumento en la expresion de Anol (Fig. 29A), ATF3 (Fig. 29B) y caspasa-3 (Fig. 29C)
inducida por la LNE en GRD L5 lesionado.
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Figura 29. Efecto de MONNA sobre la expresion de Anol, ATF3 y caspasa-3 en la LNE. Efecto de
la administracion i.t. repetida del bloqueador MONNA sobre la expresion de Anol (A), ATF3 (B) y
caspasa-3 (C) en el GRD L5 lesionado después de la LNE. Los datos se expresan como la media
* e.e. del porcentaje de expresion normalizado contra -actina (n = 3). S: sham, V: vehiculo, MON:
MONNA. Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Student Newman Keuls. *P < 0.05
vs el grupo S, #P < 0.05 vs el grupo V.

Estos datos indican que el bloqueo del canal Anol reduce el aumento de su propia

expresion y de los marcadores de dafio ATF3 y caspasa-3.
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7.3.3 Efecto del T16Ainn-a00 Y MONNA sobre la expresion de Anol, Bestl, ATF3,
caspasa-3 y GAP43 en ratas con TNE

La administracién i.t. repetida de 1 ug de T16Ainh-201 (Cada 24 h durante 3 dias) no
tuvo efecto sobre la expresion de Anol en los GRD L5y L4 (Fig. 30Ay 30B). De igual
manera, la administracion repetida del blogueador no redujo el aumento en la
expresion de Bestl inducida por la TNE en los GRD L5 y L4 comparado con el grupo
administrado con vehiculo, en ninguno de los dias evaluados (Fig. 30C y 30D).

Estos datos sugieren que el aumento en la expresion de Bestl inducida por la TNE

es independiente de la accion del canal Anol.

Por otro lado, la administracion repetida del bloqueador T16Ainh-a01 disminuyo el
aumento en la expresion de ATF3 inducido por la TNE en el GRD L5 lesionado, a los
7 y 14 dias después de la transeccion (Fig. 31A) y no tuvo efecto en la expresion de
ATF3 en el GRD L4 no lesionado (Fig. 31B). Ademas, la administracion del T 16Ainh-
ao1 ho disminuyo significativamente el aumento en la expresion de caspasa-3 inducida
por la TNE en el GRD L5 lesionado en ninguno de los dias evaluados y no tuvo efecto
en la expresion de caspasa-3 del GRD L4 no lesionado (Fig. 31C y 31D). Por ultimo,
el tratamiento con el T16Ainn-a01 N0 modificé el aumento en la expresion del marcador
de regeneracion neuronal GAP43 inducida por la TNE en los GRD L5 y L4 después
de la lesion (Fig. 31E y 31F).
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Figura 30. Efecto de T16A innao1 SObre la expresion de Anol y Bestl en la TNE. Efecto de la
administracion i.t. repetida del bloqueador T16A inn-a01 SObre la expresion de Anol (A, B) y Bestl (C, D)
en los GRD L5 lesionado y L4 no lesionado después de la TNE. Los datos se expresan como la media +
e.e. del porcentaje de expresion normalizado contra B-actina (n = 3). S: sham, V: vehiculo, T16A: T16Ainn-
ao1. Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Student Newman Keuls. *P < 0.05 vs el grupo

S.
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Figura 31. Efecto de T16Ainn-a01 S0Obre la expresion de ATF3, caspasa-3 y GAP43 en la TNE. Efecto
de la administracion i.t. repetida del bloqueador T16A inh-a01 SObre la expresion de ATF3 (A, B),
caspasa-3 (C, D) y GAP43 (E, F) en los GRD L5 lesionado y L4 no lesionado después de la TNE.
Los datos se expresan como la media + e.e. del porcentaje de expresién normalizado contra -
actina (n =3). S: sham, V: vehiculo, T16A: T16Ainn-a01. Prueba de ANOVA de una via seguida de la

prueba de Student Newman Keuls. *P < 0.05 vs el grupo S, #P < 0.05 vs el grupo V.



Para elucidar si los efectos observados con la administracion de T16Ainh-A01 €n ratas
con TNE se deben a su accion sobre el canal Anol, se determino el efecto de la
administracion i.t. de 10 uyg de MONNA, bajo el mismo esquema de administracion.
El efecto se evalud 7 dias después de la TNE (Fig. 32).

La administracion repetida de MONNA no tuvo efecto sobre la expresion de Anol en
el nervio transectado L5 (Fig. 32A). En contraste, la administracion de MONNA
disminuy6 de manera significativa el aumento en la expresion de ATF3 en el GRD L5

lesionado por la TNE (Fig. 32B), pero no redujo el aumento en la expresion de

caspasa-3 inducida por la TNE (Fig. 32C).
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Figura 32. Efecto de MONNA sobre la expresion de Anol, ATF3 y caspasa-3 en la TNE. Efecto
de la administracion i.t. repetida del bloqueador MONNA sobre la expresion de Anol (A), ATF3
(B) y caspasa-3 (C) en el GRD L5 lesionado después de la TNE. Los datos se expresan como la
media * e.e. del porcentaje de expresion normalizado contra $-actina (n = 3). S: sham, V: vehiculo,
MON: MONNA. Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Student Newman Keuls.
*P <0.05vs el grupo S, #P < 0.05 vs el grupo V.

Los datos obtenidos sugieren que el aumento en la expresion de Bestl es
independiente del canal Anol y que el bloqueo de Anol solo es capaz de reducir el

aumento en la expresiéon de ATF3.
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7.4 Efecto de la administracion de gabapentina en la alodinia mecanicay la

expresion de proteinas

La administracion i.t. de 100 ug de gabapentina (cada 24 h durante 3 dias) disminuy6
la alodinia mecanica desde el dia 7 y hasta el dia 21 posteriores a la lesion (Fig. 33A).
En el grafico del ABC (Fig. 33B) se puede observar el efecto antialodinico de la
administracion repetida de gabapentina comparada contra la administracion del
vehiculo (DMSO al 15%).

Para elucidar si la administracion de gabapentina modificaba la expresién del canal
Anol, asi como la expresion de los marcadores de dafio ATF3 y caspasa-3 en las
ratas con LNE o TNE, se evalud la expresion de estas proteinas en el GRD L5 siete
dias después de la lesion. La administracion repetida de gabapentina disminuyé
significativamente el aumento en la expresion de Anol inducido por la LNE en el GRD
L5 lesionado (Fig. 34A). Dado que la TNE no produjo cambios en la expresion de
Anol, el tratamiento con gabapentina no tuvo efecto en la expresion de este canal
(Fig. 34A).

Por otra parte, el tratamiento con gabapentina disminuyé de manera significativa el
aumento de la expresion de ATF3 inducido tanto por la LNE como por la TNE en el
GRD L5 lesionado (Fig. 34B).

En cuanto a la expresion del marcador de apoptosis caspasa-3, el tratamiento con
gabapentina disminuyd parcialmente el aumento en la expresion de esta proteina
inducida por la LNE en el GRD L5 lesionado, pero no tuvo efecto en el incremento de
la expresion de caspasa-3 inducido por la TNE, 7 dias después de la lesién (Fig. 34C).

Los datos obtenidos sugieren que la reduccion en la alodinia tactil inducida por la
gabapentina se correlaciona con una disminucion en la expresion de Anol, asi como

de ATF3 y caspasa-3 en ratas con LNE.



Sham

-®- LNE/Vehiculo
A -@- TNE/Vehiculo B
& LNE/Gabapentina 100 ng
-8 TNE/Gab tina 100
14- abapentina ng T
B : =
g ¥ [ =%
T 101 ?r_" i
1] ; _“‘\ \
£ /
/ 100+
Q J * / 1 <
- - * \ * Q
5 ¢ ” e 2
£ * .
S A * 50-
p- 4
o 2
wn '—4 @ :':‘::: :
o-
r T AAA T T T 1 0'
1 3 it. 7 10 14 21 S LNE TNE LNE TNE
DI lesia Vehiculo Gab
1as post-lesion (100 pg)

Figura 33. Efecto antialodinico de gabapentina en la LNE y la TNE. En el panel A se muestra el curso
temporal del efecto de la administracion i.t. repetida de gabapentina en ratas con LNE o TNE. Los datos
estan expresados como el 50% del umbral de retiro de la pata contra el tiempo. (n = 6) Prueba de
ANOVA de una via seguida de la prueba Student-Newman-Keuls. *P < 0.05 vs el grupo LNE/Vehiculo,
En el panel B se muestra el area bajo la curva (ABC) del efecto antialodinico de gabapentina. S: sham,
Gab: gabapentina. Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba Student-Newman-Keuls. 3P <
0.05 vs el grupo S, *P < 0.05 vs el grupo LNE/Vehiculo, #P < 0.05 vs el grupo TNE/Vehiculo.
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Figura 34. Efecto de gabapentina sobre la expresion de Anol, ATF3 y caspasa-3 en la LNE o la TNE.
Efecto de la administracion i.t. repetida de gabapentina sobre la expresién de Anol (A), ATF3 (B) y
caspasa-3 (C) en el GRD L5 lesionado 7 dias posteriores a la LNE o la TNE. Los datos se expresan
como la media * e.e. del porcentaje de expresion normalizado contra B-actina (n = 3). S: sham, V:
vehiculo, Gab: gabapentina. Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Student Newman
Keuls. *P < 0.05 vs el grupo S, #P < 0.05 vs el grupo V.
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7.5 Efecto de la sobreexpresion de Bestl en ratas naive
7.5.1 Amplificacion e identificacién del plasmido pCMV6-Bestl

El plasmido pCMV6-Bestl se amplifico en bacterias y se identificO mediante PCR de
punto final. Se obtuvieron dos muestras de pldsmido de 2 colonias independientes.
El fragmento amplificado por PCR se muestra en los carriles 3 'y 4 de la figura 35A, el
cual tiene el tamario del producto esperado de 2,059 pb.

El plasmido pCMV6-Bestl también se identificO mediante su digestion con dos
enzimas de restriccion, BamHI y Notl. En la Fig. 35B se observan los dos fragmentos
del tamafio esperado (uno de 1.5 kb y otro de 5 kb, aproximadamente) que se
obtuvieron de la digestion del plasmido original pCMV6-Bestl (carril 2) y del plasmido
amplificado (carril 3). No se obtuvo sefial cuando no se colocé el plasmido en la
reaccion (control negativo, carril 4). La concentracion del pldsmido de Bestl
amplificado por maxiprep fue de 1.695 pg/ul y la relacion de las absorbancias 260/280

fue de 1.97, indicando una pureza optima del plasmido.
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Figura 35. Identificacion del plasmido pCMV6-Bestl. A) Fragmento obtenido por PCR. En el carril
1: marcador de peso molecular (1 kb), carril 2: amplificado del control positivo del plasmido pCMV6-
Bestl, carriles 3 y 4: amplificado de muestras aleatorias del plasmido obtenido, carril 5: control
negativo, carriles 6-8: muestras 2, 3 y 4 sin amplificar. B) Fragmentos obtenidos del plasmido
pCMV6-Bestl mediante digestion con enzimas restriccion. En el carril 1: marcador de peso
molecular (1 kb), carril 2: digestion del control positivo del plasmido Bestl, carril 3: digestion del
plasmido asilado y purificado y carril 4: control negativo.



7.5.2 Sobreexpresion de Bestl en ratas naive

La inyeccion i.t. repetida de 10 pg (cada 24 h durante 3 dias) del plasmido pCMV6-
Bestl, pero no del plasmido pcDNA, aumentoé la expresion de Bestl en los GRD L4,
L5y L6, asi como en médula espinal de los animales naive (Fig. 36A a 36D). Por otra
parte, la inyeccion i.t. del plasmido pCMV6-Bestl no modificd la expresion de Bestl
en el nervio ciatico (Fig. 36E), lo que sugiere que la administracion a nivel lumbar solo

permite la sobreexpresion del pldsmido en un &rea cercana al sitio de inyeccion.
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Figura 36. Determinacion de la expresion de Bestl en ratas administradas con pCMV6-Best1.
Expresion de Bestl en los GRD L4 (A), L5 (B) y L6 (C), médula espinal dorsal (D) y nervio ciatico
(E) después de la administracion i.t. repetida del plasmido pCMV6-Bestl (pBestl). Los datos se
expresan como la media + e.e. del porcentaje de expresion normalizado contra B-actina (n = 3). N:
naive. Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett. *P < 0.05 vs el grupo N.
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7.5.3 Efecto de la sobreexpresion de Bestl en ratas naive

La administracion i.t. repetida (10 ug cada 24 h durante 3 dias) del plasmido pCMV6-
Bestl disminuy6 de manera significativa el umbral de retiro de la pata desde el dia 3

hasta 10 dias después del inicio de la administracion del plasmido. (Fig. 37).
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Figura 37. Curso temporal de la alodinia mecéanica inducida por el pCMV6-Bestl en ratas naive.
Curso temporal de la alodinia mecanica inducida por la administracion i.t. repetida del plasmido
pCMV6-Bestl. Los puntos representan la media + e.e. del 50% del umbral de retiro de la pata (g) (n
= 6). Prueba de ANOVA de dos vias seguida de la prueba de Student-Newman-Keuls. ***P < 0.01
vs el grupo naive.



7.6 Efecto del bloqueo del canal Bestl

7.6.1 Efecto del CaCCinn-a01 €n la alodinia mecanica inducida por la sobreexpresion
de Bestl

La administracion i.t. de una sola administracion de CaCCinn-a01 (3 dias después de la
Gltima administracion del plasmido) disminuyé de manera dependiente de la dosis (1
y 10 pg) la alodinia mecanica inducida por la sobreexpresion de Best1 en ratas
intactas. El efecto se observé desde la primera hora que se administro el bloqueador
y durante las 8 h de evaluacién, comparado con el grupo administrado con vehiculo
(Fig. 38A). Este efecto se observa claramente en la grafica del area bajo la curva (Fig.
38B).

Para descartar la participacion del canal Anol en la conducta alodinica inducida por
la administracion repetida del plasmido pCMV6-Bestl, se administré de manerai.t. 1
Mg del bloqueador T16Ainn-a01. La administracién del bloqueador de Anol no
disminuyo la alodinia mecanica en las ratas que sobreexpresaron Bestl (Fig. 38C y
38D). Estos datos confirman que el efecto alodinico observado en ratas que

sobreexpresaron Bestl se debe especificamente a la accion del canal Bestl.
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Figura 38. Efecto antialodinico de CaCCinn-a01 €n ratas que sobreexpresaron Bestl. En los paneles
A y C se muestra el curso temporal del efecto antialodinico de la administracion i.t. de los
bloqueadores CaCCinn-ao1 Y T16Ainn-a01 respectivamente en ratas que sobreexpresaron Bestl. Los
datos estan expresados como el 50% del umbral de retiro de la pata contra el tiempo. En los paneles
B y D se muestra el rea bajo la curva (ABC) del efecto antialodinico de los farmacos. Los datos se
expresan como la media + e.e. de 6 animales por grupo. S: sham, V: vehiculo, T16A: T16Ainn-a01.
Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba Student-Newman-Keuls. #P < 0.05 vs el grupo
pcDNA, *P < 0.05 vs el grupo V.



7.6.2 Efecto del CaCCinn-ao1 SObre la expresion de Bestl, ATF3, caspasa-3 y GAP43

en ratas que sobreexpresaron Bestl

La administracion i.t. de una sola dosis de 10 pg de CaCCinn-ao1 disminuyo la expresién
de Bestl en los GRD L5, L6 y L4 en ratas que sobreexpresaron el canal Bestl (Fig.
39).
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Figura 39. Efecto de CaCCinn-ao1 SObre la expresion de Bestl en ratas que sobreexpresaron Bestl.
Efecto de la administracion i.t. del bloqueador CaCC inn-a01 SObre la expresion de Bestl en los GRD
L5 (A), L6 (B) y L4 (C) en ratas que sobreexpresaron Bestl. Los datos se expresan como la media
* e.e. del porcentaje de expresion normalizado contra 3-actina (n = 3). V: vehiculo, CaCC: CaCCinn-
ao1. *P < 0.05 vs el grupo pcDNA, *P < 0.05 vs el grupo V. Prueba de ANOVA de una via seguida
de la prueba de Student Newman Keuls.

Por otra parte, la sobreexpresiéon de Bestl no modifico la expresion de los marcadores
de dafio ATF3 (Fig. 40A a C) y caspasa-3 (Fig. 40D a 41F) en los GRD L5, L6 y L4.
De hecho, el tratamiento con el CaCCinn-a01 N0 cambio la expresion de estas proteinas
(Fig. 40A a 40F). Sin embargo, la sobreexpresion de Bestl incremento la expresion
del marcador de regeneracion GAP43 en los GRD L5, L6 y L4 (Fig. 40G a 40I). La
administracion del CaCCinn-a01 disminuyd el aumento en la expresion de GAP43
inducida por la sobreexpresion de Bestl en los GRD evaluados (Fig. 40G a 40I)
comparado con el grupo de ratas que sobreexpresaron Bestl administrado sélo con

vehiculo.
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Figura 40. Efecto del CaCCinn-a01 SObre la expresion de ATF3, caspasa-3 y GAP43 en ratas que
sobreexpresaron Bestl. Efecto de la administracién i.t. del bloqueador CaCC inn-a01 SObre la
expresion de ATF3 (A-C), caspasa-3 (D-F) y GAP43 (G-I) en los GRD L5, L6 y L4 en ratas que

sobreexpresaron Bestl. Los datos se expresan como la media + e.e. del porcentaje de

expresion normalizado contra B-actina (n = 3). V: vehiculo, CaCC: CaCCinn-ao1. Prueba de
ANOVA de una via seguida de la prueba de Student Newman Keuls. #P < 0.05 vs el grupo

pcDNA, *P < 0.05 vs el grupo V.



7.6.3 Efecto del CaCCinn-a01 SObre la alodinia tactil en ratas neuropaticas

La administraciéon de un bolo de 1 y 10 pug del CaCCinh-ao1 disminuyé la alodinia
mecanica desde los primeros 30 min hasta la ultima hora de evaluacion en ratas con
LNE (Fig. 41A), con un efecto dependiente de la dosis (Fig. 41B). Asimismo, la

administracion de CaCCinn-a01 disminuy0 la alodinia mecanica de manera dependiente

de la dosis en ratas con TNE (Fig.41C y 41D).

Sham

A —o— LNE/Vehiculo B
4 LNE/CaCCy,a01 1 18
; LNE/CaCC,, a0; 10 118 i
@ 15 125
2 124 100
o *
As 6 T
_g 9 [ g 754
© <
- - 1 * R
o 6 ¥ = 50
N N N T
BDQ 3+ 4 254
o ———— ¢ —¢ ———————*
2 0- 0-
Basal 1 2 3 4 5 6 7 8 S Vv 1 10
L CaCCiyp.po1 (1B)
Sham
C -&— TNE/Vehiculo D
&~ TNE/CaCC,y an; 1118
TNE/CaCCiop a0 10 18
E 15+ 125
° .
.E 124 —A 1001 — *
v 1
(] 94 751
3 " 2
© y - = *
5 6 i 50
g ......................................... Srilesad
= 34 A i 251 #
=) -y —* e
wn 0- 0
Basal 1 2 3 4 5 6 7 8 S Vv 1 10
Tiempo (horas) CaCC;p 01 (1E)
nh-

Figura 41. Efecto antialodinico de CaCCinn-ao1 €n la LNE o la TNE. Efecto antialodinico del
bloqueador CaCCinn-ao01 €n ratas con LNE o TNE. En los paneles Ay C se muestra el curso temporal,
los datos estan expresados como el 50% del umbral de retiro de la pata contra el tiempo. En los
paneles B y D se muestra el area bajo la curva (ABC) del efecto antialodinico del farmaco. Los
datos se expresan como la media = e.e. de 6 animales por grupo. S: sham, V: vehiculo, T16A:
T16Ainn-a01. #P < 0.05 vs el grupo S, *P < 0.05 vs el grupo V. Prueba de ANOVA de una via seguida
de la prueba Student-Newman-Keuls.
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7.6.4 Efecto del CaCCinn-a01 SObre la expresion de Bestl, ATF3, caspasa-3 y GAP43

en ratas con LNE

El blogueo del canal Bestl en ratas con LNE se determind saber si era capaz de
modificar la expresion de los marcadores ATF3, caspasa-3 y GAP43 en los GRD L5,
L6 y L4, mediante la administracion i.t. de una sola dosis de 10 ug del bloqueador
CaCCinh-a01.

Como se habia demostrado previamente en el curso temporal de expresion, no se
modifico la expresion del canal Bestl a los 7 dias después de la LNE en los GRD L5,
L6 lesionados y L4 no lesionado (Fig. 42A a 42C). En estos animales el tratamiento

con CaCCinn-ao1 NO tuvo ningun efecto (Fig. 42)
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Figura 42. Efecto de CaCCim-ao1 SObre la expresion de Bestl en ratas con LNE. Efecto de la
administracion i.t. del bloqueador CaCC inn-a01 SObre la expresion de Bestl en los GRD L5 (A), L6
(B) y L4 (C) en ratas con LNE. Los datos se expresan como la media + e.e. del porcentaje de
expresion normalizado contra B-actina (n = 3). S: sham, V: vehiculo, CaCC: CaCCinnh-a01. Prueba

de ANOVA de una via, no significativa.

Por otra parte, la administracion de CaCCinh-a01 NO tuvo efecto en el aumento en la
expresion de ATF3, caspasa-3 y GAP43 inducido por la LNE en los GRD L5y L6 (Fig.
43). De igual manera, el CaCCinn-a01 NO tuvo efecto en el aumento de la expresion de

GAP43 en el nervio L4 no lesionado inducido por la ligadura (Fig. 43l).
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Figura 43. Efecto de CaCCinn-a01 SObre la expresion de ATF3, caspasa-3 y GAP43 en la LNE. Efecto
de la administracion i.t. del bloqueador CaCC inh-a01 SObre la expresion de ATF3 (A-C), caspasa-3
(D-F) y GAP43 (G-I) en los GRD L5, L6 y L4 en ratas con LNE. Los datos se expresan como la
media + e.e. del porcentaje de expresién normalizado contra B-actina (n = 3). S: sham, V: vehiculo,
CaCC: CaCCinn-ao1. Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Student Newman Keuls.

#P < 0.05 vs el grupo S.
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Estos datos indican que los cambios inducidos por la LNE en la expresién de Anol,
ATF3, caspasa-3 y GAP43 no dependen de la accion del canal Bestl.

7.6.5 Efecto del CaCCinn-a01 SObre la expresion de Bestl, ATF3, caspasa-3 y GAP43

en ratas con TNE

En el caso de los animales con TNE se observé que la administracion i.t. del
blogueador CaCCinn-a01 redujo el aumento en la expresion de Bestl (Fig. 44A y 44B)
y de GAP43 (Fig. 44G y 44H) inducida por la transeccién del nervio L5, tanto en el
GRD L5 lesionado como en el L4 no lesionado. El bloqueador no tuvo efecto en el
aumento de la expresion de ATF3 (Fig. 44C y 44D) y caspasa-3 (Fig. 44E y 44F)
observado en el GRD L5 después de la TNE.

Estos resultados indican que el canal Bestl participa en la regulacion de su propia

expresion, asi como en la expresion de GAP43.
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Figura 44. Efecto de CaCCinn-a01 SObre la expresion de Bestl, ATF3, caspasa-3 y GAP43 en la TNE.
Efecto de la administracion i.t. del bloqueador CaCC inn-a01 SObre la expresion de Bestl (A, B), ATF3 (C,
D), caspasa-3 (E, F) y GAP43 (G, H) en los GRD L5 lesionado y L4 no lesionado de ratas con TNE. Los
datos se expresan como la media * e.e. del porcentaje de expresion normalizado contra -actina (n = 3).
S: sham, V: vehiculo, CaCC: CaCCinn-ao1. Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Student
Newman Keuls. #P < 0.05 vs el grupo S., *P < 0.05 vs el grupo V.




En las tablas 1, 2 y 3 se muestran resumidos los efectos de la administracion i.t. de
los bloqueadores T16Ainn-a01, MONNA y CaCCinh-a01 SObre la expresion de Anol,
Bestl, ATF3, caspasa-3 y GAP43 inducida por los modelos de dolor neuropético
empleados (LNE y TNE) y por la sobreexpresién de Bestl en ratas naive.

Tabla 1. Efectos del bloqueo de los canales Anol y Bestl en la LNE.

66

Ligadura de los nervios espinales

Tratamiento Proteina GRD L5 lesionado | GRD L6 lesionado | GRD L4 no lesionado
evaluada
Anol 1 1 1
. Bestl - t itori R
Sin es 1 transitorio
Tratamiento ATF3 ) 1 -
(Vehiculo) Caspasa-3 1" 1 .
GAP43 M 1 T
Anol ! ! !
Bloqueo de Bestl - NM -
Anol ATF3 | | :
(T16Ainn-a01
0 MONNA) Caspasa-3 | l -
GAP43 NM NM NM
Anol ND ND ND
Bloqueo de Bestl - 3 -
Bestl ATF3 NM NM -
(CaCCinn-aor) Caspasa-3 NM NM .
GAP43 NM NM -

(1) aumento de la expresion, (|) disminucion de la expresion, (-) sin cambios comparado con la
expresion basal, (ND) no determinado, (NM) no modifico la expresion inducida por la LNE.




Tabla 2. Efectos del bloqueo de los canales Anol y Bestl en la TNE.

Transeccion del nervio espinal L5

Tratamiento Proteina evaluada GRD L5 lesionado GRD L4 no lesionado
Anol - -
Bestl 1 1
Sin Tratamiento ATF3 1 ]
(Vehiculo)
Caspasa-3 ™" -
GAP43 " 1
Anol -
Bestl
Bloqueo de Anol ! !
(TlGAinh.Am (0] ATF3 l -
MONNA) Caspasa-3 ) -
GAP43 NM NM
Anol ND ND
Bestl ! !
Bloqueo de Bestl ATE3 NM -
CaCCinp-
( in-A01) Caspasa-3 NM -
GAP43 ! l

(1) aumento de la expresion, (|) disminucion de la expresion, (-) sin cambios comparado con la
expresioén basal, (ND) no determinado, (NM) no modificé la expresién inducida por la TNE.

Tabla 3. Efectos del bloqueo de los canales Anol y Bestl en la sobreexpresion de Bestl.

Sobreexpresion de Bestl en ratas naive

Tratamiento Proteina GRD L5 GRD L6 GRD L4
evaluada
Anol ND ND ND
. Bestl
Sin 1 1 1
Tratamiento ATF3 - - -
(Vehiculo) Caspasa-3 - - -
GAP43 1 1 1
Anol ND ND ND
Bestl
Bloqueo de ! : !
Bestl ATF3 B B B
(CaCCinn-ao1) Caspasa-3 - - -
GAP43 ! ! l

(1) aumento de la expresion, (|) disminucion de la expresion, (-) sin cambios comparado con la
expresion basal, (ND) no determinado.
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8. DISCUSION

81 Efecto de la LNE o la TNE sobre la expresion de Anol, Bestl, ATF3 y
caspasa-3 en los GRD L5/L6

La LNE y TNE son modelos de dolor neuropatico ampliamente utilizados. De manera
similar a lo que previamente se ha reportado (Kim y Chung, 1992; Liu y cols., 2000),
en este estudio se observo que la LNE y TNE provocaron una drastica disminucion
del umbral del retiro de la pata, lo que se traduce como alodinia mecéanica. La alodinia

se presenta desde el primer dia y se mantiene hasta el dia 21 después de la lesién.

En este trabajo se evalud la participacion de los canales de Cl- activados por Ca2*
Anol y Bestl, en ambos modelos de dolor neuropatico en la rata. La LNE aumento
la expresion del canal Anol en los GRD de nervios lesionados L5 y L6 pero su efecto
sobre la expresion de Bestl fue modesto y transitorio. Estos resultados concuerdan
con el reporte de Pineda-Farias y cols. (2015) en el que se encontré que la LNE
aumenta la expresion del ARNm y de la proteina de Anol en un conjunto de GRD
gue comprende de L4 a L6. En este mismo reporte no se encontraron cambios en la
expresion del ARNm o de la proteina de Bestl después de la ligadura (Pineda-Farias
y cols., 2015). Es posible que el hecho de haber estudiado la expresion de Bestl en
un conjunto de GRD enmascarara el efecto ligero de la LNE sobre la expresion de
Bestl que nosotros si observamos al estudiar cada GRD de manera independiente.

Existen varios reportes que demuestran la participacion del canal Anol en la
transduccion de estimulos nocivos (Cho y cols., 2012) y en el procesamiento del dolor
de tipo inflamatorio (Liu y cols., 2010; Garcia y cols., 2014; Lee y cols., 2014;
Takayama y cols., 2015) y neuropético (Lee y cols., 2014; Pineda-Farias y cols.,
2015). Sin embargo, no ha quedado clara la participacion del canal Bestl en el dolor
neuropatico inducido por la LNE (Pineda-Farias y cols., 2015).



Por otra parte, la participacion de los canales Anol y Bestl en el dolor neuropatico
inducido por la TNE no ha sido reportado. La TNE aumenté la expresion de Bestl,
pero no la expresion del canal Anol en el GRD L5 lesionado. Estos resultados
concuerdan con el estudio de Boudes y cols. (2009) donde reportan que en ratones
la transeccion del nervio ciatico aumenta el ARNm de Bestl, pero no el de Anol. Se
ha descrito que después de la transeccion del nervio ciético, la corriente de CI-
activada por Ca?* (lcica)) aumenta en las neuronas lesionadas, lo que sugiere la
participacion de algun miembro de los canales CaCC en la transeccion de los nervios
(Sanchez-Vives y Gallego, 1994; Lancaster y cols., 2002; André y cols., 2003).
Ademas, el tratamiento con el ARNi para Bestl inhibe el incremento en la Icica) €n las
neuronas aisladas de ratones cuyo nervio ciatico fue transectado (Boudes y cols.,
2009). Estos datos sugieren que el canal Bestl podria tener una participacion mas

relevante en el dolor inducido por la transeccion de los nervios espinales

La regulacion de la expresiéon de los canales Anol y Bestl no se conoce
completamente. Se ha descrito que en la secuencia promotora del gen de Anol se
localiza un sitio de union para el transductor de sefiales y activador de la transcripcion
6 (STATS6, por sus siglas en inglés) que induce la expresion de Anol en el musculo
gastrico y en el epitelio bronquial (Mazzone y cols., 2015; Qin y cols., 2016). Se ha
reportado que la IL-4 se libera de células no neuronales durante el dafio al nervio y
es capaz de activar a STAT6 a través de la union con su receptor IL-4R (Kiguchi y
cols., 2015); de esta forma podria modularse la expresion del canal Anol en el GRD,
pero se requiere mas evidencia experimental para sustentar esto. En el caso de
Bestl, el factor de transcripcion SOX9 interactia con los factores de transcripcion
MITF y OTX2 para unirse al promotor del gen BEST1 y promover su transcripciébnen
células del epitelio pigmentario de la retina (Esumi y cols., 2009; Masuda y Esumi,
2010). Aunque no se conoce de qué manera se estaria activando SOX9 en el GRD,
se sabe que en las células de Schwann aumenta la expresion de SOX9 después de
la lesién al nervio (Balakrishnan y cols., 2016); probablemente la intima interaccion
de las células de Schwann con las neuronas del GRD lesionado contribuya a modular

la expresion de Bestl. La lesion por la ligadura o transeccion de las fibras nerviosas
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promueve la activacion de vias de sefalizacion que convergen en la fosforilacion y
activacion de multiples factores de transcripcion, los cuales a su vez regulan la
expresion de una gran diversidad de canales ionicos y receptores de membrana
(Navarro y cols., 2007). A partir de nuestros datos, queda claro que la activacion de
las vias de sefalizacion que se desencadenan durante la ligadura o la transeccién de
los nervios periféricos no es la misma, sino que difieren segun el tipo de dafio que se
induce. Esto se aprecia aun mas al observar que el curso temporal de la expresion
del canal Anol y Bestl es transitoria en la LNE, pero la expresion de Bestl es
sostenida en la TNE. Incluso, la regulacion de la expresion de estos canales difiere
entre los GRD L5 y L6 lesionados, lo que podria tener un papel relevante en la

respuesta celular ante el dafio en cada uno de los GRD analizados.

Por otra parte, el aumento en la expresion del factor de transcripcion ATF3 se ha
utilizado ampliamente como un marcador que pone en evidencia el dafio neuronal en
varios modelos de dolor neuropatico (Tsujino y cols., 2000; Shortland y cols., 2006;
Brdz y Basbaum, 2010; Salinas-Abarca y cols., 2017), aunque no se conoce
exactamente de qué manera el ATF3 participa en el dolor neuropatico. En este
sentido, la LNE y la TNE aumentaron la expresion de ATF3 en los GRD lesionados
L5y L6, pero no en el GRD L4 (no lesionado). Reportes previos han demostrado que
el incremento de la expresion de ATF3 después de la lesion del nervio podria ser
importante para activar los mecanismos de supervivencia y regeneracion neuronal
(Seijffers y cols., 2006, 2007; Gey y cols., 2016), pero ATF3 no parece tener una
participacion directa en la modulacién de las conductas nociceptivas (Salinas-Abarca
y cols., 2018).

La proteina caspasa-3 se activa y aumenta su expresion en procesos de apoptosis y
muerte celular, por lo que se ha utilizado como un marcador de dafio celular (Joseph
y Levine, 2004; Sekiguchi y cols., 2009; Ding y cols., 2017). De manera similar al
efecto observado sobre ATF3, la LNE y la TNE aumentaron la expresiéon de caspasa-
3 enlos GRD L5y L6 ligados o L5 transectado, pero no modificaron la expresion de
caspasa-3 en el GRD L4 (no lesionado). En este sentido, se puede apreciar que el



aumento en la expresion de ATF3 y caspasa-3 es mayor y sostenida en la TNE
comparada con la expresion transitoria de estos marcadores en la LNE. Si se
considera que cuanto mayor es la expresion de ATF3 y caspasa-3 mayor es el dafio
provocado por la lesion, se puede sugerir que la diferencia en la expresion de los
canales Anol y Bestl depende del grado de la lesidon del nervio, por lo que nuestros

datos apoyan que la TNE estara causando un dafio mayor que la LNE.

82 Efecto de laLNE o TNE sobre la expresién de Anol, Bestl, ATF3 y caspasa-
3enel GRD L4

La LNE aument6 la expresion de Anol pero no de Bestl en el GRD L4 (no lesionado).
En contraste, la TNE aumento la expresion de Bestl pero no la de Anol en el GRD
L4, lo que sugiere que la regulacion de los canales CaCC, va mas alld de sdlo
incrementar su respuesta al dafio. Previamente se ha reportado que en el nervio no
lesionado varios receptores, canales idnicos y neuropéptidos aumentan su expresion
después de la ligadura del nervio espinal L5. Por ejemplo, el receptor TRPV1
(Fukuoka y cols., 2002), TRPA1 (Katsura y cols., 2006); canales Navizy Navis
(Fukuoka y cols., 2012), CGRP (Fukuoka y cols., 1998) y BDNF (Fukuoka y cols.,
2001). Sin embargo, nuestro estudio es el primer reporte en el cual se describe el
aumento de un canal i6nico (Bestl) en el GRD L4 (no lesionado) después de la
transeccion del L5. Ademas, en nuestro trabajo queda claro que la LNE incrementa
la expresion de Anol en el GRD L4, lo cual no pudo observarse en el trabajo reportado
por Pineda-Farias y cols. (2015), ya que en ese caso el analisis de la expresion de

Anol se realizé en una mezcla de GRD L4, L5y L6.

El aumento en la expresion de las proteinas Anol o Bestl en el GRD L4 no se debe
a una lesion causada durante el procedimiento quirurgico, ya que la LNE y TNE no
aumentaron la expresion de ATF3 y caspasa-3. Estos datos confirman que el nervio
espinal L4 no esta dafiado y que los cambios observados en la expresion de proteinas
del GRD L4 son consecuencia de la lesion provocada en los nervios adyacentes L5y
L6.
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El desarrollo del dolor neuropético esta asociado al aumento de la excitabilidad de las
neuronas lesionadas del nervio espinal L5. Sin embargo, cuando el GRD L5 se
remueve por ganglionectomia o se secciona el nervio espinal L5 por rizotomia para
excluir su contribucion al dolor neuropatico, aun hay presencia de hiperalgesia
mecanica en ratas (Sheth y cols., 2002). Por eso se ha propuesto que los nervios no
dafados adyacentes al nervio lesionado contribuyen al mantenimiento del dolor
neuropatico. De hecho, se ha reportado que después de la transeccion de L5
aumenta la excitabilidad de L4 (Djouhri y cols., 2012). Ademas, el aumento en la
expresion de canales idnicos y neuromoduladores excitadores se ha correlacionado
con el incremento en la actividad espontanea encontrada en neuronas no lesionadas
del GRD L4 (Djouhriy cols., 2012; Gemes y cols., 2013).

El mecanismo por el cual el GRD L4 (no lesionado) cambia la expresion de proteinas
y contribuye al dolor neuropatico no se sabe con claridad. Se ha propuesto que la
liberacion de citocinas proinflamatorias durante la degeneracion Walleriana del axén
lesionado influye en el cambio de fenotipo de las neuronas del GRD del nervio L4 no
lesionado (Li y cols., 2000; Sheth y cols., 2002; Ringkamp y Meyer, 2005). Esto se
sustenta por el hecho de que la constriccién cronica del nervio ciatico en ratones
C57B1/WId que no desarrollan degeneracion Walleriana produce una menor
hiperalgesia térmica y mecanica y una reducida rearborizacién de las fibras nerviosas
simpaticas, comparado con la hiperalgesia de los ratones silvestres (Ramer y cols.,
1997).

Se ha postulado que el nervio L4 no lesionado puede generar nuevas ramificaciones
dendriticas que permiten hacer contacto sinaptico con el nervio L5 lesionado (Ramer
y cols., 1997; Djouhriy cols., 2012; Gemes y cols., 2013). Por esta razon se determino
la expresion de la proteina GAP43, la cual se considera un marcador de procesos de

regeneracion neuronal (Meiri y cols., 1988; Woolf y cols., 1992; Seijffers y cols., 2006).



8.3 Efecto de la LNE o TNE sobre la expresion del marcador GAP43

La proteina GAP43 patrticipa en la polimerizacion de los filamentos de actina para la
elongacion del cono axonal y su actividad se regula al ser fosforilada por la PKC (He
y cols., 1997; Dent y cols., 1998). La sobreexpresion de GAP43 favorece el
crecimiento de neuritas y del cono axonal de los nervios lesionados (Woolf y cols.,
1990; Coggeshall y cols., 1991), por lo que es posible que un aumento en su

expresion favorezca la recuperacion del dafio provocado por la cirugia.

Los datos obtenidos indican que tanto la LNE como la TNE aumentan la expresion de
GAP43 en los GRD L5y L6 lesionado, asi como en el GRD L4 no lesionado. A nuestro
conocimiento, esta es la primera vez que se reporta que la lesion de los nervios
espinales induce el incremento de GAP43 en el GRD L4 no lesionado. Aunque
nuestros resultados no nos permiten determinar cuél es la funcién que lleva a cabo
GAP43 en los GRD de nervios lesionados o intactos, se puede sugerir que la
expresion de proteinas relacionadas con la reparacion del dafio promueve la
supervivencia de las neuronas dafiadas, como ha sido descrito previamente (Seijffers
y cols., 2007). En el caso del nervio no lesionado, GAP43 pudiera favorecer el
crecimiento de neuritas e incluso rearborizacién dendritica (Woolf y cols., 1990;
Coggeshall y cols., 1991), lo que contribuiria al mantenimiento del dolor neuropatico.
Sin embargo, seria necesario realizar experimentos diseflados para probar estas

hipotesis.

84 Efecto del blogueo de Anol en la LNE o TNE

Existe evidencia que demuestra que el bloqueo farmacolégico o molecular del canal
Anol reduce la alodinia mecanica y la hiperalgesia térmica en ratas y ratones
neuropaticos (Lee y cols., 2014; Pineda-Farias y cols., 2015). Previamente se ha
reportado que una sola administracion de T16Ainh-a01 reduce la alodinia mecanica
hasta por 8 h y que la administracion repetida del bloqueador disminuye la expresion
de Anol en el conjunto de GRD L4 a L6 (Pineda-Farias y cols., 2015). En nuestro
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estudio se demostrd que la administracion i.t. repetida (cada 24 h durante 3 dias) de
los bloqueadores del canal Anol, T16Ainh-a01 Y MONNA en ratas con LNE es capaz
de reducir la alodinia mecéanica de manera sostenida hasta por 14 dias. Ademas, la
administracion repetida de los bloqueadores de Anol no solo disminuy6 el incremento
de la expresion del canal Anol inducido por la LNE en los GRD L5 y L6 lesionados,

sino también en el GRD L4 no lesionado.

De manera interesante, la administracion repetida del T16Ainh-a01 disminuyo
ligeramente (hasta por 7 dias) la alodinia mecanica inducida por la transeccion en
ratas con TNE. Sin embargo, la administracion del bloqueador MONNA no tuvo este
efecto. Si bien, se ha reportado que el bloqueador T16Ainh-a01 €S Selectivo para los
canales Anol y no se une a otro tipo de canal de CI- (Namkung y cols., 2011; Bradley
y cols., 2014), se ha demostrado que dependiendo de la dosis, el T16Ainn-a01 €S capaz
de inhibir canales Cav en células A7r5 (Boedtkjer y cols., 2015). Esto toma
importancia ya que en la TNE se ha reportado un aumento de la expresion de canales
Cav (Li y cols., 2004); el blogueo de estos canales con las dosis que nosotros
empleamos de T16Ainh-a01 podria contribuir al efecto antialodinico observado en ratas
con TNE y que no se observé con el MONNA, lo que sugiere que los canales Anol
no participan en el desarrollo y mantenimiento del dolor neuropatico inducido por la
TNE.

Por otro lado, se observo que la administracion repetida de T16Ainh-a00 0 de MONNA
redujo parcialmente el incremento en la expresiéon de ATF3 inducida por la LNE o la
TNE en los GRD lesionados. De manera similar, los bloqueadores de Anol atenuaron
de manera modesta el aumento de la expresién de caspasa-3, Unicamente 7 dias
después de la LNE, sin modificar el aumento de la expresion inducido por la TNE. El
mecanismo por el cual, el bloqueo de Anol disminuye la expresion de ATF3 y
caspasa-3 se desconoce. Sin embargo, nosotros hipotetizamos que al bloquear el
canal Anol, la hiperexcitabilidad causada por la activacién de este canal disminuye
(Liu y cols., 2010; Jin y cols., 2013; Lee y cols., 2014; Pineda-Farias y cols., 2015;
Takayama y cols., 2015). Al reducir la excitabilidad se reduce también la entrada de



Ca?*, lo que puede contribuir a la menor activacion de las vias de sefializacién
dependientes de Ca?* que induzcan la activacion y expresion de ATF3 y caspasa-3.
Para demostrar si una reduccion en la excitabilidad inducida por la LNE o la TNE
puede atenuar el aumento en la expresion de los marcadores de dafio (ATF3 y
caspasa-3), se realizé la administraciéon de gabapentina, un farmaco ampliamente

utilizado para reducir el dolor neuropatico (Hunter y cols., 1997).

85 Efecto de la gabapentina sobre Anol, ATF3 y caspasa-3 en la LNE o TNE

La administracion repetida de gabapentina (durante 3 dias cada 24 h) revirtio la
alodinia mecanica inducida tanto por la LNE como por la TNE. La gabapentina es un
farmaco ampliamente utilizado para el tratamiento del dolor neuropatico (Hunter y
cols., 1997; Abdi y cols., 1998; Salinas-Abarca y cols., 2017). Se ha propuesto que el
mecanismo de accion de la gabapentina es su union a la subunidad a26 de los canales
Cav (Gee y cols., 1996) y la inhibicion de la transmision glutamatérgica (Suman-
Chauhany cols., 1993). Ademas, existe evidencia que demuestra que la gabapentina
es capaz de suprimir la actividad eléctrica espontanea de las neuronas lesionadas
por constriccion cronica del nervio ciatico, sin modificar la velocidad de conduccion
de las fibras mecanorreceptoras que detectan estimulos inocuos (Pan y cols., 1999).
Recientemente se ha demostrado que la subunidad a20 interacciona con el receptor
NMDA para potenciar la transmision sinaptica excitadora y que la gabapentina inhibe
esta interaccion disminuyendo la excitabilidad neuronal y, por consiguiente,

reduciendo la nocicepcion (Chen y cols., 2018).

Los resultados obtenidos indican que la administracion i.t. repetida de gabapentina
reduce el incremento en la expresion de Anol inducida por la LNE, sin afectar la
expresion de basal de Anol en ratas con TNE. Ademas, la gabapentina redujo el
aumento en la expresion de ATF3 inducido por la LNE y la TNE en el GRD L5 y
disminuy6 parcialmente el aumento en la expresion de caspasa-3 en el GRD de nervio
ligado L5, sin modificar la expresién de esta proteina en el GRD L5 transectado. La

diferencia en la capacidad de la gabapentina para atenuar la
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expresion de caspasa-3 en la LNE, pero no en la TNE, podria explicarse en parte por
la severidad del dafio que ocurre en la TNE. Estos datos sugieren que la reduccion
de la excitabilidad neuronal disminuye la expresién de canales i6nicos excitadores
como Anol y en consecuencia esto atenda las conductas nociceptivas y el dafio
neuronal. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para dilucidar estos

mecanismos.

86 Efecto de la sobreexpresion de Bestl sobre la alodinia mecanica

Para evidenciar el papel del canal Bestl en el procesamiento nociceptivo se
sobreexpresd Bestl mediante la administracion i.t. repetida del plasmido pCMV6-
Bestl en ratas naive. Las ratas que sobreexpresaron Bestl desarrollaron alodinia
mecdanica después del inicio de la administracién del plasmido y hasta por 10 dias.
Hasta el momento, no existe en la literatura un reporte previo acerca del efecto

pronociceptivo de la sobreexpresion de Bestl en ratas naive.

La alodinia mecanica inducida por la sobreexpresion de Bestl se debid
especificamente a la actividad de Bestl, ya que ésta se redujo en presencia del
bloqueador no selectivo de los canales CaCC, el CaCCinn-a01. Aunque se ha reportado
gue el CaCCinh-ao1 bloquea tanto al canal Bestl como al canal Anol (De la Fuente y
cols., 2008; Namkung y cols., 2010; Liu y cols., 2015), la administracion de T16Ainh-
ao1 NO revirtid la alodinia mecénica en ratas que sobreexpresaron Bestl, sugiriendo
gue el efecto antialodinico observado con el tratamiento del CaCCinn-ao1 €std mediado

especificamente por el bloqueo de Bestl.

Por otro lado, la sobreexpresion de Bestl no modificé la expresion de los marcadores
de dafio ATF3 y caspasa-3 en los nervios evaluados, por lo que podemos concluir
gue la sobreexpresion de Bestl no produce dafo neuronal per se. En contraste, la
sobreexpresion de Bestl aumentd la expresion del marcador de regeneracion GAP43
en los GRD L4, L5, y L6 y su expresion disminuyé con la administracion del
bloqueador CaCCinn-a01. EStos datos sugieren que el canal Bestl modula la expresion



de GAP43, pero se requieren mas experimentos para elucidar el mecanismo a través

del cual se produce esta regulacion.

8.7 Efecto del blogueo de Bestl sobrela LNEy TNE

El bloqueo del canal Bestl por el CaCCinn-aor disminuyd la alodinia mecénica
producida por la LNE. Si bien nuestros datos demuestran que la LNE no incrementa
la expresion de Bestl, no se puede descartar la posibilidad de que el bloqueo de los
canales Bestl presentes de manera basal en el GRD sea suficiente para atenuar la
alodinia mecanica en ratas con LNE. Estos datos concuerdan con lo reportado por
Pineda-Farias y cols. (2015) donde se observa que la administracién del CaCCinn-ao1
disminuye la alodinia mecanica en ratas con LNE y que la administracion i.t. repetida
del anticuerpo anti-Bestl revierte la alodinia mecéanica en ratas con LNE (Pineda-

Farias y cols., 2015).

Por otra parte, este es el primer reporte en el que se describe que la alodinia mecanica
producida por la TNE se reduce al bloquear al canal Bestl por el CaCCinh-ao1.
Nuestros datos indican que en la TNE el canal Bestl tiene un papel relevante, no asi
el canal Anol, el cual es importante en la LNE. De hecho, la alodinia mecénica
inducida por la TNE sélo se reduce por el inhibidor CaCCinh-ao1 y no por el T16Ainh-a01
0 MONNA. Aunque se ha reportado que CaCCinnh-a01 inhibe ambos canales CaCC,
también se ha reportado que CaCCinnh-a01 presenta un efecto mayor sobre Bestl que
sobre Anol (Boedtkjer y cols., 2015).

Ademas, nuestros datos muestran que la administracién de CaCCinh-ao1 disminuye el
incremento en la expresion de Bestl inducido por la TNE. EI mecanismo por el cual
el CaCCinn-a01 disminuye la expresion de Bestl no se conoce. Sin embargo, se ha
descrito que el CaCCinn-ao1 induce la ubiquitinacion de Anol lo que favorece su
degradacion por la via del proteosoma (Bill y cols., 2014). Ademas, se ha reportado
gue el tratamiento con el CaCCinn-a01 reduce el incremento de la expresion de Anol

producido por la administracion de formalina al 1% (Garcia y cols., 2014) y por la LNE
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(Pineda-Farias y cols., 2015). Es posible que un mecanismo similar al descrito para
Anol que involucre procesos de ubiquitinacion pudiera estar involucrado en la

disminucién de la expresion de Bestl.

Por otro lado, la administracion del CaCCinn-a01 €n las ratas con LNE o TNE no
disminuyo el incremento de la expresion de ATF3 ni de caspasa-3 inducido por la
lesion en los GRD L5 y L6. Probablemente, esto pueda explicarse debido a que con
una sola dosis del bloqueador no sea suficiente para atenuar la expresion de los
marcadores de dafio que el canal Bestl no esté involucrado en los mecanismos que
subyacen a la diminucion de la expresion de ATF3 y caspasa-3. Por otra parte, el
tratamiento con el bloqueador CaCCinn-a01 NO redujo la expresion del marcador de
regeneracion GAP43 en ratas con LNE, pero si disminuyd la expresion de este
marcador en ratas con TNE. Se ha demostrado que la administracion del ARN; para
Bestl, pero no del ARNi para Anol, atenua la lcica) €n neuronas de ratones con
transeccion del nervio ciatico (Boudes y cols., 2009). M&s aun, se ha visto que las
neuronas de ratones con transeccion del nervio ciatico incrementan la Icica) Yy la
inhibicion de esta corriente disminuye el crecimiento de neuritas (André y cols., 2003).
Es por ello que se ha correlacionado el aumento de la lcica en las neuronas que
muestran crecimiento de neuritas con la expresion de Bestl, pero no de Anol, en la
transeccion del nervio ciatico y se ha sugerido que el canal Bestl pudiera participa

en procesos de regeneracion neuronal.

En conjunto, estos datos sugieren que el canal Bestl tiene un papel pronociceptivo y
su expresion tanto en el GRD L5 lesionado como en el L4 no lesionado pudiera estar
asociada con los mecanismos de rearborizacion neuronal aberrante que contribuyen

al mantenimiento del dolor después de la lesion del nervio.



9. RESUMEN DE RESULTADOS

La LNE aumenta la expresion del canal Anol en los GRD de los nervios
lesionados L5/L6, de esta forma Anol participa en la excitabilidad neuronal y en
la generacion de conductas nociceptivas. Ademas, la LNE aumenta la expresion
de Anol en el GRD del nervio L4 no lesionado, lo que podria contribuir al
incremento de la actividad espontanea reportada en este GRD cuando los nervios

espinales L5 y L6 estan lesionados.

El bloqgueo de Anol produce un efecto antialodinico de manera sostenida y
disminuye el incremento de la expresion de Anol inducida por la LNE, lo que
sugiere que el blogueo de Anol contribuye en la atenuacion de la
hiperexcitabilidad neuronal y en consecuencia disminuye las conductas

nociceptivas inducidas por la ligadura del nervio.

El bloqueo de Anol atenua el aumento de la expresion de ATF3 y caspasa-3
inducido por la lesiébn de los nervios, lo que sugiere que el tratamiento con
farmacos que inhiban la actividad eléctrica neuronal pudiera contribuir a la

disminucién de los mecanismos del dafio neuronal.

La TNE incrementa la expresion del canal Bestl en el GRD lesionado L5, lo que
sugiere que este canal puede participar en la excitabilidad neuronal desarrollada
en la TNE. Méas adn, en el GRD L4 no lesionado incrementa la expresién de

Bestl, contribuyendo de esta manera a mantener la hiperexcitabilidad neuronal.

La sobreexpresion de Bestl en los GRD L4, L5 y L6 de ratas naive produce
alodinia mecanica, sugiriendo que Bestl tiene un papel pronociceptivo.

El blogueo farmacolégico de la sobreexpresion de Bestl produce un efecto

antialodinico y disminuye el aumento de la expresion de Bestl. Estos datos
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sugieren que el canal Bestl pudiera contribuir al mantenimiento del dolor

neuropatico inducido por la TNE.

La sobreexpresion de Bestl aumenta la expresion del marcador de regeneracion
neuronal GAP43y el bloqueador de los canales CaCC revierte el aumento, lo que
sugiere que la expresion de Bestl estd implicada en la activacién de los

mecanismos que conllevan a la reparacion del dafio neuronal.



10. CONCLUSION GENERAL

El canal Anol participa principalmente en el desarrollo y mantenimiento del dolor
neuropatico inducido por la LNE, mientras que el canal Bestl tiene un papel mas
relevante en el dolor neuropatico inducido por la TNE. Esto sugiere que la LNE y la
TNE desencadenan mecanismos distintos que repercuten en la expresion diferencial
de los canales Anol y Bestl en los GRD L5 y L6 lesionados y L4 no lesionado,

contribuyendo al desarrollo y mantenimiento de dolor neuropatico (Fig. 45).
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Figura 45. Participaciéon de los canales Anol y Bestl en el dolor neuropético inducido por la
LNE y TNE. A) La LNE incrementa la expresion de Anol en el GRD. El incremento de la [Ca?*]i
por la apertura de canales Cav o de la liberacién del reticulo endoplasmico (RE) puede activar
factores de la transcripcion involucrados en la transcripcion del gen de Anol. En la LNE, la
activacion de Anol incrementa la excitabilidad neuronal y podria generar reflejos de raiz dorsal
(RRD). B) La TNE incrementar la expresion de Bestl posiblemente al exponer el contenido
intracelular a altas [Ca?*]. La apertura del canal Bestl es importante en la hiperexcitabilidad
neuronal observada en la TNE.
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11. PERSPECTIVAS

Determinar mediante inmunocitoquimica si la LNE o la TNE inducen una
distribucion diferencial en los canales Anol y Bestl en el ganglio de la raiz dorsal

y en la médula espinal dorsal.

Evaluar la participacion del canal Bestl en el dolor neuropatico inducido por la
LNE o la TNE mediante el uso de un ARNi.

Evaluar mediante técnicas moleculares y farmacologicas la participacion de Bestl

en el crecimiento de neuritas en neuronas del ganglio de la raiz dorsal.

Evaluar mediante técnicas moleculares la modulacion del canal Bestl sobre la

expresion de la proteina GAP43.

Profundizar en las diferencias de la expresion basal de los canales Anol y Bestl
en los GRD L4, L5 y L6 y estudiar su contribuciébn en el procesamiento

nociceptivo.

Estudiar mediante técnicas moleculares los probables mecanismos que
contribuyan a la expresion diferencial de los canales Anol y Bestl en la ligadura

y la transeccion de los nervios espinales.
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The aim of this study was to determine the participation of anoctamin-1 in 2 models of neuropathic pain
inrats (L5/L6 spinal nerve ligation [SNL] and L5 spinal nerve transection [SNT]). SNL and SNT diminished
withdrawal threshold in rats. Moreover, SNL up-regulated anoctamin-1 protein expression in injured L5
and uninjured L4 DRG whereas that it enhanced activating transcription factor 3 (ATF-3) and caspase-3
expression only in injured L5 DRG. In marked contrast, SNT enhanced ATF-3 and caspase-3, but not

anoctamin-1, expression in injured L5 DRG but it did not modify anoctamin-1, ATF-3 nor caspase-3
expression in uninjured L4 DRG. Accordingly, repeated (3 times) intrathecal injection of the

anoctamin-1 blocker T16A ;,,-a01 (0.1-1 mg) or MONNA (1-10 mg) partially reverted SNL-induced mechan-

ical allodynia in a dose-dependent manner. In contrast, anoctamin-1 blockers only produced a modest
effect in SNT-induced mechanical allodynia. Interestingly, intrathecal injection of T16Ainn-a01 (1 mg) or

MONNA (10 mg) prevented SNL-induced up-regulation of anoctamin-1, ATF-3 and caspase-3 in injured
L5 DRG. Repeated intrathecal injection of T16Ainh-a01 or MONNA also reduced SNT-induced up-
regulation of ATF-3 in injured L5 DRG. In contrast, T16Ainh-a01 and MONNA did not affect SNT-induced
up-regulation of caspase-3 expression in L5 DRG. Likewise, gabapentin (100 mg) diminished SNL- induced
up-regulation of anoctamin-1, ATF-3 and caspase-3 expression in injured L5 DRG. These data suggest that

spinal anoctamin-1 in injured and uninjured DRG participates in the maintenance of neuro- pathic pain

in rats. Our data also indicate that expression of anoctamin-1 in DRG is differentially regu- lated
depending on the neuropathic pain model.

© 2018 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

Neuropathic pain is defined as pain caused by a lesion or dis- ease
of the somatosensory nervous system (Jensen et al., 2011). After
injury, the nervous system responds inappropriately to innocuous
and noxious stimulation through multiple mechanisms involving
several structures of the nervous system. Symptoms of neuropathic
pain include spontaneous pain, allodynia (pain sensi- tivity to
normally innocuous stimuli) and hyperalgesia (increased pain
perception of noxious stimuli), among others. Neuropathic pain
affects 7-8 % of the general population (Bouhassira and Attal, 2016).
Treatments for neuropathic pain are non-specific and often
ineffective (Finnerup et al., 2015). Thus, there is a need for improved
and customized treatments for this condition.

L5/L6 spinal nerve ligation (SNL) induces changes in the
excitability of injured L5 spinal nerve by increasing spontaneous

f Corresponding author.
E-mail address: jmurbartian@cinvestav.mx (J. Murbartian).

https:/ /doi.org/10.1016 /j.brainres.2018.06.001
0006-8993/© 2018 Published by Elsevier B.V.

ectopic discharge (Han et al.,, 2000; Liu et al., 2000). Ectopic dis-
charge results from changes in the expression of ionic channels and
receptors in the injured dorsal root ganglia (DRG) neurons (Fukuoka
et al., 1998, 2015; Kim et al., 2003). Moreover, it is known that
uninjured L4 spinal nerve shows spontaneous excitability after
injury to L5 or L5/L6 spinal nerves (Gold, 2000; Wu et al.,, 2001; Hu
et al., 2004; Djouhri et al., 2006, 2012). This excitability —has been
attributed to changes in sodium channels, GABAA recep- tors,
TRPV1, among others (Fukuoka et al., 2001, 2002, 2012; Djouhri et al.,
2006). The role of anoctamin-1 in uninjured L4 DRG is unclear.
Anoctamins are calcium-activated chloride channels (CaCC)
with ubiquitous expression (Caputo et al., 2008; Yang et al., 2008).
Anoctamins participate in fluid secretion, smooth muscle
contraction, tumorigenesis and nociception (Oh and Jung, 2016).
Anoctamin-1 is present in sensory neurons (Liu et al., 2010; Cho
et al., 2012; Lee et al., 2014; Pineda-Farias et al., 2015) and their
activation induces a chloride efflux (Mayer, 1985; Bader et al.,
1987). Thus, activation of anoctamin-1 could induce depolarization
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of primary afferent fibers and might be a key factor in the genera-
tion of nociception. Previous studies have shown that anoctamin-1
augments excitability and contributes to depolarization of DRG
neurons (Liu et al., 2010; Cho et al.,, 2012) suggesting the participa-
tion of CaCCs in neuropathic pain. In line with this, there is evi-
dence that anoctamin-1 ablation or pharmacological blockade
reduces nociceptive behavior in mice and rats with neuropathic pain
(Lee et al., 2014; Pineda-Farias et al., 2015). However, so far there is
not a systematic evaluation about the role of anoctamin- 1 in
injured L5 and uninjured L4 DRG of rats with SNL or spinal nerve
transection (SNT). The aim of this study was to determine the
expression of anoctamin-1, as well as that of ATF-3 (a nerve injury
marker; Tsujino et al.,, 2000; Shortland et al, 2006; Braz and
Basbaum, 2010) and caspase-3 (an apoptosis marker; Jénicke et al.,
1998; Sekiguchi et al., 2009), in injured L5 and uninjured L4 DRG
obtained from rats subjected to SNL or SNT. We also assessed the
effect of the specific anoctamin-1 blockers T16Ainh-a00 and MONNA
in SNL- and SNT-induced tactile allodynia and anoctamin-1 protein
expression.

2. Results
2.1. Nerve injury induces tactile allodynia

L5/L6 SNL or L5 SNT significantly (P < 0.001) reduced the 50%
withdrawal threshold, as compared to the naive or sham- operated
rats, to values lower than 4 g indicating the presence of tactile
allodynia (Fig. 1). Both models produced a similar profile of tactile
allodynia in the ipsilateral paw of all rats submitted to the surgery.

2.2. Expression of anoctamin-1, ATF-3 and caspase-3

We identified a single specific band for anoctamin-1, ATF-3 and
caspase-3 of about 50, 21 and 32 kDa, respectively. We did not
observe immunoreactive bands for these proteins when the pri-
mary antibodies were pre-adsorbed with the corresponding anti-
genic peptides or when primary antibodies were omitted (data not
shown). Western blot analysis demonstrated the presence of
anoctamin-1, as well as that of ATF-3 and caspase-3, in L5 and L4
DRG of naive and sham-operated rats (Figs. 2 and 3). SNL enhanced

Naive
Sham
SNL
SNT

L

kkk

50% Withdrawal threshold (g)
2

24 Sk
ol o —— —0
01 3 7 14 21

Days after spinal nerve injury

Fig. 1. Time course of withdrawal threshold in rats subjected to L5/L6 spinal nerve
ligation (SNL) and L5 spinal nerve transection (SNT). Data are expressed as the
mean of 6 rats + S. E.M. *"P < 0.001, significantly different from the naive and sham
group by two-way analysis of variance followed by the Student-Newman-Keuls

test.

anoctamin-1 protein expression in ipsilateral injured L5 DRG and
uninjured L4 DRG reaching the maximal expression about 7 days
after injury (P < 0.05, Fig. 2A and B). In contrast, SNL increased ATF-
3 (P < 0.05, Fig. 2C) and caspase-3 (P < 0.05, Fig. 2E) in ipsilat- eral
injured L5 DRG, but not in ipsilateral uninjured L4 DRG (Fig. 2D and
F), reaching the maximal expression 3 and 7 days, respectively, after
nerve injury. Anoctamin-1, ATF-3 and caspase-3 expression
returned to baseline levels 21 days after SNL. In contrast, SNL did
not modify anoctamin-1, ATF-3 and caspase-3 in the contralateral L5
and L4 DRG (Fig. 4).

SNT did not modify the expression of anoctamin-1 in the ipsilat-
eral L5 and L4 DRG, compared to naive or sham-operated rats (Fig.
3A and B). Notoriously, SNT increased ATF-3 (P <0.05, Fig.3C)
and caspase-3 (P < 0.05, Fig. 3E) protein expression in the ipsilateral
injured L5 DRG from 1 to 21 days after nerve injury reaching the
maximal expression of both proteins at 3 days. In marked contrast,
SNT did not affect protein expression of ATF-3 (Fig. 3D) and
caspase-3 (Fig. 3F) in the ipsilateral uninjured L4 DRG. In sharp
contrast, SNT did not modify anoctamin-1, ATF-3 and caspase-3 in
the contralateral L5 and L4 DRG (Fig. 4).

2.3. Antiallodynic effect of the anoctamin-1 blockers T16Aun-a01 and
MONNA

Repeated (daily for 3 days, starting on day 4 after nerve injury)
intrathecal injection of T16 Ainh-a01 (0.1-1 mg) or MONNA (1-10 mg),
butnotvehicle (1% or15% DMSO), reverted SNL-induced tactile (P
< 0.05) in a dose-dependent manner. Interestingly, the effect
antiallodynic effect of anoctamin-1 blockers lasted for 14 days after
treatment (Fig. 5A and C). In contrast, repeated intrathecal injection
of T16Ainn-acn1 or MONNA modestly reverted tactile allo- dynia
induced by SNT (P < 0.05) in a dose-dependent fashion. The slight
antiallodynic effect of T16 Ainh-a01 or MONNA only lasted for 7 days
(Fig. 5B and D). At the greatest doses tested, treatment with T16A inh-
a0t (1 mg) or MONNA (10 mg) did not affect baseline threshold in
sham-operated rats (data not shown).

2.4. T16Aiun-a01 and MONNA reduce anoctamin-1 protein expression

Besides its effect on tactile allodynia, repeated (daily for 3 days,
starting on day 4 after nerve injury) intrathecal injection of T16Ainh-
o1 (1 mg) reduced SNL-induced up-regulation ofanoctamin-1 protein
expression in injured L5 and uninjured L4 DRG (Fig. 6A and D).
Likewise, this treatment diminished SNL-induced up-regulation of
ATEF-3 and caspase-3 protein expres- sion in injured L5 DRG (Fig. 6B
and C). T16Ainn-a01 (1 mg) did not affect ATF-3 and caspase-3 protein
expression in uninjured L4 DRG (Fig. 6E and F).

On the other hand, repeated intrathecal injection of T16Ainn-a01 (1
mg) did not affect anoctamin-1 protein expression in injured L5 and
uninjured L4 DRG in rats with SNT (Fig. 6A and D). In contrast, this
treatment reduced SNT-induced up-regulation of ATF-3 pro- tein
expression in injured L5 DRG (Fig. 6B). T16 Ainn-a01 (1 mg) wasnot able
to modify SNT-induced up-regulation of caspase-3 protein
expression in injured L5 DRG (Fig. 6C). T16Ainn-an (1 mg) did not
affect ATF-3 and caspase-3 protein expression in uninjured 14 DRG
(Fig. 6E and F).

In order to further confirm the effect of T16 Ainh-a01 ONn anoctamin-
1, ATF-3 and caspase-3 protein expression, a more selective
anoctamin-1 blocker was used. Repeated (daily for 3 days, starting
on day 4 after nerve injury) intrathecal injection of MONNA (10 mg)
reduced SNL-induced up-regulation of anoctamin-1 (Fig. 7A), ATF-
3 (Fig. 7B) and caspase-3 (Fig. 7C) pro- tein expression in injured L5
DRG. This treatment also diminished SNT-induced up-regulation of
ATE-3 (Fig. 7B) but not caspase-3

(Fig. 7C) protein expression in injured L5 DRG. Finally, repeated
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Fig. 2. Time course of the protein expression of anoctamin-1 (Ano-1, panel A and B), ATF-3 (panel C and D) and caspase-3 (panel E and F) from ipsilateral injured L5 (left panels)
and uninjured L4 (right panels) DRG obtained from rats subjected to L5/L6 ligation (SNL). Insets show representative blots obtained with anoctamin-1, ATF-3, caspase- 3 and b-
actin primary antibodies. Data are expressed as the percentage of expression against b-actin. Bars are the mean + S.E.M. of at least 4 independent experiments. "P <

0.05 vs naive (N) or sham (S), by one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test.

(daily for 3 days, starting on day 4 after nerve injury) intrathecal
injection of gabapentin (100 mg) also reduced SNL-induced up-
regulation of anoctamin-1 (Fig. 7D), ATF-3 (Fig. 7E) and caspase- 3
(Fig. 7F) expression in injured L5 DRG. Gabapentin treatment

diminished SNT-induced up-regulation of ATF-3 (Fig. 7E) but not
caspase-3 (Fig. 7F) protein expression in injured L5 DRG. Of note,
this gabapentin treatment was able to reduce tactile allodynia in both
models (data not shown).
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uninjured L4 DRG. Our data agree with previous observations
demonstrating that SNL enhances anoctamin-1 protein expression in
pooled DRG (Pineda-Farias et al., 2015). However, our study extends
these results by demonstrating the expression of anoctamin-1 in
individual injured DRG. This enhanced expression

3. Discussion

In this work we have shown that SNL or SNT induces tactile
allodynia in rats. Moreover, SNL up-regulated anoctamin-1 protein
expression in the ipsilateral, but not contralateral, injured L5 and
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of at least 3 independent experiments. Sham (S).

of anoctamin-1 could lead to depolarization of L5 DRG neurons (Cho
et al., 2012; Pineda-Farias et al., 2015). Furthermore, our results are
the first to demonstrate the regulation of this channel in uninjured
DRG. SNL-induced up-regulation of anoctamin-1 expression in the
ipsilateral L4 DRG could contribute to the spon- taneous excitability
and pain sensitization reported for uninjured spinal nerves (Djouhri
et al., 2006; Fukuoka et al.,, 2001, 2002, 2012). Nerve damage
produces central sensitization that in turn

activates different channels leading to the increase of intracellular
Ca?* levels (Latremoliere and Woolf, 2009). This response is suffi-
cient to activate anoctamin-1 producing chloride efflux and depo-
larization, which then would lead to neuropathic pain. A previous
study has shown that axotomy does not affect anoctamin-1 mRNA
expression 5 days after nerve injury (Boudes et al., 2009). Our data
agree with this study, as we found that SNT did not modify
anoctamin-1 protein expression in injured L5 and uninjured L4
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DRG at several times (1, 3, 7 and 14 days) after nerve injury
demonstrating that this channel is not regulated by SNT. In con-
trast, axotomy leads to the up-regulation of other Ca2"-activated
chloride channel, bestrophin-1 (Boudes et al., 2009). Differences in
anoctamin-1 protein expression could be due to the type of injury or
neuropathic pain model used. Besides its effect on anoctamin-1
expression, SNL enhanced transiently the nerve injury marker ATF-
3 (Tsujino et al., 2000; Shortland et al., 2006; Braz and Basbaum, 2010;
Salinas-Abarca et al., 2017) and apoptosis marker caspase-3 (Joseph
and Levine, 2004; Sekiguchi et al., 2009, Ding et al., 2017) in injured,
but not uninjured, DRG. In contrast, SNT increased steadily ATF-3
and caspase-3 protein expression in injured DRG. Interestingly, the
time course of the protein expres- sion of these two markers
depended on the severity of nerve injury, suggesting that SNT leads
to more damage than SNL.

The mechanisms that lead to anoctamin-1 up-regulation by nerve
injury are unknown. There is evidence that the promoter region of
anoctamin-1 contains putative binding sites for transcrip- tion
factors including signal transducer and activator of transcrip- tion 6
(STATS®) in gastric muscle and epithelial cells (Mazzone et al., 2015;
Qin et al., 2016). In addition, interleukin 13 up-regulates anoctamin-
1 expression by a STAT6-based transcriptional mecha-

nism in epithelial cells (Qin et al., 2016). However, this mechanism
has not been explored in DRG neurons. Thus, further experiments
are needed to elucidate this point.

There is evidence that blockade of anoctamin-1 reduces tactile
allodynia and thermal hyperalgesia in neuropathic rats and mice
(Lee etal., 2014; Pineda-Farias et al., 2015). Accordingly, we found
that repeated intrathecal injection with anoctamin-1 blockers
T16Ainn-a01 (Namkungetal.,2011; Bradley etal., 2014) and MONNA
(Ohetal., 2013; Boedtkjer etal., 2015) reverted SNL-induced tactile
allodynia in rats. These treatments produced a sustained antiallo-
dynic effect for 14 days. Effects were longer than that induced by
a bolus injection of T16Ainn-a01 (Pineda-Farias et al., 2015). Surpris-
ingly, repeated treatment with T16 Ainn-a01 also reduced, although a
lesserextent, tactileallodyniainduced by SNT. Thiseffect, however,
was shorter (7 days) than that produced by T16Ainn-a01 in the SNL
model (14 days). Since SNT does not lead to an increase of
anoctamin-1 expression in DRG, the antiallodynic effect of
T16Ainn-a01 in this model could result from other mechanisms,
different to the blockade of anoctamin-1. In support of this idea,
there is evidence that T16Ainn-a01 inhibits voltage-dependent Ca?*
channels in A7r5 cells in a concentration-dependent manner
(Boedtkjer et al., 2015). In line with this, the selective anoctamin-1
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blocker MONNA (Ohetal., 2013) produced alower effect than that showing that T16Ainn-an1 reduces tactile allodynia as well as SNL-
induced by T16Ainn-a01 in this model. induced up-regulation of anoctamin-1 in pooled DRG (Pineda-Farias

Repeated intrathecal injection of T16Ainh-a01 or MONNA reduced et al.,, 2015). Of note, repeated intrathecal injection of T16Ainh-a01 OF
SNL-induced up-regulation of anoctamin-1 on injured L5 and MONNA also reduced SNL-induced up-regulation of ATF-3 and
uninjured L4 DRG. Our data agree with a previous study caspase-3 expression in injured L5 DRG. In contrast,
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+S.E.M. "P < 0.05 vs sham group (S), #P < 0.05 vs vehicle group (V), by one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls test.

T16Ainh-a01 or MONNA were not able to reduce SNT-induced up-
regulation of caspase-3 expression in injured L5 DRG. The mecha-
nisms underlying these observations are unknown. It is likely that
anoctamin-1 blockers may decrease these proteins by diminishing

the hyperexcitability induced by anoctamin-1 (Liu et al., 2010; Jin et
al.,, 2013; Lee et al., 2014; Pineda-Farias et al., 2015; Takayama et
al., 2015). In support of this idea, gabapentin was able to dimin- ish
nerve injury-induced tactile allodynia as well as up-regulation
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of anoctamin-1, ATF-3 and caspase-3 in both models (SNL and SNT).
However, on the basis of the present experiments, we cannot discard
other mechanisms, which are out of the scope of this study. The lack
of efficacy of T16Ainn-a00 or MONNA to modulate SNT- induced up-
regulation of caspase-3 could be attributed to the severity of nerve
injury (axotomy).

In conclusion, this study showed that SNL produces tactile allo-
dynia and up-regulation of anoctamin-1 expression in injured and
uninjured DRG whereas that SNT induces tactile allodynia without
changes in anoctamin-1 expression. Accordingly, SNL induced a
transient increase of ATF-3 (nerve injury marker) and caspase-3
(apoptosis marker) in the injured DRG while SNT produced a sus-
tained increase of these markers in the injured DRG. Selective
anoctamin-1 blockade reduced tactile allodynia as well as SNL-
induced up-regulation of anoctamin-1 in injured and uninjured
DRG. In contrast, anoctamin-1 blockade slightly reduced tactile
allodynia in rats with SNT. These data suggest that anoctamin-1
expressed in injured L5 and uninjured L4 participates mainly in the
maintenance of neuropathic pain induced by SNL.

4. Experimental procedure
4.1. Animals

Female Wistar rats of 130-150 g of weight (6-7 weeks) from our
own breeding facilities were used in this study. Female rats were
used based on the fact that previous studies from our group have
found no differences in tactile allodynia between female and male
rats (Caram-Salas et al., 2007). Animals were housed in cages on a
standard 12/12 h light/dark cycle and had free access to food and
water before experiments. Rats were sacrificed in a CO2 cham- ber at
the end of experiments. All experiments followed the Guide- lines
on Ethical Standards for Investigation of Experimental Pain in
Animals (Zimmermann, 1983) and US National Research Council’s
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. Moreover, local
Ethics Committee approved the study (Protocol 0092-14, Cinves-
tav, Mexico City, Mexico). Efforts were made to minimize the num-
ber of animals used.

4.2. Nerve injury-induced neuropathic pain models and measurement
of tactile allodynia

Neuropathic pain was induced by L5/L6 SNL or L5 SNT. Briefly,
rats were anesthetized with a mixture of ketamine (50 mg/kg,i. p.)
and xylazine (10 mg/kg, ip.). After surgical preparation and
exposure of the dorsal vertebral column, the left L5 and L6 spinal
nerves were exposed and tightly ligated (SNL) with 6-0 silk suture
distal to the DRG (Kim and Chung, 1992). For SNT, only the left L5
spinal nerve was tightly ligated with 6-0 silk and transected 3 mm
distal to ligation (Liu et al., 2000). For sham-operated rats, nerves
were exposed but not injured. Rats exhibiting motor deficiency such
as paw dragging were discarded from the study.

Tactile allodynia in both models was determined according to a
previously reported method (Chaplan et al., 1994). After surgery,
animals were placed in cages with a mesh grid floor and allowed to
acclimate for a minimum of 30 min before performing the
experiment. Von Frey filaments (Stoelting Co, Wood Dale, IL) were
used to determine the 50% paw withdrawal threshold using the up-
down method (Dixon, 1980). A series of filaments, starting with one
that had a buckling weight of 2 g, was applied in consecutive
sequence to the plantar surface of the left hind paw rat with a pres-
sure causing the filament to buckle. Lifting of the paw indicated a
positive response and prompted the use of the next weaker fila-
ment, whereas absence of paw withdrawal after 5 sec indicated a
negative response and prompted the use of the next heavier fila-

ment in a series. This paradigm continued until four more mea-
surements were made after the initial change of the behavioral
response or until five consecutive negative (assigned a score of15
g) or four consecutive positive (assigned a score of 0.25 g) responses
occurred. The resulting scores were used to compute the 50%
withdrawal threshold by using the formula: 50% g

threshold = 10x+J9 /10,000, where Xf = value (in log units) of the
final von Frey filament used, J = the value from table published
by Dixon (1980) for the pattern of positive and/or negative
responses, and d = the mean difference (in log units) between stim-
ulus strengths. Allodynia was considered to be present when paw
withdrawal thresholds were <4 g.

4.3. Western blotting

For western blot analysis the rats were killed by decapitation
and ipsilateral individual dorsal root ganglia (L4 DRG or L5 DRG)
were harvested. DRG were homogenized in ice-cold lysis buffer
(150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA, 1% Triton
X100, 100 IM PMSF, 2 lg/mL aprotinin, 2 lg/mL leupeptin and 2
Ig/mL pepstatin A). Homogenates were centrifuged at 4 °C for
10 min at 14,000 rpm, and the supernatant fraction was used to
measure protein concentration by the Bradford method (Bio-Rad,
Hercules, CA). Total protein (40 mg) was resolved by 12% SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to polyvinyli-
dene difluoride membranes. Membranes were blocked during 1h
at room temperature with 5% non-fat milk in phosphate buffered
salineatpH 7.4 containing (inmM) (137 NaCl, 2.7 KCl, 10 Na2HPO4
and 2 KH2PO4) and 0.1% Tween 20. Then, they were incubated at 4
°C overnight with rabbit anti-anoctamin-1 (1:200, Cat. ACL-011,
Alomone Labs, Jerusalem, Israel), rabbit anti-ATF-3 (1:300, Cat. sc-
188, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX), rabbit anti- caspase-3
(1:1000, Cat. 9662, Cell Signaling Technology, Danvers, MA)
antibodies. = Horseradish  peroxidase-conjugated  secondary
antibodies (anti-rabbit 1:3000, Cat. sc-2370, Santa Cruz Biotech-
nology, Dallas, TX or anti-mouse 1:10,000, Cat. 115-035-003, Jack- son
ImmunoResearch, West Grove, PA) were applied for detecting the
primary antibody signal using a chemiluminescence detection
system according to the manufacturefs instructions (Immobilon
Western Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore, Billerica,
MA). After anoctamin-1, ATF-3 or caspase-3 detection, membranes
were blocked and incubated with a mouse monoclonal antibody
directed against b-actin (1:10,000, Cat. MAB1501R, Millipore, Bil-
lerica, MA), which was used as a load control to normalize protein
expression levels. Scanning of the immunoblots was performed and
the bands were quantified by densitometry using a C-digit blot
scanner for image acquisition and analysis (LI-COR Biosciences,
Lincoln, NE).

4.4. Drugs

The specific anoctamin-1 inhibitor 2-[(5-ethyl-1,6-dihydro-4-
methyl-6-oxo-2-pyrimidinyl)thio]-N-[4-(4-methoxyphenyl)-2-thi
azolyl]acetamide (T16Ainn-a01, Namkung et al., 2011; Bradley et al.,
2014) was purchased from Tocris Bioscience (Avonmouth, Bristol).
The selective anoctamin-1 blocker (Oh et al., 2013; Boedtkjer et al.,
2015) N-((4-methoxy)-2-naphthyl)-5-nitroanthranilic acid
(MONNA) was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
T16Ainn-a00 and MONNA were dissolved in 1% and 15% dimethyl
sulfoxide (DMSO).

4.5. Experimental design
In order to determine the time course of tactile allodynia in

both models, rats were submitted to nerve injury and assessed for
tactile allodynia at 1, 3, 7, 14 and 21 days after SNL or SNT.
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In order to investigate the expression of anoctamin-1, ATF-3
(nerve injury marker) and caspase-3 (apoptosis marker) in ipsilat-
eral and contralateral injured L5 DRG and uninjured L4 DRG in both
neuropathic pain models, rats were submitted to SNL or SNT and
sacrificed to get individual L5 and L4 DRG at 1, 3, 7, 14 and 21 days.

In order to determine the role of anoctamin-1 in nerve injury-
induced neuropathic pain, rats were treated with T16Ainn-an (0.1-
1 Ig, i.t), MONNA (1-10 lg, i.t.) or vehicle (1% or 15% DMSO, i.t.)
daily for 3 days, starting on day 4 after nerve injury (SNL or SNT).
Then, tactile allodynia was assessed from 7 to 21 days after injury.
Time selection was based on the fact that SNL produced the
greatest enhancement of anoctamin-1 expression 7 days after
nerve injury.

AsSNL increased anoctamin-1 expression in DRG about 7 days
after injury, we next determined anoctamin-1, ATF3 and caspase-
3 protein expression in presence and absence of T16Ainn-a01 and
MONNA. For this, rats were treated with T16Ainn-a01 (1 |g, it)
and MONNA (10 lg, i.t) daily for 3 days starting on day 4 after
nerveinjury. Samples of individual DRG were obtained from these
rats 1 day after the last injection (day 7 after nerve injury). As an
additional control, we used gabapentin (100 lg, i.t.) at the same
times.

4.6. Analysis and statistics

Behavioral results are presented as the mean of 6 rats + S.EM.
Data are expressed as the 50% withdrawal threshold as a function of
time. An increase of the 50% withdrawal threshold was consid- ered
as antiallodynic effect.

For protein expression, all results are reported as the mean rel-
ative intensity + S.E.M. of 3 independent pooled samples of individ-
ual DRG. Each pool sample consisted of 2 rats.

Differences between groups were determined by one- or two-
way analysis of variance followed by the Student-Newman-Keuls
test. Differences were considered statistically significant when P
<0.05.
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