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RESUMEN

La fibromialgia es un sindrome de dolor musculo-esquelético generalizado cuya causa se
desconoce. El tratamiento actual no es efectivo en todos los pacientes y produce efectos
secundarios importantes. La activacion de los receptores GABAa en las neuronas
aferentes primarias causa una despolarizacion inhibidora, conocida como
despolarizacion de la aferente primaria. Esta inhibicion se reduce o revierte en estados
de dolor crénico. Estd demostrado que los receptores GABAa-a5 extrasindpticos modulan
la excitabilidad de las neuronas sensoriales. Ademas, estos receptores se expresan en
el ganglio de la raiz dorsal y la médula espinal de roedores, sugiriendo que desempefian
un papel relevante en el dolor. El propdésito de este estudio fue evaluar la participacion de
los receptores GABAa-a5 en un modelo de fibromialgia inducido por reserpina en ratas.
La administracion de reserpina (1 mg/kg, s.c.) en ratas Wistar hembras y machos por 3
dias consecutivos produjo alodinia tactil e hiperalgesia muscular 7 dias después de la
Ultima inyeccion en ambas patas traseras. La administracion i.t. de L-655,708 (0.15-15
nmol) o TB21007 (1.5-150 nmol), agonistas inversos selectivos de los receptores GABAa-
ab, revirtid la alodinia tactil y parcialmente la hiperalgesia muscular producidas por la
reserpina de manera dosis dependiente en ratas hembra. Sin embargo, el efecto de estos
farmacos fue menor en ratas macho. A su vez, la inyeccion i.t. de L-838,417, agonista
parcial de los receptores GABAA-02, -a3 y -a5, revirtid el efecto antialodinico producido
por el L-655,708. Por otro lado, el tratamiento i.t. con un siRNA dirigido a los receptores
GABAA&-a5 también atenud la alodinia producida en el modelo y disminuyé el umbral de
retiro en ratas intactas. La administracion de reserpina incrementé la expresion de la
proteina de los receptores GABAa-a5 en médula espinal y ganglio de la raiz dorsal. Los
agonistas inversos redujeron la expresion del receptor GABAa-a5 en ambos sitios. La
reserpina aumento la inmunorreactividad de OX-42 y GFAP en la médula espinal de la
rata. Estos datos sugieren que los receptores GABAa-a5 espinales contribuyen a la
hipersensibilidad (alodinia tactil e hiperalgesia muscular) observada en este modelo de

fibromialgia en ratas.
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ABSTRACT

Fibromyalgia is a chronic widespread musculoskeletal pain syndrome for which no
alternative cause has been identified. The current treatment is not effective in all patients
and it produces important side effects. Activation of GABAA receptors in primary afferent
fibers causes an inhibitory depolarization known as primary afferent depolarization. This
inhibition is reduced or reversed in chronic pain states. It has been demonstrated that
extrasynaptic as subunit-containing GABAa (as-GABAA) receptors modulate excitability of
sensory neurons. In addition, these receptors are expressed in the dorsal root ganglion
and spinal cord of rodents, suggesting an important role in pain. The purpose of this study
was to investigate the possible participation of spinal as-GABAAa receptors in a reserpine-
induced model of fiboromyalgia in rats. Reserpine (1 mg/kg, s.c.) injection in adult female
and male Wistar rats for 3 consecutive days produced tactile allodynia and muscle
hyperalgesia 7 days after its last injection in both hind paws. Intrathecal administration of
L-655,708 (0.15-15 nmol) or TB21007 (1.5-150 nmol), selective as-GABAa receptor
inverse agonists, but not vehicle, reversed tactile allodynia and partially reversed muscle
hyperalgesia produced by reserpine in a dose-dependent manner on female rats. In male
rats, the effect of these drugs was lower. In addition, i.t. injection of L-838,417, a GABAa-
a2, -a3 and -a5 receptor partial agonist, reversed the anti-allodynic effect of L-655,708.
Furthermore, i.t. SIRNA against as-GABAA receptors attenuated allodynia on reserpinized
rats, and decreased the withdrawal threshold on intact rats. Moreover, reserpine injection
increased the expression of as-GABAA receptor protein in spinal cord and dorsal root
ganglia. Inverse agonists reduced expression of as-GABAa receptors in both sites.
Reserpine enhanced immunoreactivity of OX-42 and GFAP in the spinal cord. These data
suggest that spinal as-GABAA receptors contribute to the hypersensitivity (tactile allodynia
and muscle hyperalgesia) observed in this model of fibromyalgia in the rat.
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1. INTRODUCCION
1.1 Dolor

El dolor es una respuesta del organismo ante estimulos fisicos, quimicos o mecanicos
gue ponen en riesgo su integridad. Se define como una experiencia sensorial y emocional
desagradable asociada a dafio tisular real o potencial, y que puede ser descrita en
términos de la magnitud de dicho dafio (Merskey, 1994). Por lo tanto, el dolor es una
sensacién multidimensional con fuertes componentes cognitivos y emocionales que
puede variar en intensidad (leve, moderado o severo), calidad (agudo, quemante,
continuo), duracion (transitorio, intermitente o persistente) y referencia (superficial,
profundo, localizado o difuso) (Woolf, 2004).

El dolor es un problema de salud publica que afecta a toda la poblacion
independientemente de la edad, género o etnia. Se calcula que alrededor del 20% de la
poblacién adulta en el mundo sufre algan tipo de dolor. El dolor suele ser la primera causa
de visita al médico. Ademas, el dolor crénico puede influir en otros aspectos de la salud
y en el ambito social generando depresion, problemas de suefio, incapacidad laboral y
aislamiento social, entre otros (Goldsberg y McGee, 2011). En México no existen estudios
epidemioldgicos oficiales, pero se estima que alrededor de 28 millones de personas

desarrollaron dolor crénico en el 2010 (Covarrubias-Gémez et al., 2010).

1.1.1 Clasificacion del dolor

En condiciones normales, el dolor funciona como un sistema de proteccion que detecta
estimulos nocivos y minimiza el contacto con estos. Sin embargo, en condiciones
patolégicas el dolor no es protector: los procesos y las estructuras sensoriales que lo
conforman se ven afectados, se vuelve cronico y no adaptativo (Woolf, 2010).
Considerando lo anterior, el dolor se clasifica de acuerdo a la duracién y caracteristicas

fisiopatoldgicas que lo producen (Woolf, 2004; Woolf, 2010) (Figura 1):

e Dolor nociceptivo: Este tipo de dolor se produce por la activacion de los
nociceptores cutaneos de alto umbral en ausencia de dafio tisular. El dolor

nociceptivo es esencial para detectar y minimizar el contacto con estimulos
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potencialmente dafiinos, por lo que implica una respuesta autonémica y un reflejo
de retirada.

e Dolor inflamatorio: El dolor inflamatorio se produce en presencia de dafio tisular
gue estimula la activacion del sistema inmune y la subsecuente disminucién del
umbral de activacion de las fibras aferentes primarias. El dolor inflamatorio es
adaptativo. La sensibilidad de la parte afectada aumenta y de esta manera se
previene el contacto fisico o movimiento hasta su recuperacion.

e Dolor neuropatico: Este tipo de dolor surge como respuesta al dafio en el tejido
nervioso tanto a nivel periférico como central y puede persistir durante meses o
afos. El tratamiento médico suele ser inefectivo, lo que reduce considerablemente
la calidad de vida de los pacientes.

e Dolor funcional: El dolor funcional (o también llamado disfuncional) se considera
un tipo de dolor no adaptativo donde no existe inflamacion aparente ni dafio al
tejido o los nervios. Se cree gque el aumento de la sensibilidad y la percepcion del
dolor ocurren en respuesta a un procesamiento anormal en el sistema nervioso
central (SNC).

Aungue se generan por distintas causas, el dolor inflamatorio, el neuropético y el funcional
comparten caracteristicas que los diferencian del dolor nociceptivo. Tales caracteristicas
son consecuencia de la alteracion en el procesamiento sensorial nociceptivo, entre las
gue destacan la actividad espontanea de los nociceptores, la alodinia (dolor ocasionado
por un estimulo inocuo) y la hiperalgesia (respuesta exagerada a un estimulo doloroso)
(Merskey, 1994; Woolf, 2004).
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Figura 1. Los cuatro principales tipos de dolor. Modificado de Woolf et al., 2004.

1.2 Nociceptores

La nocicepcion es el proceso mediante el cual los organismos detectan estimulos
intensos (térmicos, mecanicos 0 quimicos) a través de una subpoblacion de fibras
nerviosas periféricas denominadas nociceptores (Basbaum y Jessell, 2000) (Figura 2a).
Los cuerpos celulares de los nociceptores se localizan en los ganglios de la raiz dorsal
(GRD) o en el ganglio trigeminal, tienen un axén que se bifurca en una terminal periférica
que inerva al érgano blanco y una terminal central que hace sinapsis en la médula espinal
con neuronas de segundo orden (Woolf y Ma, 2007; Basbaum et al.,, 2009). Los
nociceptores son capaces de diferenciar entre estimulos inocuos y nocivos, ya que tienen
un alto umbral de activacion que les permite codificar la intensidad de un estimulo hasta
considerarlo perjudicial gracias a sus propiedades biofisicas y moleculares (Cervero y
Laird, 1999; Woolf y Ma, 2007; Basbaum et al. 2009). La velocidad de transmision de los
estimulos nociceptivos esta directamente relacionada al diAmetro de los axones de los
nociceptores, y si estdn o no mielinizados (Figura 2ay b).

La mayoria de los nociceptores son de diametro pequefio (0.4-1.4 um) y no mielinizados
(fibras C) que poseen una velocidad de conduccion de 0.4-1.4 m/s. Las fibras A5 modulan
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el dolor inicial a través de nociceptores de didmetro mediano (6-10 um), son ligeramente
mielinizadas y su velocidad de conduccion es de 5-30 m/s. Las fibras A son de didmetro
grande (10-30 um), son responsables de la propiocepcion y el tacto ligero, estan
mielinizadas y su velocidad de conduccién es de 30-100 m/s (Gold y Gebhart 2010; Dubin
y Patapoutian, 2010).

a) b) Aap
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Figura 2. Caracteristicas de los nociceptores. a) Clasificacion de los nociceptores. Nervios periféricos que incluyen
fibras de diametro grande (Aa y AB), diametro medio (Ad) y fibras no mielinizadas de pequefo diametro (C); b) Registro
de un potencial de accidn de un nervio periférico que refleja la relacidn directa entre la velocidad de conduccion y el
tamafio de la fibra. La mayoria de los nociceptores son fibras Ad o C, cuyas velocidades de conduccién son de 6-30 y
— 1 m/s, respectivamente; c¢) Las fibras C son nociceptores polimodales, es decir, responden a estimulos nocivos
térmicos, mecénicos y quimicos debido a la participacion de mltiples receptores especificos. Modificado de Julius y
Basbaum, 2001.

La caracterizacion molecular y anatémica de las fibras C las divide en dos tipos
principales: peptidérgicas y no peptidérgicas. Las neuronas peptidérgicas se caracterizan
por contener neuropéptidos como la sustancia P (SP), el péptido relacionado con el gen
de la calcitonina (CGRP) y la somatostatina (STT) (Ringkamp et al., 2013). Ademas,
expresan de manera especifica la cinasa A del receptor de tropomiosina (TrkA), que
responde al factor de crecimiento nervioso (NGF), y también los canales TRPV1, TRPV2,
TRPA1ly TRPM8 (Woolfy Ma, 2007). Este tipo de fibras se insertan principalmente en la
lamina | y la lamina Il externa del asta dorsal de la médula espinal (Julius y Basbaum,
2001).



DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGIA

Por su parte, las neuronas no peptidérgicas no contienen péptidos, pero se unen
selectivamente a la isolectina B4 (IB4) de la planta Griffonia simplicifonia (Ringkamp et
al., 2013) y expresan especificamente los receptores del factor neurotréfico derivado de
la glia (GDNF), el receptor purinérgico P2X3 y los canales TRPC3 y Nav1.9 (Woolf y Ma,
2007). Las terminales centrales de las neuronas no peptidérgicas proyectan
principalmente en la lamina Il externa del asta dorsal (Ringkamp et al., 2013).

1.3 Transmision nociceptiva

El proceso que conduce a la percepcion del dolor comienza con la activacion de los
nociceptores (principalmente fibras C y Ad) por estimulos nocivos que se traducen en
estimulos eléctricos conocidos como potenciales de accién. Esto implica la participacion
de receptores especificos y canales idnicos, cuya expresion diferencial puede distinguir
a los nociceptores que son sensibles al calor (TRPV1), al frio (TRPM8), a ambientes
acidos (ASICs) o a irritantes quimicos (TRPA1) (Julius y Basbaum, 2001), entre otros
estimulos (Figura 2c). Los potenciales de accion se propagan a través de las fibras
aferentes primarias hasta las terminales centrales, localizadas en las laminas | y Il del
asta dorsal de la médula espinal (Woolf 2004; Julius y Basbaum, 2001). La llegada del
potencial de accién a la terminal central provoca la apertura de los canales de Ca?*
dependientes de voltaje, permitiendo el aumento del Ca?* intracelular que induce la
liberacién de mediadores como glutamato (principalmente), aspartato, SP, CGRP y STT
en el espacio sinaptico, lo que produce una amplificacion en la transmisién del dolor.
Cuando estos mediadores activan a sus respectivos receptores en la neurona
postsindptica de segundo orden, la informacion nociceptiva se envia a través de vias
espinales hacia centros superiores capaces de involucrar varios procesos de percepcion
del dolor (modulacién ascendente), que a su vez pueden provocar la reaccién de sistemas
de control que atenuan selectivamente algunas respuestas relacionadas con el dolor en
la médula espinal (modulacion descendente) (Julius y Basbaum, 2001; Woolf 2004;
Pertovaara y Almeida, 2006).
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1.3.1 Modulacién ascendente del dolor

La informacion nociceptiva asciende al talamo a través de neuronas de segundo orden
del tracto espinotaldmico, y al tallo cerebral mediante los tractos espinoreticular
(espinoparabraquial) y espinomesencefalico. El tracto espinotalamico lateral llega
directamente al nucleo ventral posterior del tAlamo, mientras que el tracto espinotalamico
medial envia proyecciones colaterales a la sustancia gris periacueductal (PAG) y al
sistema reticular en el mesencéfalo (Figura 3) antes de alcanzar el nicleo medial del
talamo (Tracey y Mantyh, 2007). Las neuronas de tercer orden, cuyos cuerpos celulares
se encuentran en el talamo, proyectan hacia la corteza somatosensorial primaria y
secundaria (S1y S2), responsables de la discriminacion sensorial del dolor (intensidad,
localizacion, calidad), y hacia areas del sistema limbico-cortical involucradas en la
modulacion del componente aversivo-emocional del dolor, como la corteza cingular
anterior (ACC) y la corteza insular (Brodin et al., 2016).

Por otro lado, el tracto espinoreticular surge de las ldminas profundas del asta dorsal y
envia proyecciones a la formacion reticular, que a su vez envia proyecciones a la
amigdala y otras areas asociadas en el procesamiento emocional y cognitivo del dolor,
como el nicleo accumbens, el hipocampo y la corteza prefrontal (Tracey y Mantyh, 2007;
Brodin et al., 2016). Las proyecciones espinales hacia el tallo cerebral son
particularmente importantes para integrar la actividad nociceptiva con procesos

homeostaticos y autondmicos (Tracey y Mantyh, 2007).

1.3.2 Modulacién descendente del dolor

El sistema enddgeno de modulacion del dolor se lleva a cabo a través de un circuito
descendente de areas corticales y subcorticales que consiste en dos estructuras
principales: la PAG y la médula rostroventromedial (RVM) (Vanegas y Schaible, 2004;
Pertovaara y Almeida, 2006; Ossipov et al., 2010; Ossipov et al., 2014). Los impulsos
generados en el hipotdlamo, tdlamo, amigdala y corteza cingular anterior se integran en
la PAG, que envia proyecciones a la RVM, que a su vez envia proyecciones a lo largo
del funiculo dorsolateral (FDL) a la médula espinal (Figura 3). La RVM se conforma por
el ndcleo magno de rafé (NRM) y formaciones reticulares adyacentes serotonérgicas
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(Ossipov et al., 2010), asi como de poblaciones de neuronas GABAérgicas y glicinérgicas
(Kato et al. 2006; Hossaini et al. 2012), todas con proyecciones hacia la médula espinal.
La RVM también recibe entradas del talamo, la regién parabraquial y el locus coeruleus
a través de neuronas noradrenérgicas, las cuales comunican con la PAG (Ossipov et al.,
2010; Ossipov et al., 2014).

Figura 3. Vias y areas cerebrales implicadas en el procesamiento del dolor. Las neuronas aferentes primarias,
cuyos cuerpos celulares se encuentran en los ganglios de la raiz dorsal o el ganglio trigémino, se acoplan con neuronas
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secundarias en el asta dorsal de la médula espinal, o en el nacleo espinal del trigémino. Los axones de las neuronas
de segundo orden proyectan hacia el tAlamo y areas subcorticales como RVM y PAG. Las neuronas de tercer orden
proyectan desde el tAlamo hacia la corteza somatosensorial y areas limbicas corticales; también proyectan hacia la
amigdala, que a su vez interactlia con el nicleo accumbens. Varias de estas regiones cerebrales envian proyecciones
moduladoras descendentes a través de la PAG-RVM y el locus coeruleus, de vuelta hasta las primeras sinapsis en las
neuronas aferentes primarias. PAG=sustancia gris periacueductal; RVM=médula rostroventromedial. Modificado de
Brodin et al., 2016.

'La modulacion descendente del dolor puede ser tanto inhibidora como facilitadora, ya que
la estimulacion o inactivacion de las neuronas de la RVM pueden suprimir o incrementar
la nocicepcion (Vanegas y Schaible, 2004; Heinricher et al., 2009). Estudios
electrofisiolégicos donde se realizo la prueba del tail-flick ante un estimulo de calor nocivo
en ratas anestesiadas (Fields et al., 1976; Fields et al., 1977; Anderson et al., 1977)
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llevaron a la identificacion de una poblacion de neuronas de la RVM que incrementan el
disparo de potenciales de accion justo antes del comienzo del reflejo nociceptivo, asi
como otra poblacion de neuronas que reduce el disparo. Para comprender el efecto
modulador bidireccional de la RVM, las células de esta estructura se han clasificado como
ON, OFF y NEUTRAS (Heinricher et al., 2009). Por lo tanto, las células OFF estan
tonicamente activas e inhiben la transmision nociceptiva y las células ON facilitan la
transmision del dolor, mientas que las células NEUTRAS no parecen responder ante
estimulos nociceptivos (Ossipov et al.,, 2010). La existencia de neuronas ON y OFF
sugiere que los sistemas descendentes inhibidores y facilitadores funcionan en armonia
para mantener un procesamiento sensorial equilibrado. Se cree que en condiciones
patoldgicas este balance podrian alterarse, favoreciendo la facilitacion e incrementando

la percepcion del dolor (Vanegas y Schaible, 2004).

1.4 Sensibilizacion

La sensibilizacion es un fendmeno que produce aumentos prolongados en la excitabilidad
de las neuronas, y por ende, la intensidad con la que se perciben los estimulos dolorosos
también incrementa. Esto puede desarrollarse a través de mecanismos periféricos
(sensibilizacién periférica) o0 como consecuencia de cambios en la plasticidad neuronal
en el SNC (sensibilizacién central) (Staud, 2012).

1.4.1 Sensibilizacion periférica

La sensibilizacion periférica es una forma de plasticidad que depende de los estimulos
detectados en las fibras aferentes primarias (Basbaum et al., 2009). El dafio o la
inflamacion de los tejidos generan cambios importantes en el ambiente quimico de las
terminales periféricas de los nociceptores. La lesion tisular induce la inflitracion de células
del sistema inmune como células cebadas, plaquetas, basdfilos, neutréfilos, macrofagos
y fibroblastos. Estas células junto con las células residentes dafiadas liberan mediadores
inflamatorios como citocinas (IL-1B, IL-6, TNF-a), quimiocinas (CCL2), serotonina,
protaglandinas, proteasas, protones, ATP, oxido nitrico (ON), bradicinina y factores de

crecimiento, entre otros (Levine y Reichling, 1999). Estos mediadores actlian sobre sus

8
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respectivos receptores en las terminales de las aferentes primarias, induciendo la
activacion de segundos mensajeros y multiples cascadas de sefializacion que involucran
a las proteinas cinasas A (PKA) y C (PKC) y a las cinasas activadas por mitégeno (MAPK)
ERK, JNK y p38. La activacion de estas vias de sefializacion genera un aumento de la
transcripcion de genes y de la sintesis de receptores como TRPV1 y canales de sodio
dependientes de voltaje (Navl.7, Navl.8 y Nav1l.9), principalmente. Los receptores son
transportados a la membrana celular de las aferentes primarias, donde son fosforilados
por cinasas, provocando la alteracion de su umbral de activacion y cinética. Esto aumenta
las corrientes de sodio en la terminal periférica y la excitabilidad de la membrana, de
manera que un estimulo despolarizante produce mas potenciales de accion de los que
normalmente se producen en la terminal nociceptiva (Woolfy Ma, 2007; Stein et al., 2009;
Basbaum et al., 2009) (Figura 4).

Los mediadores pueden producir directamente dolor, pero la mayoria de ellos sensibiliza
a la terminal periférica (Woolf, 2004). La produccion de prostanoides proinflamatorios en
el tejido dafiado resulta de la generacién de acido araquidonico de los fosfolipidos de
membrana. La enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) convierte el acido araquiddénico en
prostaglandina H, que posteriormente es convertida en prostanoides especificos como la
prostaglandina E2 (PGE-2) (Levine y Reichling, 1999). La PGE:2 y otros mediadores como
serotonina y bradicinina contribuyen al aumento de la excitabilidad provocando la entrada
de Ca?* a las neuronas sensoriales, lo cual activa a la PKC (Linhart et al., 2003). Por su
parte, la PGE2 se une a receptores como el EP2, los cuales se encuentran acoplados a
cinasas intracelulares como PKA y PKC (Levine y Reichling, 1999). Estas cinasas
fosforilan los aminoacidos serina y treonina de muchos canales y receptores alterando
dramaticamente su actividad, de manera que se vuelven hipersensibles ante estimulos
subsecuentes (Woolf, 2004).
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Figura 4. Sensibilizacion periférica. El dafio al tejido desencadena la liberacién de mediadores inflamatorios debido
a la ruptura de las células y la activacion de células especializadas del sistema inmune que se infiltran al sitio de lesion.
Estos mediadores actian sobre sus receptores ubicados en las terminales de las aferentes primarias, incrementando
la despolarizacién y excitacién de las neuronas y alterando la regulacion de genes a largo plazo. Modificado de Brodin
et al., 2016.

Por otro lado, la activacién de los nociceptores puede generar potenciales de accion
ortodromicos y antidromicos que producen la liberaciéon de neuropéptidos como SP y
CGRP de sus terminales. Estos péptidos despolarizan las terminales nerviosas vecinas
y son responsables de la vasodilatacion y extravasacion plasmatica. Esto ultimo recluta
mas células del sistema inmune, perpetuando la inflamacion y la hiperexcitabilidad
(Costigan y Woolf, 2000). Ademas, esta demostrado que el glutamato que se libera de
las neuronas sensoriales primarias activa a los receptores NMDA expresados en células
satélite, las cuales liberan citocinas y mediadores inflamatorios que contribuyen al

proceso de sensibilizacion (Ferrari et al. 2014).
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La inflamacion persistente en las terminales periféricas genera todos estos cambios que
incrementan la transmision nociceptiva y la sensibilidad, los cuales pueden contribuir al
desarrollo de sensibilizacion en las terminales centrales (Costigan y Woolf, 2000; Woolf
y Ma, 2007).

1.4.2 Sensibilizacion central

La sensibilizacion central es un proceso de amplificacion de la transmision nociceptiva
entre la terminal central de las neuronas sensoriales y las neuronas del asta dorsal de la
meédula espinal, consecuencia de la estimulacion repetida de la terminal periférica de las
aferentes primarias (Julius y Basbaum, 2001). Los mecanismos que contribuyen al
establecimiento de la sensibilizacion central se componen de dos fases: la primera es la
responsable de los cambios rapidos en la médula espinal y deriva de la activacion y
fosforilacion de receptores; la segunda fase es de larga duracion, depende de la
transcripcion de genes y es responsable del incremento en la expresion y el trafico de
receptores a la membrana. Ambas fases involucran una alteracion en la transmision
glutamatérgica (Costigan y Woolf, 2000; Latremoliere y Woolf, 2009).

Los estimulos continuos y repetidos que activan a las fibras C generan un incremento en
el niumero de potenciales de accién y de la entrada de Ca?*, lo cual produce un fenémeno
de facilitacion sinaptica en la terminal central de la aferente primaria conocido como wind-
up (Latremoliere y Woolf, 2009). La terminal central de las fibras aferentes primarias
sensibilizadas libera neuromoduladores como el factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF), glutamato, SP, CGRP, ON, ATP y bradicinina (Costigan y Woolf, 2000; Basbaum
et al., 2009). El glutamato activa a los receptores AMPA, lo que permite la entrada de Na*
que despolariza a las neuronas postsinapticas. Esta despolarizaciéon remueve el ion Mg?*
gue bloquea al receptor NMDA. La activacidén de estos receptores ionotropicos por parte
del glutamato (NMDA, AMPA), junto con la activacion de receptores metabotrépicos
(mGlu, NK1) o receptores tirosina cinasa (TrkB) por parte de los otros neuromoduladores
excitadores, permite la entrada de Ca?*y el inicio de mdltiples cascadas de sefializacion
gue originan modificaciones en las corrientes iénicas, en las propiedades de los

receptores y en la expresion de sus genes (Figura 5) (Latremoliere y Woolf, 2009). El
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aumento del Ca?* intracelular estimula la activaciéon de cinasas (PKA, PKC, Src, ERK,
CamKiIl) que fosforilan a los receptores postsindpticos y de esta manera incrementan la
excitabilidad de las neuronas (Costigan y Woolf, 2000; Latremoliere y Woolf, 2009). Por
ejemplo, la cinasa Src fosforila principalmente a las subunidades NR1, NR2A y NR2B del
receptor NMDA, lo cual contribuye a que este permanezca mas tiempo activo (Costigan
y Woolf, 2000).
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Figura 5. Sensibilizacién central. La induccion de la sensibilizacion central se debe principalmente a la potenciacion
sindptica entre las terminales centrales de las neuronas aferentes primarias (arriba) y las neuronas secundarias en el
asta dorsal de la médula espinal (abajo). El aumento del Ca?* intracelular con la llegada del potencial de accién facilita
la liberacién de neurotransmisores excitadores como glutamato y SP; el glutamato actGa sobre los receptores NMDA
y AMPA, que incrementan directamente el flujo de Ca?* en la neurona postsinaptica, mientras que la SP actlia sobre
los receptores NK1R e incrementan el Ca?* a través de vias de transduccion de sefiales. La despolarizacion remueve
el ion Mg?* que bloguea normalmente al receptor NMDA, permitiendo un incremento en el flujo de Ca?*. Esto aumenta
la excitabilidad de la neurona secundaria y altera la regulacién génica a través de cascadas de sefializacion. Los
astrocitos y la microglia también facilitan la hiperexcitabilidad liberando mediadores proinflamatorios que sensibilizan
la neurona postsinaptica. ST=transduccién de sefiales. Modificado de Brodin et al., 2016.
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Por otro lado, el aumento de Ca?* intracelular también promueve la activacion de enzimas
como la sintasa de éxido nitrico (NOS) y la COX-2, resultando en la produccién de ON 'y
PGE2, los cuales actian a nivel pre- y post-sinaptico induciendo una despolarizacion
directa en terminales periféricas y centrales de las aferentes primarias (Costigan y Woolf,
2000; Latremoliere y Woolf, 2009).

La sensibilizacion central también puede involucrar una disminucion de la sintesis de
GABA y de la transmision inhibidora mediada por la pérdida de interneuronas
GABAérgicas en el asta dorsal de la médula espinal (von Hehn et al., 2012). Ademas, las
células de la glia espinal (microglia y astrocitos) también contribuyen al establecimiento
de la sensibilizacion (Suter et al., 2007; Milligan y Watkins, 2009; Gosselin et al., 2010; Ji
et al., 2013b). Después del dafio o la inflamacion, los factores liberados de la terminal
central de las neuronas aferentes primarias como el ATP (Suter et al., 2007), la fractalcina
(CX3CL1, Zhuang et al., 2007) y el factor estimulante de colonias de macréfagos 1 (CSF1,
Guan et al., 2016) activan a la microglia y/o a los astrocitos espinales. Estos sintetizan y
secretan citocinas (IL-1, IL-6, TNFa, NGF) que activan a sus receptores sobre las
terminales post-sinapticas y favorecen la hiperexcitabilidad neuronal (Sharif-Naeini y
Basbaum, 2011; Ji et al., 2014) (Figura 5). Otros neuromoduladores que son liberados
por la glia incluyen productos de la COX, ON, ATP, BNDF, D-serina y glutamato, los
cuales aumentan la entrada de Ca?* en las neuronas de la médula espinal y estimulan la
fosforilacién de receptores y canales, incrementando su actividad y generando un circulo
de hiperexcitabilidad (Ji et al., 2013b). A su vez, las quimiocinas liberadas por los
astrocitos (CCL2, CCL7) activan a la microglia y contribuyen a la sensibilizacion central
(Jietal., 2014).

Todos estos mecanismos que incrementan la excitabilidad neuronal sustentan el
establecimiento de la sensibilizacion central (Costigan y Woolf, 2000; Woolf y Ma, 2007).
Esta hiperexcitabilidad conlleva al desarrollo de plasticidad neuronal que genera
potenciacion a largo plazo (LTP), similar a la que subyace a otros procesos como el

aprendizaje y la memoria (Sharif-Naeini y Basbaum, 2011).
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1.5 Inhibicion espinal

El procesamiento de la informacion sensorial en el SNC depende indispensablemente de
la transmisién sinaptica inhibidora (Zeilhofer et al., 2012b). La importancia de la inhibicion
en el dolor se establecio con la “teoria del control de la compuerta” (Melzack y Wall, 1965).
Esta teoria propone que en las neuronas de proyeccion del asta dorsal, la activacion de
las neuronas aferentes de diametro grande (fibras AB) pueden reducir la transmisién de
impulsos en las neuronas de diametro pequefio (fibras C), y por lo tanto reducir el dolor
(Melzack y Wall, 1965; Price et al., 2009). La teoria sugiere que la informacion sensorial
nociceptiva se encuentra bajo el control de mecanismos pre- y post-sinapticos inhibidores
en la médula espinal (Chen et al., 2014a).

Tanto la inhibicién pre-singptica como la post-sinaptica dependen de interneuronas
inhibidoras locales y fibras descendentes, que modulan la informacion sensorial antes de
enviarla hacia centros superiores y otras regiones de la médula espinal (Zeilhofer et al.,
2012b). La mayoria de estas interneuronas tiene axones que forman sinapsis axo-
dendriticas 0 axo-somaticas con neuronas post-sinapticas, y algunas otras forman
sinapsis axo-axonicas con las terminales centrales de las fibras aferentes primarias
(zeilhofer et al., 2012a). Las interneuronas inhibidoras utilizan acido y-aminobutirico
(GABA) o glicina como neurotransmisores y representan alrededor del 40% de las
neuronas localizadas en el asta dorsal de la médula espinal. De estas, las interneuronas
GABAérgicas predominan en las laminas | y llo, mientras que las glicinérgicas prevalecen
en el borde entre las laminas Il y Il (Bardoni et al., 2013). El GABA vy la glicina actdan
sobre sus respectivos receptores localizados en las neuronas de proyeccion, mientras
gue unicamente GABA actla en receptores pre-sinapticos localizados en las terminales
centrales de las aferentes primarias (Chen et al., 2014a; Price y Prescott, 2015).

La activacion de los receptores GABAa (principalmente) y glicinérgicos disminuye la
excitabilidad neuronal mediante dos mecanismos: hiperpolarizar la membrana post-
sinaptica y/o generar conductancias que producen un corto circuito de la membrana pre-
sinaptica, reduciendo la liberacion de neurotransmisores excitadores como el glutamato
(Bardoni et al., 2013). La actividad de estos receptores depende del gradiente de cloruro
(CI) a través de la membrana (Price et al., 2009). De esta manera, los receptores GABAA

localizados en las terminales de las aferentes primarias modulan la entrada nociceptiva
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de las neuronas del GRD hacia las neuronas de proyeccion (inhibicién pre-sinaptica),
mientras que los receptores GABAa ubicados en las neuronas de la médula espinal
reducen directamente la excitabilidad (inhibicidon post-sinaptica) (Chen et al., 2014a; Guo
y Hu, 2014).

El bloqueo farmacoldgico de los receptores GABAA reproduce las caracteristicas del dolor
persistente (alodinia mecanica, hiperalgesia y dolor espontdneo) (Zeilhofer et al., 2012b;
Price y Prescott, 2015). Existe evidencia de que la inhibicion sinaptica GABAérgica
disminuye patolégicamente en condiciones de dolor cronico, sobre todo en dolor
neuropatico (Coull et al., 2003; Keller et al., 2007;) e inflamacion persistente (Mdiller et al.,
2003; Zeilhofer, 2008; Zeilhofer y Zeilhofer, 2008).

1.5.1 Inhibicién y desinhibicidon pre-sinéptica

En el asta dorsal de la médula espinal, la inhibiciébn pre-sinaptica ocurre en forma de
sinapsis axo-axbnicas simples o de arreglos sinapticos complejos denominados
glomérulos sinapticos (Figura 6). Estos glomérulos estan conformados por las terminales
axonicas de las interneuronas y las dendritas post-sindpticas que rodean la terminal
central de la aferente primaria (Zeilhofer et al., 2012a).

"axon periférico”

GABA /77

glutamato ° AMPA
y ® ° NMDA
/ GABA, ot dendrita postsinaptica
k)
fibra aferente primaria axon central

\GABA,

dendrita GABAérgica
(vesiculas con GABA)

Figura 6. Glomérulo espinal de lainhibicidn pre-sinaptica. El esquema muestra la formacion del glomérulo sinaptico
alrededor del axon central de la fibra aferente primaria. Cada glomérulo se compone de cuatro elementos: dos dendritas
post-sinapticas originadas de una neurona glutamatérgica, un axén terminal GABAérgico proveniente de la periferia
(con el que forma una sinapsis axo-axénica) y una dendrita pre-sinaptica que contiene vesiculas con GABA. Modificado
de Zeilhofer et al., 2012a.
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Las fibras aferentes primarias expresan dos proteinas responsables de la inhibicién pre-
sindptica: los receptores GABAAa y el co-transportador Na*-K*-2Cl- 1 (NKCC1) (Price et
al., 2006; Alvarez-Leefmans y Delpire, 2009; Price et al., 2009; Paul et al., 2012). El
NKCCL1 transporta CI- al interior de las neuronas sensoriales primarias, lo cual mantiene
la concentracion intracelular de CI- por encima del potencial de equilibrio electroquimico.
Por lo tanto, la apertura del receptor GABAAa por el GABA u otros agonistas permite la
salida de CI- y produce una despolarizacion, conocida como despolarizacion de las
neuronas aferentes primarias (PAD, primary afferent depolarization) (Rocha-Gonzalez et
al., 2008; Alvarez-Leefmans y Delpire, 2009). La PAD se genera en fibras aferentes que
inervan muasculo, mecano-receptores cutaneos, fibras C y Ad (Alvarez-Leefmans, 1998),
y se considera que es el mecanismo que subyace a la inhibicion pre-sinaptica (Willis,
1999). Esta despolarizacidon reduce la transmision nociceptiva a través de tres distintos
mecanismos propuestos: 1) La PAD inactiva a los canales de sodio dependientes de
voltaje (Nav) ubicados sobre los axones o las terminales de las aferentes primarias,
interrumpiendo la propagacion ortodrémica de los potenciales de accién provenientes de
la periferia; 2) La PAD atenua la amplitud de los potenciales de accion propagados (corto
circuito) mediante un incremento en la conductancia de la membrana (shunting)
producido por la apertura de canales de cloruro, lo que conlleva a una reduccién en la
liberacidén de neurotransmisores en la terminal central de las aferentes primarias; y 3) La
PAD inactiva los canales de calcio dependientes de voltaje (Cav) en las terminales
centrales, reduciendo la entrada de calcio a la pre-sinapsis y por ende, disminuyendo la
liberacion de neurotransmisores (Rudomin y Schmidt, 1999; Price et al., 2009; Zeilhofer
et al., 2012a).

Algunas condiciones como el dafio al tejido nervioso o la inflamacion persistente inducen
el desarrollo de sensibilizacion periférica y central. Los estimulos que provienen de fibras
no nociceptivas sensibilizadas estimulan de manera sostenida a las interneuronas
GABAérgicas espinales. Por tanto, el GABA liberado de las interneuronas activa a los
receptores GABAA pre-sinapticos y extra-sinapticos de las neuronas sensibilizadas (que
tienen una alta concentracion intracelular de CI), permitiendo una salida masiva de CI-.
Esto genera una PAD excesiva, que sumada a la despolarizacion tdnica producida por

los receptores GABAA extra-sinapticos, alcanza umbrales de disparo de potenciales de
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accion ortodrémicos y antidrémicos en las aferentes primarias, conocidos como reflejos
de la raiz dorsal (RRD) (Cervero et al., 2003; Alvarez-Leefmans y Delpire, 2009; Loeza-
Alcocer et al., 2013). De manera antidrémica, los RRD inducen la liberacion de SP y
CGRP desde las terminales periféricas de las aferentes primarias, 1o que produce
inflamacion y contribuye al desarrollo de alodinia e hiperalgesia secundarias (Garcia-
Nicas et al., 2001, 2006; Cervero et al.,, 2003). Cuando se propagan de manera
ortodrémica, los RRD sobreexcitan a las neuronas de segundo orden en la médula

espinal (Cervero et al., 2003) (Figura 7).

Figura 7. Reflejos de la raiz dorsal. Los RRD son una posible fuente de alodinia e hiperalgesia secundarias. La
entrada singptica desde axones no nociceptivos excita a una interneurona GABAérgica, la cual despolariza la terminal
central del axdn. Si la concentracion intracelular de CI- de la terminal central es suficientemente alta y la estimulacion
GABAérgica suficientemente fuerte para alcanzar el umbral de activacion, se generan potenciales de accién
retrogrados que se conducen a la periferia provocando la liberacion de péptidos pro-inflamatorios, mientras que
sobreexcitan a las neuronas de proyeccion. Modificado de Zeilhofer et al., 2012a.
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Los RRD explican al menos en parte la hiperalgesia y alodinia observadas en ratas
inyectadas con formalina (Granados-Soto et al., 2005), capsaicina (Garcia-Nicas et al.,
2001; Valencia de Ita et al., 2006) e histamina (Willis y Coggeshall, 2004). Ademas, los
RRD y la nocicepcién se pueden bloquear por la administracion intratecal de bumetanida,
un inhibidor del NKCC1 y de antagonistas de los receptores GABAA sinapticos (Valencia
de Ita et al., 2006) y extra-sinapticos (Loeza-Alcocer et al., 2013). Asimismo, en ratones
knockout del NKCC1, la despolarizacion inducida por GABAaA se encuentra reducida
(Sung et al., 2000), y en la prueba del tail-flick tienen latencias de retiro mayores en
comparacion con los ratones silvestres (Laird et al., 2004). La administracion espinal de
bumetanida, piretanida o furosemida reduce la nocicepcion inducida por formalina
(Granados-Soto et al., 2005). Por lo tanto, el factor clave en la regulacion de la amplitud
de la PAD, inhibicion pre-sinaptica y RRD es la concentracién intracelular de Cl- en las

neuronas aferentes primarias (Alvarez-Leefmans y Delpire, 2009).

1.5.2 Inhibicion y desinhibicidn post-sinaptica

Las neuronas del SNC maduro y particularmente las neuronas secundarias de la lamina
| de la medula espinal mantienen una concentracion de Cl- intracelular menor a la
extracelular (Price y Prescott, 2015; Hammond y Drower, 1984), por lo que la activacion
del receptor GABAA por el GABA permite el influjo de CI- a la neurona, lo que conduce a
hiperpolarizacion (inhibicién de la excitabilidad). La baja concentracién de CI- en las
neuronas de proyeccion se debe a la presencia del co-transportador K*-Cl- 2 (KCC2) y la
ausencia del NKCC1 (Price y Prescott, 2015; Price et al., 2009).

Cuando el potencial de equilibrio del CI- es cercano al potencial de reposo de la
membrana, la actividad de los receptores GABAa 0 glicinérgicos producen un corto
circuito o shunting que reduce la excitabilidad neuronal (Doyon et al., 2011). En contraste,
cuando el potencial de equilibrio del Cl- es mas positivo que el potencial de reposo de la
membrana, la actividad de estos receptores puede volverse despolarizante. De hecho,
un cambio de 5 mV en el potencial de equilibrio del CI- es suficiente para alterar las

propiedades de disparo de las neuronas del GRD (Prescott et al., 2006).
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Bajo condiciones normales, el KCC2 expulsa Cl- de las neuronas manteniendo el
gradiente del CI"y la inhibicién por hiperpolarizacion o shunting (Price et al., 2006; Doyon
et al., 2011). Sin embargo, en condiciones de dolor patoldgico la expresion del KCC2 se
reduce y el CI" intracelular se acumula (Kahle et al., 2008; Price y Prescott, 2015). Por lo
tanto, la apertura de los receptores GABAAa por parte del GABA resulta en la salida del CI-
en vez de entrada, lo que induce un cambio despolarizante del potencial de equilibrio del
Cl en el asta dorsal de la médula espinal (Coull et al., 2003). Este cambio en la direccién
del flujo de CI reduce la capacidad de inhibicién de los receptores GABAAa (desinhibicion)
e incluso puede producir excitacién (Price et al., 2009).

La activacion de la microglia y la liberacion de BDNF después del dafio al tejido nervioso
tienen un papel importante en la reduccion de la expresion del KCC2. Las fibras dafiadas
liberan CCL2 y ATP desde sus terminales centrales; éstos a su vez activan a la microglia
y a los receptores P2X4, respectivamente, lo que detona la liberacion de BDNF (Tsuda et
al., 2003; Kahle et al., 2008). EI BDNF se une a los receptores TrkB en las neuronas del
asta dorsal, desencadenando una via de sefalizacion que resulta en la disminucion de la
expresion del KCC2 (Figura 8), la acumulacién del CI- en el interior de la célula y la

pérdida de inhibicién post-sinaptica (Coull et al., 2005).

A B
Microglia
Microglia activada
en reposo Receptores
P2X4 BDNF

1)
o8
(=]
Cl-
K+
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Inhibicién normal Inhibicién disminuida o desinhibicién
O NKCC1 (hiperexcitabilidad)
O KCC2
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Figura 8. Desinhibicidon post-sinaptica. (A) En condiciones normales, la concentracion de Cl- intracelular se mantiene
baja, por lo que la activacion de los receptores GABAa genera una inhibicién hiperpolarizante. (B) En condiciones
patoldgicas, la microglia espinal que expresa a los receptores purinérgicos P2X4 se activa y secreta BDNF. El BDNF
actla sobre los receptores TrkB en las neuronas de la médula espinal induciendo la disminucion de la expresion de
KCC2, por lo que el CI- intracelular se acumula e incrementa la excitabilidad. Modificado de Kahle et al., 2008.
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La inflamacion crénica en la periferia también reduce la expresion de KCC2 a traves del
BDNF que se libera del tejido dafiado (Kahle et al., 2008). Ademas, la produccion de
mediadores inflamatorios también juega un papel importante en la desinhibicion post-
sinaptica. Por ejemplo, la PGE2 se une a sus receptores EP2 post-sinapticos que estan
acoplados a PKA (Levine y Reichling, 1999), la cual fosforila al receptor de glicina y lo
inhibe, impidiendo que este contribuya al control de la excitabilidad neuronal (Zeilhofer y
Zeilhofer, 2008). Finalmente, la pérdida de inhibicion permite la fosforilacion de los
receptores NMDA aumentando su actividad y el transporte de éstos a la membrana (Cao
et al., 2011).

En conjunto, la desinhibicion resulta en un incremento de la transmisién nociceptiva vy,

por lo tanto, de la sensibilidad al dolor.
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2. ANTECEDENTES PARTICULARES
2.1 Sindromes de dolor funcional

El dolor funcional (o dolor disfuncional, como también se halla en la literatura) es un tipo
de dolor generalmente crénico que se presenta en ausencia de dafio estructural o
inflamacion y que afecta seriamente la calidad de vida de quienes lo padecen
(Henningsen et al., 2007; Mayer y Bushnell, 2009; Nagakura, 2015). Los pacientes con
sindromes de dolor funcional sufren hipersensibilidad o dolor inexplicable como sintoma
principal, ya sea generalizado o localizado (Egloff et al., 2014; Nagakura, 2015). Entre
estos, destacan la fibromialgia, el sindrome de fatiga crénica, el sindrome del colon
irritable, la disfuncién temporomandibular crénica, la cefalea de tension crénica, el
sindrome de dolor pélvico y la cistitis intersticial, entre otros (Mayer y Bushnell, 2009;
Egloff et al., 2014).

Los sindromes de dolor funcional también se conocen como “sindromes de sensibilidad
central” o “sindromes somaticos funcionales” (Yunus, 2007; Henningsen et al., 2007).
También se clasifican como “trastornos de dolor somatico” por el Manual Diagndstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales, Tercera y Cuarta Edicion (DSM-IIl y IV, por sus
siglas en inglés), ya que casi siempre ocurren en asociacion con depresion, trastornos de
ansiedad o estrés psicolégico (Egloff et al.,, 2014). Ademas, los sindromes de dolor
funcional comparten otros sintomas como trastornos del suefio, problemas cognitivos,
fatiga crénica y alteraciones en otros sistemas. De hecho, los pacientes que sufren un
tipo de dolor funcional tienen una alta probabilidad de desarrollar algin otro y que se
traslapen (Henningsen et al., 2007; Nagakura, 2015), lo que sugiere que estos sindromes
comparten una fisiopatologia similar. Estudios de neuroimagen sugieren que ocurre una
amplificacion del dolor en el SNC (Gracely et al., 2002; Nagakura, 2015), por lo que
algunos mecanismos propuestos para explicar el dolor funcional incluyen la
sensibilizacién central, la desinhibiciéon y la facilitacion descendente (Ossipov et al.,
2014). Muchos sindromes de dolor funcional se asocian con una reduccién de la
inhibicion endogena del dolor y con la activacion de nociceptores sensibilizados en
combinacion con sensibilizacion central (Staud, 2012). No obstante, se cree que pueden

desencadenarse a partir de una interaccion compleja entre susceptibilidad genética,
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vulnerabilidad al dolor y diversos detonantes ambientales (von Baeyer y Champion, 2010;
Crabtree y Ganty, 2016).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la prevalencia mundial de los
sindromes de dolor funcional es del 15-20% (Egloff et al., 2014). Alrededor del 50% de
los pacientes tiene sintomas de dolor cronico por mas de 12 meses. La visita constante
a los médicos en busca de alivio ocasiona una carga econdmica a nivel familiar-social y
los pacientes se vuelven vulnerables al desempleo debido al ausentismo, la discapacidad
y la pérdida de productividad (Nagakura, 2015; Crabtree y Ganty, 2016). La ausencia de
un blanco terapéutico especifico determina la importancia de investigar los mecanismos
subyacentes del dolor funcional y eventualmente desarrollar tratamientos efectivos para

los pacientes.

2.2 Fibromialgia

La fibromialgia es un sindrome de dolor muasculo-esquelético generalizado que se
caracteriza por una sensibilidad exagerada al tacto (hiperalgesia y alodinia) y varios
sintomas concomitantes mediados por el SNC tales como fatiga, depresion, dificultades
cognitivas y trastornos del suefio y del estado de animo (Clauw, 2014; Sluka y Clauw,
2016). La fibromialgia es una de las condiciones de dolor crénico mas comunes, cuya
prevalencia es del 2.7% de la poblacion mundial y aumenta considerablemente cada afio
(Queiroz, 2013; Pasqual Marques et al., 2017). Afecta mas a las mujeres que a los
hombres con una proporcion 2:1, respectivamente, pero puede desarrollarse a cualquier
edad, incluso en la nifiez, y es independiente del grupo étnico (Clauw, 2014). En México
se estima que alrededor del 5% de la poblacién padece fibromialgia (Covarrubias-Gémez
y Carrillo-Torres, 2016). El criterio de diagnostico de la fibromialgia, publicado
originalmente en 1990 por el Colegio Americano de Reumatologia (ACR, American
College of Rheumatology) era completamente clinico, requeria que los pacientes
presentaran dolor crénico generalizado y sensibilidad en al menos 11 de 18 “puntos
sensibles” determinados (Wolfe et al., 1990). El criterio se actualizé en 2010 y ahora los
pacientes responden una encuesta que incluye un indice de dolor generalizado y una
escala de severidad de sintomas (Figura 9), obteniendo un acercamiento alternativo al
diagnostico de la enfermedad (Wolfe et al., 2011; Clauw, 2014).
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Al igual que en otros sindromes de dolor funcional, se desconoce la etiologia de la
fibromialgia. El diagnostico de la enfermedad suele ser dificil debido a la ausencia
aparente de inflamacion y de dafio al tejido o a los nervios. Los mecanismos que se han
propuesto para explicar los sintomas de la enfermedad incluyen: 1) Una desregulacion
del sistema nervioso (periférico, central y autbnomo) que promueve la amplificacion en la
transmision del dolor y en su interpretacion a nivel cortical; 2) una disfuncion
neuroendocrina en respuesta al estrés mediado por el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal;
3) una alteracion en las funciones del sistema inmune; 4) una disfuncién del metabolismo
muscular producido por alteraciones del estrés oxidativo a nivel mitocondrial; y 5) factores

genéticos (Sluka y Clauw, 2016; Covarrubias-Gémez y Carrillo-Torres, 2016).
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Figura 9. Criterio de la ACR para el diagnéstico de la fibromialgia. El rango de puntuacién va de 0 a 31 puntos; un
puntaje mayor o igual a 13 es consistente con un diagnéstico de fibromialgia. Modificado de Clauw, 2014.

La presencia de sintomas como fatiga, dificultades en la memoria, depresion, problemas
para dormir y trastornos del estado de animo sustentan que el problema fundamental de

la fibromialgia yace a nivel central (Clauw, 2014). La caracteristica principal de los
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pacientes con fibromialgia es la existencia de un desbalance en los niveles de
neurotransmisores. Las concentraciones de serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) y
dopamina (DA) estan reducidas en el liquido cefalorraquideo (LCR) y en el suero de los
pacientes fibromialgicos (Russell et al., 1992). Estos también presentan un déficit en la
actividad nociceptiva dependiente de opioides, con un incremento en los niveles de
opioides en LCR y una disminucion de la disponibilidad de receptores a nivel central
(Baraniuk et al., 2004; Harris et al., 2007). Se cree que lo anterior puede desencadenar
una alteracion en la modulacion descendente del dolor (Sluka y Clauw, 2016). Asimismo,
se ha detectado un incremento de glutamato en LCR y en varias regiones cerebrales
involucradas en el procesamiento del dolor, como la insula y la corteza cingular posterior
(PCC) (Larson et al., 2000; Sarchielli et al.,, 2007; Harris et al., 2009; Harris, 2010).
Ademas, diversos estudios han demostrado que los pacientes con fibromialgia tienen una
concentracion de SP casi tres veces mas alta que los controles sanos (Russell et al.,
1994; Schwarz et al., 1999), sugiriendo que los neurotransmisores excitadores también
pueden desempefiar un rol patogénico que contribuyen al fendbmeno de wind-up y al
mantenimiento de la sensibilizacion central (Sluka y Clauw, 2016).

La amplificacion del procesamiento sensorial es un fenédmeno fundamental en la
fibromialgia y que puede ocurrir como consecuencia de las alteraciones en la modulacion
descendente. De hecho, diversos estudios de neuroimagen con resonancia magnética
funcional (fMRI) han revelado que la activacion irregular de la RVM se relaciona
especificamente con el desarrollo y mantenimiento de la sensibilizacion central (Lee et
al., 2008). En los pacientes con fibromialgia existe una disfuncion de la inhibicion del dolor
a nivel cortical (Jensen et al., 2009) y una disminucién de la densidad de materia gris en
la ACC, PCC y el giro parahipocampal bilateral (Wood et al., 2009). Si bien los puntos
sensibles representan regiones del cuerpo con una sensibilidad exagerada, lo cierto es
gue la hipersensibilidad es generalizada y difusa (Petzke et al., 2001). Otros estudios de
fMRI muestran patrones de activacion cerebral que indican que los pacientes con
fibromialgia experimentan dolor ante una presion ligera o un estimulo térmico leve, los
cuales se perciben como inocuos por pacientes sanos (Gracely et al., 2002; Cook et al.,
2004). Las regiones con mayor activacion son la insula posterior, S1, S2, ACC, PCC,

putamen, talamo, amigdala e incluso cerebelo (Gracely et al., 2002; Cook et al., 2004;
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Lépez-Sola et al., 2017). Ademas, los pacientes con fibromialgia tienen baja tolerancia al
calor, al frio y a estimulos eléctricos minimos, e incluso son mas sensibles a otros
estimulos sensoriales como el sonido (Petzke et al., 2003; Geisser et al., 2008).

La alteracion de la estimulacion nociceptiva en el sistema nervioso periférico también
puede desempefiar un papel importante (Clauw et al., 2011). Diversos estudios
reportaron una reduccion de fibras nerviosas de la epidermis en biopsias de pacientes
con fibromialgia en comparacion con controles sanos (Oaklander et al., 2013; Uceyler et
al., 2013; Caro y Winter, 2014; Doppler et al., 2015). Ademas, se determiné que las fibras
C que no responden a estimulos mecénicos tienen un aumento de la actividad
espontanea y se vuelven sensibles a estos estimulos (Serra et al., 2014).

La inflamacién sistémica crénica es otra posible causa de la fibromialgia. Diversos
estudios demuestran un incremento en la liberacion de citocinas proinflamatorias por
parte de las células del sistema inmune en pacientes con fibromialgia (Mendieta et al.,
2016). Entre estas citocinas destacan la IL-183, IL-6 y TNF-a (Wallace et al., 2001; Wang
et al., 2008), las cuales también se incrementan a nivel periférico en alrededor del 30%
de los pacientes (Salemi et al., 2003). Otros factores que aumentan en la circulacién o en
LCR son la IL-8 (Wallace et al., 2001; Kosek et al., 2015), el ON (Larson et al., 2000), la
proteina HMGB1 (Oktayoglu et al., 2013) y CX3CL1 (Béackryd et al., 2017). Todos estos
mediadores inflamatorios conllevan a la activacion y sensibilizacion de los nociceptores
en la periferia y a nivel central (Costigan y Woolf, 2000; Basbaum et al., 2009), lo que
sugiere su participacion en la generacion del dolor crénico en la fibromialgia. Ademas de
la hiperalgesia, el incremento en los niveles de IL-6 y TNF-a se ha relacionado con la
modulacién de sintomas concomitantes como fatiga y depresién (Wallace et al., 2001;
Wang et al., 2008).

Por su parte, la proteina HMGBL1 es esencial en la respuesta al estrés oxidativo, ya que
la unién a su receptor TLR4 modula la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Algunos estudios sugieren que existe un desequilibrio entre la produccién de ROS
y los sistemas de defensa antioxidante en pacientes con fibromialgia, lo cual podria
causar dafos isquémicos en la periferia (Akkus et al., 2009). Esta reportado que los
pacientes con fibromialgia presentan un severo dafio oxidativo en el ADN del tejido

muscular, que incluye la fragmentacion del ADN, alteraciones en la expresion de enzimas
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constitutivas y cambios en el numero y el tamafio de las mitocondrias (Sprott et al., 2004).
Los niveles de vitaminas E y A en sangre se encuentran reducidos, mientras que se ha
observado un aumento en la peroxidacién de lipidos, lo cual es un indicativo de la
degradacion de los acidos grasos de la membrana como consecuencia de la accion de
las ROS (Akkus et al., 2009). De la misma forma, varios estudios han sugerido que la
concentracion de coenzima Qio, un antioxidante fundamental en la respiracion
mitocondrial, esta disminuida en células sanguineas de pacientes fibromialgicos con
respecto a los controles sanos (Cordero et al., 2009; Cordero et al., 2013). Ademas, la
presencia de ROS activa al inflamasoma NLRP3, el cual promueve la produccion de
citocinas proinflamatorias y de ROS, creando un circulo vicioso de estrés oxidativo en las
células (Cordero et al., 2014). Finalmente, se ha observado vasoconstriccion sobre el
musculo (Lund et al., 1986) y la piel (Jeschonneck et al., 2000) localizados en los puntos
sensibles, sugiriendo un estrés celular producido por hipoxia local en estas areas.

La relacion entre el estrés cronico y el desarrollo de fibromialgia ha establecido una linea
de investigacion del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) y del sistema nervioso
simpatico en la etiologia de la enfermedad. Muchos pacientes con fibromialgia han sido
previamente expuestos a estrés cronico, y a su vez, el estrés exacerba el dolor en éste y
otros sindromes de dolor cronico (Delvaux, 1999; Dai y Ma, 2014). El eje HPA en
pacientes con fibromialgia muestra una respuesta reducida al cortisol, a la hormona del
crecimiento y a la prolactina, y un incremento en la actividad de la hormona
adrenocorticotropina (ACTH) y de la hormona estimulante de foliculo (Geenen et al.,
2002; Rao et al., 2008). Los pacientes muestran una disminucién en la cantidad de
estrégenos, hormona del crecimiento y hormona triyodotironina (Neeck, 2000; Geenen et
al., 2002; Jones et al., 2007), mientras que los niveles plasmaticos de cortisol suelen ser
muy altos, sobre todo en la noche (Geenen et al., 2002). Un subgrupo de pacientes
también presenta niveles bajos y defectos funcionales del factor de crecimiento
semejante a la insulina tipo 1 (IGF-1, Cuatrecasas et al., 2012). Debido a que el sistema
serotonérgico influye significativamente en la funcién del eje HPA, algunas anormalidades
del sistema endocrino pueden asociarse con la disminucion de 5-HT caracteristica de los
pacientes con fibromialgia (Neeck, 2000). A su vez, las alteraciones en el eje HPA pueden

estar relacionadas con la depresion del sistema nervioso autonomo. Esta demostrado
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que los pacientes tienen niveles plasmaticos reducidos de neuropéptido Y, un péptido
que colocaliza con las neuronas noradrenérgicas del sistema nervioso simpatico (Geenen
et al., 2002). Sin embargo, la interaccion entre estos sistemas no ha sido dilucidada en la
fibromialgia.

Debido a que la fibromialgia presenta agregacion familiar (Arnold et al., 2004), se ha
evaluado la participacion de factores y antecedentes genéticos en el desarrollo de la
misma. Los genes candidato que se han propuesto como marcadores de la fibromialgia
tienen relacion con las alteraciones de la transmision y el procesamiento del dolor. Entre
éstos, destacan COMT (catecol-O-metiltransferasa), ADRB2 (receptor adrenérgico 32),
HTR2A (receptor 5-HT2a), SLC6A4 (transportador de 5-HT dependiente de Na),
SERPINAL (antitripsina-a1), CNRL1 (receptor cannabinoide CB-1), GRIA4 (subunidad 4
del receptor AMPA) y GCHL1 (ciclohidrolasa guanosin-trifosfato) (Ablin y Buskila, 2015).
Ademas, un estudio reciente demostré que el ADN de los pacientes con fibromialgia tiene
un patron de hipometilacion en genes implicados en la respuesta al estrés, en la
reparacion del ADN y en la eliminacion de las ROS (Ciampi de Andrade et al., 2017),
sugiriendo que el desarrollo de la fibromialgia también puede estar relacionado con
mecanismos epigeneéticos.

En conjunto, todos estos antecedentes sugieren que la fibromialgia tiene mudltiples
mecanismos que subyacen una fisiopatologia compleja. Por lo tanto, es necesario
profundizar en el entendimiento de estos mecanismos para poder integrarlos y asi

desarrollar alternativas terapéuticas nuevas y eficientes.

2.2.1 Tratamiento de la fibromialgia

El objetivo principal en el manejo de la fibromialgia es reducir el dolor, pero también
restaurar la salud emocional y mental para mejorar la calidad de vida. La respuesta al
tratamiento farmacoldgico del dolor en la fibromialgia es similar al de los pacientes con
dolor neuropatico (Crofford, 2005). Entre los farmacos mas utilizados se encuentran los
antidepresivos triciclicos, los gabapentinoides y los inhibidores de la recaptura de 5-HT y
NA (Tabla 1). De éstos, sOlo la pregabalina, la duloxetina y el minalcipran estan

aprobados por la FDA para el tratamiento de la fiboromialgia (Clauw, 2014). Esta terapia
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farmacolégica esta enfocada principalmente en incrementar la actividad de
neurotransmisores como NA y 5-HT, y disminuir la concentracion de neuromoduladores
excitadores del SNC (estda demostrado que la pregabalina disminuye la actividad
glutamatérgica en la insula) (Harris et al., 2013). A pesar de que los farmacos
anteriormente mencionados disminuyen el dolor entre el 30-50%, éstos no suelen tener
eficacia en todos los pacientes y producen efectos secundarios importantes que

ocasionan el abandono del tratamiento.

Tabla 1. Tratamiento farmacoldgico de la fibromialgia.

Tipo Farmacos Dosis Efectos adversos
Amitriptilina 10-70 mg/dia SR SRl -gang,nma e
. . . peso, constipacion,
Antidepresivos triciclicos sensacion de estar
Ciclobenzaprina | 5-20 mg/dia

“drogado”

Nausea, palpitaciones,
dolor de cabeza, fatiga,
taquicardia, hipertension

Duloxetina 30-120 mg/dia

Inhibidores de la recaptura

de 5-HT y NA Minalcipran 100-200 mg/dia

Gabapentina 800-2400 mg/dia

+600 mg/dia en dosis

e e Sedacién, ganancia de

50-100 mg/6 horas

P li L es0, mareo
regabalina divididas P
e B 4.5-_6 m_g_ p_or noche en Sede_mon,_ depresion
dosis divididas respiratoria
Fluoxetina 20-40 mg/dia Nausea, disfuncion
Inhibidores selectivos de la | Sertralina 50 mg/dia sexual, ganancia de
recaptura de 5-HT . . eso, problemas de
P Paroxetina 20-40 mg/dia P ~ P
suefio
. . 0.5 mg antes de dormir | Sedacién, mareo, boca
Cannabinoides** Nabilona g 2
0 1 mg dos veces al dia | seca
Naltrexona 4.5 mg/dia L C
- = — Sedacion, adiccion,
Opioides*** Con o sin acetaminofén, . . .
Tramadol tolerancia, hiperalgesia

*Eficacia demostrada. No aprobado por la FDA debido a asuntos de seguridad. ** Ningun cannabinoide sintético ha
sido aprobado para el tratamiento del dolor. ***Los opioides son poco efectivos para tratar el dolor crénico. No hay
evidencia de eficacia en opioides mas fuertes. Modificado de Clauw, 2014.

La administracién de antagonistas del receptor NMDA como ketamina, dextrometorfano
o0 memantina reduce el dolor, pero no son bien tolerados por los pacientes (Graven-
Nielsen et al., 2000). Por otro lado, la falta de efectividad de los opioides se debe
posiblemente a la disfuncién de la modulacion descendente y las alteraciones en el

sistema opioidérgico que presentan algunos pacientes (Harris et al., 2007). El tramadol

28



DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGIA

es el unico farmaco opioide con cierta eficacia en la disminucién del dolor en la
fibromialgia, pero es posible que este efecto se deba a su actividad como inhibidor de la
recaptura de 5-HT y NA (Russell et al., 2000). Asimismo, los antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs) y corticosteroides no disminuyen el dolor de los pacientes
fibromiélgicos (Clauw, 2014). El acetaminofén se utiliza en combinacion con el tramadol
y aunque su eficacia per se no ha sido demostrada por completo, es efectivo en pacientes
gue padecen fibromialgia en combinacidn con osteoartritis 0 patologias similares (Bennett
et al., 2005). El uso de relajantes musculares como la ciclobenzaprina producen una
mejoria generalizada, pero el 85% de los pacientes desarrollan efectos secundarios
posteriormente (Tofferi et al., 2004). Por su parte, el uso de cannabinoides como la
nabilona disminuye el dolor y mejora el suefio, aunque es necesario realizar mas estudios
al respecto (Farré et al., 2017). Finalmente, no existen estudios contundentes que
demuestren la eficacia de las BZ en la fibromialgia, aunque generalmente se utilizan para
tratar el insomnio y los trastornos de ansiedad (Corrigan et al., 2012).

En la busqueda de alivio de los sintomas de la fibromialgia se ha optado por tratamientos
alternativos no farmacoldgicos. Entre éstos, destacan las terapias cognitivas-
conductuales, la acupuntura y la hipnosis, las cuales han demostrado efectividad en la
reduccion del dolor, fatiga, insomnio y mejoran el humor y el manejo del estrés (Williams
y Clauw, 2009). Los efectos benéficos del ejercicio aerdbico, la hidroterapia y el yoga
involucran la activaciéon de sistemas analgésicos enddégenos y producen una sensacion
de bienestar general (Abeles et al., 2008; Williams y Clauw, 2009). Diversos estudios
demuestran que el uso de extractos y productos derivados de plantas medicinales
reducen los sintomas de la fibromialgia, tales como la coenzima Q1o y el extracto de Ginko
biloba formulados en cépsulas (Lister, 2002) y las tabletas denominadas Meta050, que
contienen sal de magnesio extraida del lGpulo, extracto de romero y acido oleandlico
(Lukaczer et al., 2005). Por su parte, la aplicacion tépica de capsaicina (McCarty et al.,
1994; Casanueva et al., 2012) y de 024, un aceite compuesto de extractos de alcanfor,
eucalipto, romero, aloe vera, menta, limén y naranja (Ko et al., 2007; Rutledge y Jones,
2007), mejoran significativamente el dolor durante periodos cortos.

Ademas, algunos suplementos nutricionales como la coenzima Q1o (Cordero et al., 2012)

y la L-carnitina (Rossini et al., 2007) han mostrado efectos benéficos después de varias
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semanas de consumo. Una dieta baja en glutamato también ha demostrado una mejora
en los sintomas (Holton et al., 2012).

En resumen, el manejo de la fibromialgia se basa en un tratamiento multiple que busca
mejorar la calidad de vida de quienes la padecen. Sin embargo, es necesario ahondar en
los mecanismos de la enfermedad en busqueda de nuevas y mejores alternativas

terapéuticas.

2.3 Modelos de fibromialgia en animales

Los modelos son herramientas valiosas para desarrollar nuevos tratamientos e investigar
los mecanismos que subyacen a las enfermedades (DeSantana et al., 2013). En el caso
de la fibromialgia, la busqueda de un modelo en animales ha sido un reto debido a la
etiologia incierta, su condicion de dolor generalizado sin lesibn que se acompafia de
multiples sintomas concomitantes y la falta de biomarcadores (Sluka, 2009; Nagakura et
al., 2012). Los modelos que tienen el potencial de utilizarse para estudiar los mecanismos
del dolor crénico generalizado y la fibromialgia se han clasificado en tres grupos
(Nagakura et al., 2012a; DeSantana et al., 2013; Taguchi et al., 2015): 1) Modelos de
exposicidon a estresores; 2) Modelos que requieren la administracion de un compuesto;
3) Modelos que combinan ambos aspectos. Todos estos modelos son similares en cuanto
al desarrollo de hipersensibilidad generalizada y generan un dafio minimo en el tejido
periférico. Sin embargo, los cambios en el sistema nervioso periférico y central y la
respuesta al tratamiento farmacologico varian para cada uno (DeSantana et al., 2011).
La Tabla 2 muestra un resumen de las caracteristicas y hallazgos relevantes en los
principales modelos de fibromialgia, a excepcion del modelo de fibromialgia inducido por

reserpina que se describe en la siguiente seccion.
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Tabla 2. Modelos de fibromialgia en roedores y sus hallazgos principales.

Modelo

Hallazgos importantes

Periféricos

Centrales

Insulto muscular repetido

Solucioén salina acida

La hiperalgesia es producida
por dos inyecciones de
solucién salina (pH 4) en el
musculo gastrocnemio (Sluka
et al., 2001).

Ausencia de dafio periférico (Sluka et
al., 2001).

La neurotrofina-3 revierte la
hiperalgesia (Gandhi et al., 2004).

Los ratones knockout de ASIC3 no
desarrollan hiperalgesia (Sluka et al.,
2003).

La SP y su union al receptor NK1
bloquean la activacion de nociceptores
musculares por &cido (Lin et al., 2012).

La activaciéon de ASIC3 en los
nociceptores musculares incrementa la
actividad de los Nav insensibles a
tetrodotoxina (Chen et al., 2014b).

La hiperalgesia en la articulacion se
previene con un inhibidor de ASIC3
(Sugimura et al., 2015).

Hiperalgesia mecanica generalizada
y de larga duracion; disminucién de
la actividad fisica voluntaria (Sluka et
al., 2001; Pratt et al., 2013).

La actividad de ERK aumenta en la
amigdala, y también la transmision
postsinaptica excitadora del ntcleo
parabraquial a la amigdala; esto
depende de los canales de calcio
tipo T (Chen et al., 2010; Cheng et
al., 2011).

Aumento en la liberacién de
glutamato y aspartato, y disminucion
de glicina en la RVM y médula
espinal (Radhakrishnan y Sluka,
2009).

La hiperalgesia mecanica se revierte
con agonistas de los receptores muy
delta opioides, antagonistas de
receptores glutamatérgicos,
pregabalina, inhibidores de la
recaptura, promotores de la apertura
de los canales de K*, bloqueadores
de los canales de Na* y la
coadministracion de tramadol con
minalcipran. Los inhibidores de la
COX-2y las BZ no son efectivos
(Sluka et al., 2002; Skyba et al.,
2005; Kim et al., 2009).

Incremento en la expresion de la
subunidad NR1 del receptor NMDA
en RVM,; la regulacion a la baja de
esta subunidad previene la
hiperalgesia (da Silva et al., 2010).

Reduccion del reflejo barorreceptor,
cambios en el balance cardiaco
mediados por el sistema autbnomo
(Oliveira et al. 2012).

Conductas tipo ansiedad observadas
en pruebas de campo abierto y
laberinto elevado en cruz (Liu et al.,
2014).
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Tabla 2. Modelos de fibromialgia en roedores y sus hallazgos principales (continuacién).

Priming hiperalgésico por
inflamaciéon aguda

La hiperalgesia es causada
por la inyeccion de
carragenina, PGE2 u otros
mediadores en el masculo
gastrocnemio o en la
articulacion de la rodilla
(Radhakrishnan et al., 2003;
Dina et al., 2008a).

Desarrollo de hiperalgesia muscular
crénica (2 semanas) después de la
inflamacién aguda. La hiperalgesia
depende de la activacion de AMP
ciclico y PKCe en nociceptores; la
inhibicion de la expresion de PKCe con
oligodeoxinucléotidos antisentido
reduce la hiperalgesia (Dina et al.,
2008a).

La inhibicién de la expresion de IL-6
previene la hiperalgesia inducida por
PGE: (Dina et al., 2008b).

El pretratamiento con saporina-IB4
previene la hiperalgesia inducida por
GNDF; el NGF produce hiperalgesia
muscular; el priming depende
exclusivamente de fibras no
peptidérgicas (Joseph y Levine, 2010).

La inhibicién de la aCaMKlIlp previene
el efecto del priming inducido por PKCe
(Ferrari et al., 2013).

Estrés

Estrés intermitente en frio
La hiperalgesia se induce por
la exposicion repetida a una
temperatura de 4°C (Nishiyori
y Ueda, 2008).

En cultivos de macrofagos, la
respuesta inflamatoria al LPS
incrementa después de la exposicion al
estrés (Montserrat-de la Paz et al.,
2015).

Evidencia de alteraciones morfol6gicas
del misculo gastrocnemio de ratones
en ambos sexos (Bonaterra et al.,
2016).

Reduccion de los niveles de
serotonina y sus metabolitos en
cerebro y médula espinal de ratas
(Hata et al., 1991).

El bloqueo de los receptores NMDA,
receptores de SP y receptores de
CGRP reduce la hiperalgesia (Satoh
et al., 1992; Okano et al., 1995).

Disminucion del efecto analgésico de
la morfina (receptores mu) e
incremento del efecto mediado por
receptores kappa en médula espinal
(Omiya et al., 2000).

La gabapentina y distintos
antidepresivos reducen la
hiperalgesia (Nishiyori y Ueda,
2008).

Incremento de la concentracion
plasmatica de corticosterona;
ausencia de conductas tipo ansiedad
y tipo depresivas (Nishiyori et al.,
2011).
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Tabla 2. Modelos de fibromialgia en roedores y sus hallazgos principales (continuacion).

Estrés por nado subcrénico
La hiperalgesia se induce por
la realizacién de la prueba de
nado forzado en repetidas
ocasiones (Quintero et al.,
2000).

Hiperalgesia térmica, disminucion de
la fuerza de agarre, incremento en la
respuesta a irritantes (Quintero et al.,
2000, 2003).

Incremento de c-Fos en la médula
espinal en la prueba de formalina
(Quintero et al., 2003).

La hiperalgesia se revierte con
inhibidores de la recaptura de
serotonina, triptéfano y diazepam
(Quintero et al., 2000; Suarez-Roca
et al., 2006, 2008).

Incremento en la expresion de los
marcadores de actividad neuronal p-
CREB y c-Fos en la corteza insular y
ACC (Imbe et al., 2014).

Incremento de los niveles de PGE:2
gue se previene con ketoprofeno o
meloxicam, tratamiento que también
reduce la hiperalgesia (Guevara et
al., 2015).

Estrés por sonido

La hiperalgesia es causada
por la exposicion a sonidos de
diversa amplitud, duracion y
tono en momentos
impredecibles durante 4 dias
(Khasar et al., 2009).

Incremento de los niveles plasmaticos
de NA y aumento de la actividad de
enzimas gue sintetizan catecolaminas
en la médula adrenal por méas de 28
dias (Khasar et al., 2009).

La hiperalgesia incrementa después de

la administracién local de PGE2, NA o
LPS (Khasar et al., 2009; Dina et al.,
2011).

La regulacion a la baja de IL-6
disminuye la hiperalgesia (Dina et al.,
2011).

Hiperalgesia generalizada en
visceras, extremidades y musculo de
la mandibula; incremento de las
conductas tipo ansiedad (Green et
al., 2011).

Estrés por inmersion en
agua

La hiperalgesia es causada
por el alojamiento de los
animales durante 5 dias en
cajas con agua a un nivel de
1.5 cm (Yasui et al., 2014).

Activacion de la microglia en médula
espinal; la minociclina reduce la
hiperalgesia (Yasui et al., 2014).
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Tabla 2. Modelos de fibromialgia en roedores y sus hallazgos principales (continuacién).

Factores combinados

Hiperalgesia inducida por
fatiga

La hiperalgesia es causada
por la combinacién de ejercicio
y la inyeccion de solucion
salina acida (Gregory et al.,
2013).

Ausencia de dafio muscular: no hay
cambios en los niveles de lactato,
pCOg2, creatinina cinasa o fosfato.
Reduccioén de la fuerza muscular

(Yokoyama et al., 2007; Gregory et al.,

2013).

El desarrollo de hiperalgesia se
previene con la administraciéon de un
inhibidor de ASIC3 y de macroéfagos,
pero no con la delecion de ASIC3 en
las aferentes primarias (Gregory et al.,
2016).

Hiperalgesia muscular bilateral de
larga duracion en ratones machos y
hembras; las hembras presentan
mayor sensibilidad, que se previene
con la ovariectomia; esta Gltima no
afecta la duracion de las conductas
nociceptivas (Sluka y Rasmussen,
2010; Gregory et al., 2013).

El bloqueo de los receptores NMDA
de la RVM durante la induccién de
fatiga previene el desarrollo de
hiperalgesia (Sluka et al., 2012).

Expresion de c-Fos en ndcleo magno
de rafé; aumento de la fosforilacion
de la subunidad NR1 del receptor
NMDA en RVM (Sluka et al., 2012,
2013; Gregory et al., 2013).

La actividad fisica regular previene la
hiperalgesia y el incremento de NR1
fosforilada (Sluka et al., 2013).

2.3.1 Modelo de fibromialgia inducido por reserpina en ratas

El modelo de fibromialgia inducido por reserpina fue introducido en 2009. La
administracion de reserpina (1 mg/kg/3 dias, s.c.) en ratas machos y hembras produce
hiperalgesia muscular y alodinia tactil generalizadas que persisten por 10-14 dias
(Nagakura et al., 2009). Se cree que los efectos sobre la sensibilidad son consecuencia
de la deplecién de aminas biogénicas en el SNC (Nagakura et al., 2009; DeSantana et
al.,, 2013; Taguchi et al., 2015). La concentracion de 5-HT, DA y NA disminuye en la
médula espinal, talamo y corteza prefrontal en las ratas tratadas con reserpina, lo cual
correlaciona con la reduccion de los umbrales de alodinia tactil, hiperalgesia muscular y
estimulo frio (Nagakura et al., 2009, 2012b; Oe et al., 2010). No obstante, las ratas
reserpinizadas no presentan alteraciones en la presion arterial, en la temperatura,
deficiencias motoras o cambios histopatologicos relevantes en el SNC (Oe et al., 2010;
Nagakura et al., 2012b; Ogino et al., 2013). De esta manera, el modelo mimetiza la

hiperalgesia observada en la fibromialgia sin producir dafio a los tejidos o inflamacién.
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La hiperalgesia en este modelo disminuye con pregabalina, duloxetina, pramipexol,
tramadol, amoxetina y agonistas del receptor 5HT2c, pero no con diclofenaco u otros
AINEs (Nagakura et al., 2009; Ogino et al., 2013; Kaneko et al., 2014; Zhang et al., 2016).
Una adaptacion del modelo en ratones también demostro que la pregabalina y de manera
novedosa la toxina Pha1B3, un bloqueador de los canales de calcio, reducen la
hiperalgesia mecanica y térmica producida por reserpina, efecto que no se observé con
el diclofenaco (de Souza et al., 2014). En este sentido, el comportamiento de los farmacos
en el modelo es similar al del tratamiento actual en pacientes (Clauw, 2014). Asimismo,
en este modelo se observan patrones discriminatorios de activacion cerebral en estudios
de fMRI en ratas reserpinizadas con respecto al grupo control cuando se evalla la
respuesta a estimulos moderados (Wells et al., 2017), los cuales son comparables con
los patrones de respuesta en pacientes fibromialgicos (Lopez-Sola et al., 2017).

Uno de los estudios mas sobresalientes sobre la fisiopatologia del modelo de fibromialgia
inducido por reserpina corresponde al de Taguchi y colaboradores en 2015, donde se
observd que la hiperalgesia en el modelo estd regulada por mecanismos periféricos y
centrales (Figura 10). Este grupo de investigacion demostro la existencia de una
alteracion en la funcién de los nociceptores sensibles a estimulos mecanicos y una
disminucién de los mismos, sugiriendo una estimulacién paraddjica de la periferia que
contribuye a la disfuncion de la modulacidon nociceptiva. La reserpina aumenta la
expresion de los canales ASIC3 en el GRD, pero no la expresion de otros receptores
como los Piezo, TRPVs, canales de sodio dependientes de voltaje u otros ASIC. Ademas,
el bloqueo de los canales ASIC3 reduce la hipersensibilidad mecénica. Asimismo, la
reserpina induce la activacién de la microglia en el asta dorsal de la médula espinal,
mientras que el tratamiento intraperitoneal con minociclina, un inhibidor de la microglia,
reduce y previene el desarrollo de hiperalgesia mecanica, sugiriendo que un estado de
sensibilizacion central subyace la hipersensibilidad generada en el modelo junto con un
fallo en la modulacion descendente del dolor debida a la disminucién de catecolaminas
en el SNC (Taguchi et al., 2015).
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Figura 10. Mecanismos propuestos en el modelo de fibromialgia inducido por reserpina. En la periferia ocurren
cambios paraddjicos en la sensibilidad mecénica de las aferentes primarias, caracterizados por una disminucion de la
proporcion de nociceptores que responden a estimulos mecénicos junto con un incremento de la magnitud de sus
respuestas; esto resulta en la intensificacion del dolor a nivel central, ocasionada por una reduccion de la estimulacion
periférica. El ARNm de los canales ASIC3 se sobreexpresa en el GRD. En la médula espinal, se cree que ocurre una
disfuncién en la inhibiciébn descendente debido a la deplecion de 5-HT y NA. La microglia se activa en las laminas
superficiales del asta dorsal. Modificado de Taguchi et al., 2015.

Otros estudios han evaluado el incremento en los niveles de diversos mediadores y
receptores. Esta demostrado que los niveles de caspasa-3 y la expresion de la subunidad
GIuN2B de los receptores NMDA aumentan en la amigdala de ratones reserpinizados
(Liu et al., 2014). También se observo un incremento en los niveles de SP, ROS, citocinas
pro-inflamatorias, NF-kf3 y caspasa-3 (factores involucrados en el estrés oxidativo) en la
corteza e hipocampo de ratas reserpinizadas (Arora y Chopra, 2013). Asimismo, los
niveles de glutamato incrementan en el talamo de ratones reserpinizados (Klein et al.,
2014), asi como las ROS en el LCR (Klein et al., 2016). De la misma forma, se observaron
cambios en la estructura de las fibras del musculo gastrocnemio y una disminucién en la
expresion de enzimas antioxidantes aunada al incremento de ROS vy citocinas pro-
inflamatorias en ratas reserpinizadas. Esto es un indicativo de dafio oxidativo muscular,
mismo gue se previene con la administracion oral de melatonina (Favero et al., 2017).
En el modelo de fibromialgia inducido por reserpina también se desarrollan conductas
tipo depresivas, las cuales han sido validadas por un incremento en el tiempo de
inmovilidad en la prueba de nado forzado (Nagakura et al., 2009) y por una prueba de
supresion del alimento (Blasco-Serra et al., 2015). Esta demostrado que la curcumina

reduce las conductas tipo depresivas inducidas por reserpina en ratas (Arora et al., 2011),
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mientras que la toxina Pha1p también reduce el tiempo de inmovilidad en la prueba de
nado forzado (de Souza et al., 2014). Por otro lado, también se han detectado conductas
tipo ansiedad en este modelo en ratas mediante la evaluacién en laberinto elevado en 0,
una prueba derivada del laberinto elevado en cruz (Wu et al., 2015).

La similitud de los sintomas y caracteristicas del modelo de fibromialgia inducido por
reserpina con la fisiopatologia de la fibromialgia en humanos sustenta la eleccién de este

modelo para la presente investigacion.

2.4 Receptores GABAA

Los receptores GABAa son canales heteropentaméricos dependientes de ligando
permeables al ion cloruro y bicarbonato (Figura 11). Pertenecen a la misma familia que
los receptores nicotinicos de acetilcolina, los receptores 5-HTs, los receptores
glicinérgicos y los canales activados por zinc. La activacion de los receptores GABAAa
produce hiperpolarizacion de la membrana mediante el influjo de CI- en neuronas del SNC
maduro, mientras que en la mayoria de las neuronas del SNC inmaduro y en las neuronas
aferentes primarias (nociceptores) modulan respuestas despolarizantes que también son
inhibidoras (Macdonald y Botzolakis, 2009). En la actualidad se han clonado 19
subunidades, incluyendo a (1-6), B (1-3), y (1-3), 8, €, 6, Ty p (1-3) (Olsen y Sieghatrt,
2008, 2009). La diversidad de las subunidades incrementa gracias al splicing alternativo
que genera multiples formas de las subunidades a5, a6, 2, 3 y y2 (D’Hulst et al., 2001).
La composicion estequiométrica de los receptores GABAAa consta de dos subunidades a,
dos subunidades B y una subunidad y, esta ultima pudiendo ser reemplazada por
cualquiera de las subunidades restantes. Las combinaciones al-$2-y2 y a2-f3-y2 son
las mas comunes a nivel supraespinal, mientras que las subunidades a1, a2, a3 y a5
estan expresadas en neuronas glutamatérgicas, GABAérgicas y glicinérgicas (Mohler et
al., 2002; Olsen y Sieghart, 2008).
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Figura 11. Receptores GABAAa sinapticos y extrasinapticos. Ensamble de subunidades para formar un canal
heteropentamérico permeable al cloruro (izquierda). A pesar de la extensa heterogeneidad de las subunidades, la
mayoria de los receptores GABAa, expresados en el SNC consisten en 2a, 23 y 1y, esta ultima pudiendo ser
reemplazada por cualquiera de las otras subunidades (5, €, 6, Ty p). GABA se une en la interface entre las subunidades
a 'y B, permitiendo la apertura del canal. El sitio de uniéon de BZ se encuentra en la interface entre las subunidades a(1,
2,3 05)yy, potenciando el flujo de ClI- inducido por GABA. Los receptores GABAA sensibles a BZ se componen de la
subunidad a(1-3), B y y son principalmente sinapticos, mientras que los receptores a5y se distribuyen ampliamente
en sitios extrasinapticos (derecha). En contraste, los receptores a(4,6)B0 son insensibles a BZ y se localizan en sitios
extrasinpticos. Modificado de Jacob et al., 2008.

Las propiedades farmacolégicas de los receptores GABAAa estan determinadas por la
composicién y arreglo de sus subunidades, lo cual también les otorga propiedades
particulares en su cinética y localizacion (Macdonald y Botzolakis, 2009; Delgado-Lezama
et al., 2013). La interface entre las subunidades a y y forman el sitio de unién a las
benzodiacepinas (BZ) (Rudolph y Knoflach, 2011), y solo los receptores que contengan
la subunidad a1, a2, a3 o a5 son sensibles a BZ (Mohler et al., 2002). Los receptores
GABAA son modulados por BZ, barbituratos, esteroides, anestésicos y convulsivantes,
entre otros (D’Hulst et al., 2001) (Tabla 3). La mayoria de estos farmacos actian como
moduladores alostéricos positivos (PAMs) o negativos (NAMs, también llamados
agonistas inversos), ya que no interactlan directamente con el sitio de unién a GABA
sino que se unen a sitios alostéricos y regulan la actividad del receptor, modificando su
cinética y la eficacia/afinidad de los agonistas. Por ejemplo, las benzodiacepinas
modifican la configuracion del receptor GABAA, lo que incrementa su afinidad por el GABA

y la frecuencia de apertura del canal (Rudolph y Knoflach, 2011).
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Tabla 3. Farmacologia de los receptores GABAa.

Benzodiacepinas  TPBS/Picrotoxina Esteroides
Subunidad ayB a1,2,3,5; B, y y2 Poro del canal a4,6; B, y 5
Ag qnista GABA Metabolitos de la
enddgeno progesterona
-Diazepam -3a5a-THDOC
-Flunitrazepam -3a-OH-5a-
Agonistas Muscimol -Clonazepam pregnan-20-ona
-Bromazepam -5a-androstan-
-Lorazepam 3a,17a-diol
Antagonistas -Bicuculina -B-CCE -TPBS Sulfato de
-Gabazina -Flumazenil -Picrotoxina pregnenolona
Agonlsta DMCM
inverso
-Imidazol-4-acido
acético Bretazenil
[Pberdina-4-acdo 1pa023 (a2, a3)
Agonistas -4-P|IOL -L-838,417 (a2, a3,
parciales -THIP (gaboxadol), ad) .
selectivo de -Zolpidem (a1)
subunidad & -NS11394 (a2, a3)
-FG-7142
-a5IA (ab)
Agonistas -L-655,708 (a5)
inversos -a3lA (a3)
(parciales) -R0O4938581 (ab5)

-RO154513 (a5,
débil)

Los agonistas mimetizan los efectos inhibidores del GABA, los antagonistas compiten por el sitio de union de los
agonistas pero no tienen efecto y los agonistas inversos revierten la accion del GABA. Modificado de D’Hulst et al.,
2009; Wang et al., 2011.

Los receptores GABAA se clasifican por su localizacion en sinapticos y extra-sinapticos,
los cuales presentan diferencias en sus propiedades biofisicas y farmacoldgicas (Figura
11). Los receptores GABAa sinapticos regulan las corrientes fasicas o rapidas
aumentando la permeabilidad al ClI- por periodos de tiempo breves (<100 ms), ya que se
activan por el GABA gue se libera de las interneuronas GABAérgicas. Por lo tanto, estos
receptores producen corrientes post-sinapticas inhibidoras en neuronas del SNC maduro,
despolarizacién post-sinaptica excitadora en neuronas del SNC inmaduro y PAD en las
neuronas nociceptivas (Farrant y Nusser, 2005; Delgado-Lezama et al., 2013). Los
receptores GABAA extra-sinpticos se localizan en las membranas somaticas, dendriticas
y axolnicas, pero no sobre las terminales. Los receptores extra-sinapticos tienen una

mayor afinidad por el GABA (son sensibles al GABA ambiental) y su activacion genera
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un aumento persistente de la conductancia del ClI-, es decir, modulan la excitabilidad
neuronal a través de una inhibicién ténica (Farrant y Nusser, 2005; Walker y Semyanov,
2008; Loeza-Alcocer et al., 2013). Las subunidades a4, a5 y a6 en combinacion con la
subunidad y2 predominan en los receptores GABAa extra-sinapticos, mientras que los
receptores que expresan la subunidad & son exclusivamente extra-sinapticos (Farrant y
Nusser, 2005). El blogueo de la inhibicion mediada por los receptores GABAa, ya sea

fasica o tonica, tiene implicaciones en la transmisidén nociceptiva.

2.4.1 Receptores GABAAa y dolor

Cuando el GABA se une a los receptores ionotropicos GABAa el CI- se desplaza al interior
de la neurona, produciendo hiperpolarizacion y debilitando la propagacion dendritica de
las sefiales excitadoras que transmiten el dolor (Zeilhofer et al., 2009; Price y Prescaott,
2015). Los receptores GABAA se expresan en terminales periféricas de fibras no
mielinizadas (Carlton et al., 1999), en los GRD y a lo largo de las aferentes primarias
(Loeza-Alcocer et al., 2013). Las subunidades a2, a3 y a5 se localizan en las terminales
centrales de fibras AB, fibras Ad y fibras C peptidérgicas y no peptidérgicas (Paul et al.,
2012; Lorenzo et al., 2014).

El papel farmacolégico de los receptores GABAa es controvertido. El bloqueo de los
receptores GABAAa con antagonistas produce alodinia mecanica y dolor espontaneo
(Price y Prescott, 2015), mientras que la administracibn de agonistas como GABA o
muscimol produce antinocicepcion en ratas (Hammond y Drower, 1984). Esto sugiere que
la activacion de los receptores GABAAa produce antinocicepcién. Estad demostrado que la
inyeccion i.t. de bicuculina genera hiperexcitabilidad neuronal y alodinia en ratones naive
(Lee y Lim, 2010). La administracién de GABA y muscimol reduce la nocicepcion inducida
por formalinay en ratas con dolor incisional, efectos que se bloquean con bicuculina (Dirig
y Yaksh, 1995; Reichl et al., 2012). Por otro lado, existe evidencia de que la activacion
de los receptores GABAa también puede producir dolor. Por ejemplo, la administracion
periférica e intratecal de muscimol exacerba la hipersensibilidad en los modelos
inflamatorios de formalina y CFA, respectivamente (Carlton et al., 1999; Anseloni y Gold,

2008). De hecho, los receptores GABAa aumentan su densidad de corriente mediante su
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fosforilacion por tirosina cinasa en condiciones de inflamacion (Zhu et al., 2012). En el
caso del dolor neuropatico, la lesion parcial del nervio ciatico reduce la inhibicién mediada
por los receptores GABAA pero incrementa la expresion de éstos (Moore et al., 2002).

Diversos estudios han demostrado la participacion especifica de las subunidades del
receptor GABAA en la modulacion del dolor, aunque también presentan resultados
paraddjicos. Las subunidades a2 y a3 son responsables del efecto antihiperalgésico del
diazepam en ratones knockout (Knabl et al., 2008), mientras que el tratamiento con un
agonista parcial de las subunidades a2 y a3 reduce la hiperalgesia en el dolor neuropatico
e inflamatorio (Di Lio et al., 2011). La subunidad a2 expresada en las fibras aferentes
primarias facilita la activacion de los receptores GABAAa presinapticos y modulan la PAD
(Witschi et al., 2011). La activacion de la subunidad & incrementa la inhibicién ténica y
atenua la hiperalgesia inducida en la fase Il de la prueba de formalina (Bonin et al., 2011).
La administracion sistémica de PAMs de las subunidades a5, -3 y -2 reducen la
nocicepcién en distintos modelos de dolor neuropético e inflamatorio en roedores (Munro
et al., 2008; Nickolls et al., 2011), pero los NAMs también atentan y revierten el dolor
(Munro et al., 2011). Esta controversia podria explicarse por un cambio en la funcion de
los receptores GABAA en condiciones de dolor patoldgico. Finalmente, la selectividad de
los PAMs y NAMs utilizados en estos estudios sugieren la participacion de la subunidad

a5 en la nocicepcion.

2.5 Receptores GABAA-a5

La subunidad a5 esta ensamblada principalmente a las subunidades B y v, y tiene una
localizacion predominantemente extra-sinaptica en el SNC maduro (Rudolph y Méhler,
2014), donde se expresan al menos dos variantes que difieren en su contenido de
carbohidratos (Sieghart et al., 1993). En humanos, algunos estudios de neuroimagen
sugieren que los receptores GABAA que contienen la subunidad a5 (GABAa-a5) se
expresan en hipocampo, corteza y estriado ventral (Mendez et al., 2013). En roedores, la
subunidad a5 se expresa en la corteza, amigdala, bulbo olfatorio, médula espinal y
especialmente en el hipocampo (Sur et al., 1999; Rudolph y Mo&hler, 2014). En las

neuronas de la region CA1 de hipocampo, los receptores GABAa-a5 modulan la inhibicién

41



DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGIA

ténica, contribuyen ocasionalmente en eventos de inhibicion fasica lenta (Zarnowska et
al., 2009) y son capaces de alterar las oscilaciones neurales, lo cual tiene un impacto en
procesos cognitivos (Bonin et al., 2007; Rudolph y Mohler, 2014). Los ratones que
carecen de la subunidad a5 muestran mejores resultados en varias pruebas cognitivas,
aunque presentan alteraciones en las funciones ejecutivas y en la memoria a corto plazo
(Martin et al., 2009; Atack, 2011; Zurek et al., 2016), mientras que la administracion de
agonistas inversos selectivos de esta subunidad también mejora la memoria y el
aprendizaje (Collinson et al., 2002; Milli¢ et al., 2013).

La expresion hipocampal de los receptores GABAa-a5 es dindmica, pues se altera en
presencia de citocinas proinflamatorias (Wang et al., 2012) y en modelos murinos de
Alzheimer (Wu et al., 2014). La subunidad a5 regula las conductas de recompensa, el
deterioro motor y los efectos sedantes del alcohol (McKay et al., 2004). Por otra parte, la
activacion crénica de los receptores GABAa-a5 participa en el desarrollo de tolerancia al
diazepam (van Rijnsoever et al., 2004) y esta vinculada a trastornos del espectro autista
(Mendez et al., 2013; Zurek et al., 2016) y con el sindrome de Down (Braudeau et al.,
2011; Rudolph y Méhler, 2014). Finalmente, la participacion de los receptores GABAa-a5

en la inhibicién ténica de la transmisiéon del dolor es controvertida.

2.5.1 Receptores GABAa-a5 y dolor

Los receptores GABAa-a5 estan expresados en sitios relacionados con la nocicepcion.
La subunidad a5 se encuentra en la médula espinal en motoneuronas, interneuronas del
asta ventral (Castro et al., 2011), estratos superficiales del asta dorsal, en neuronas del
GRD y en las terminales de fibras aferentes primarias peptidérgicas y no peptidérgicas
(Bohlhalter et al., 1996; Paul et al., 2012; Loeza-Alcocer et al., 2013; Lorenzo et al., 2014).
Los receptores GABAAa con la configuracion a5Bxy2 modulan la inhibicién tonica en la
médula espinal (Takahashi et al., 2006; Mitchell et al., 2007), y esta inhibicién es abolida
en las interneuronas por la administracion de L-655,708, un agonista inverso selectivo de
la subunidad a5 (Castro et al., 2011). Estd demostrado que la inhibicion de los receptores
GABAa-a5 potencia la transmision glutamatérgica (Martin et al., 2009) Asimismo, la

aplicaciéon de L-655,708 en rebanadas de médula espinal deprime los RRD sin afectar la
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corriente fasica de la PAD (Loeza-Alcocer et al., 2013), sugiriendo que los receptores
GABAa-a5 peri 0 extrasinapticos modulan la transmision nociceptiva y la excitabilidad
neuronal. Sin embargo, el papel de los receptores GABAa-a5 en condiciones de dolor ha
sido motivo de discusion. Diversos estudios realizados en modelos de dolor inflamatorio
y neuropatico con PAMs selectivos de la subunidad a5 sugieren que la activacion de los
receptores GABAa-a5 tiene un efecto antinociceptivo (Munro et al., 2008, 2011; Hansen
et al., 2012). El tratamiento con dos distintos PAMs selectivos para las subunidades
a5>a3>a2 (NS11394 y NS16085) en rebanadas de médula espinal sugiere que el efecto
analgésico se debe a las subunidades a2 y a3, pero no a la subunidad a5, ya que la
eficacia de ambos farmacos sobre esta ultima fue completamente distinta (NS11394 con
78% versus NS16085 con 5%) (Garcia de Lucas et al., 2015). No obstante, el mismo
grupo de investigacion reporté que los NAMs selectivos de la subunidad a5 también
reducen la nocicepcion en modelos de dolor inflamatorio y neuropético, sugiriendo que la
activacion de estos receptores también promueve el dolor (Munro et al., 2011). Esto
altimo concuerda con estudios previos realizados en el laboratorio, donde se demostré
que el bloqueo del receptor GABAA-a5 mediante la administracion de L-655,708 previno
el efecto pronociceptivo producido por el tratamiento con agonistas del receptor GABAA
en el modelo de formalina en ratas (Bravo-Hernandez et al., 2014). De la misma forma,
la administracion local e intratecal de L-655,708 previene y revierte la hipersensibilidad
inducida en el modelo de formalina de larga duracion, en el modelo de CFA y en un
modelo de dolor neuropatico (ligadura de nervios espinales), sugiriendo la participacion
de los receptores GABAa-a5 en el desarrollo y mantenimiento de la alodinia e hiperalgesia
en estos modelos (Bravo-Hernandez et al., 2016). Ademas, se observo un incremento
significativo de la expresion del ARNm del receptor GABAa-a5 en médula espinal y
ganglios de la raiz dorsal en ratas en el modelo de formalina de larga duracién (Bravo-
Hernandez et al., 2016), en el modelo de axotomia del nervio ciatico (Xiao et al., 2002;
Yang et al. 2004) y en neuronas parvocelulares del hipotalamo en un modelo de estrés
cronico impredecible en ratas (Verkuyl et al.,, 2004). A la fecha no se conoce la
participacion de los receptores GABAa-a5 en modelos de dolor funcional, particularmente

en el modelo de fibromialgia inducido con reserpina.
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3. JUSTIFICACION

La fibromialgia afecta gravemente la calidad de vida de quienes la padecen. Las causas
de la enfermedad no estan bien definidas, por lo que su tratamiento es poco efectivo. Se
ha observado que en condiciones de dolor cronico los sistemas de inhibicion espinal
estan alterados, reduciendo su capacidad de inhibir el dolor e incluso llegando a producir
excitacion. Los receptores GABAa participan en este fendbmeno. Particularmente los
receptores GABAa que contienen la subunidad a5 juegan un papel importante en la
modulacion de conductas nociceptivas en modelos cronicos de dolor inflamatorio y
neuropatico. Sin embargo, se desconoce si estos receptores estan involucrados en el
mantenimiento de la alodinia e hiperalgesia muscular en el modelo de fibromialgia
inducido por reserpina. La demostracion de la participacion de los receptores GABAa-a5
podria representar una alternativa terapéutica para el tratamiento de la fibromialgia y

otros sindromes de dolor funcional relacionados.
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4. HIPOTESIS

Los receptores GABAAa-a5 contribuyen a la hipersensibilidad nociceptiva (alodinia tactil e

hiperalgesia muscular) en un modelo de fibromialgia en la rata.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Determinar el papel de los receptores GABAa-05 en la alodinia tactil e hiperalgesia

muscular en el modelo de fibromialgia en ratas.

5.2 Objetivos particulares

o Caracterizar el modelo de fibromialgia inducida por la administracion subcutanea

de reserpina en ratas.

o Evaluar farmacolégicamente la contribucion de los receptores GABAa-a5 en la
alodinia tactil e hiperalgesia muscular que se generan en el modelo de fibromialgia

en ratas.

o Determinar la expresion de los receptores GABAa-a5 en el ganglio de la raiz dorsal

y médula espinal en el modelo de fibromialgia en ratas.

o Evaluar la contribucion de la microglia y los astrocitos mediante

inmunohistoquimica en el modelo de fibromialgia.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar hembras y machos con un peso corporal de 220-260 g. Estas
ratas se mantuvieron en ciclos de luz-oscuridad de 12 horas, con libre acceso a agua y
alimento. En ningun caso se determiné la fase del ciclo estral de las ratas hembra. Los
animales se habituaron a la manipulacion y a los equipos y técnicas de evaluacion
durante al menos 3 dias consecutivos antes de cada procedimiento. Todos los
experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a los lineamientos éticos para la
investigacion del dolor experimental en animales (Zimmermann, 1983). El presente
trabajo esta sustentado por el Protocolo 0042-13, aprobado por el Comité Institucional

para el Cuidado y Uso de Animales del Cinvestav.

6.2 Modelo de fibromialgia inducido por reserpina

El dolor se indujo de acuerdo al procedimiento descrito por Nagakura y colaboradores
(2009). La reserpina (Cat. R0875, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) se disolvid en acido
aceético glacial (Cat. 320099, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y se diluyd a una
concentracion final de 0.5% de &cido acético en solucion salina al 0.9%. Posteriormente

se administro via subcutanea 1 mg/kg una vez al dia durante tres dias consecutivos.

6.3 Evaluacion de conductas nociceptivas
6.3.1 Determinacion de la alodinia tactil

Las ratas se colocaron de forma individual en cajas de acrilico transparente sobre una
malla metélica durante 30 min para habituarse. Los animales se estimularon en la parte
media de la pata con los filamentos de von Frey (Stoelting Co., Wood Dale, IL, EUA). El
50% de umbral de retiro se determiné empleando el método “up-down” (Chaplan et al.,
1994; Dixon, 1980). Se inici6 con el filamento de 2 g y se ascendié o descendié con
incrementos logaritmicos de rigidez (1.65-6.65 g) en funcion de la respuesta del animal.
Una respuesta positiva provoca el retiro de la pata estimulada en un lapso de 5-8

segundos, mientras que una respuesta negativa es aquella donde el estimulo no genera
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el retiro de la pata en el mismo lapso de tiempo. Después de la primera respuesta positiva,
la pata se estimuld otras cuatro veces tomando en total una serie de seis patrones de
respuestas positivas y negativas. El 50% del umbral de respuesta se calculdé con la

siguiente formula:
o _{ 4 A[XF+k3]
50% umbral (g)-(1o )/10000

Donde X: es el valor del ultimo filamento de von Frey utilizado (en unidades logaritmicas);
k es el factor de correccion basado en los patrones de respuesta de la tabla de calibracion
y al valor tabulado con base al nimero de respuestas positivas y negativas; y 6 se refiere

a las diferencias de promedio entre estimulos (unidades logaritmicas).

6.3.2 Evaluacién del umbral de presion muscular

El umbral de presion muscular se midié de acuerdo al método reportado por Schafers y
colaboradores (2003). Las ratas se envolvieron en un pafio de franela y cada extremidad
posterior se posiciond para aplicar una fuerza mecéanica que incrementa linealmente
(méximo 250 g) sobre el musculo gastrocnemio. La respuesta se midié como la presion
en gramos necesaria para que la rata retire la extremidad o vocalice. Cada prueba se
repitié tres veces con intervalos de al menos un minuto entre cada estimulo. El promedio

de umbral de presién muscular se calculé con base en las tres mediciones.

6.4 Farmacos

El L-655,708 (etil (S)-11,12,13,13a-tetrahidro-7-metoxi-9-oxo-9Himidazo[1,5a] pirrolo
[2,1-c] [1,4]benzodiazepin-1-carboxilato) (Cat. L9787, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y
TB21007 (6,7-dihidro-3-[(2-hidroxietil)tio) 6,6-dimetil-1-(2-tiazolil)-benzo|c]tiofen-4(5H)-
ona) (Cat. 2905, Tocris Bioscience, Elisville, MO), agonistas inversos selectivos para la
subunidad a5 del receptor GABAAa (Tabla 4), se disolvieron en dimetil sulféxido (DMSO,
Cat. D8418, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) al 30% para administracion intratecal en un
volumen de 10 pl en tres dosis distintas (0.15, 5 y 15 nmol; 1.5, 15 y 150 nmol,
respectivamente). El L-838,417 (3(2-5-difluorofenil)-7-(1,1-dimetiletil)-6-([1-metil-1H-
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1,2,4-triazol-5-il) metoxi]-1,2,4-triazolo [4,3-b]piradazina) (Cat. 3250, Tocris Bioscience,
Elisville, MO), agonista parcial de las subunidades a2, a3 y a5 del receptor GABAA Yy la
(+)-bicuculina (Cat. B-9130, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), antagonista competitivo de los
receptores GABAa, también se disolvieron en DMSO al 30% para administracion
intratecal en una dosis de 15 nmol y 0.8 nmol, respectivamente.

La eleccion de las dosis de L-655,708 y L-838,417 se baso6 en estudios previos (Bravo-
Hernandez et al., 2016), al igual que la dosis de bicuculina (John et al., 1998; Malan et
al., 2002; Garcia-Nicas et al., 2006). La eleccion de las dosis de TB21007 se basé en
experimentos piloto realizados en el laboratorio.

De acuerdo a los resultados de la caracterizacion del modelo, la evaluacién farmacoldgica

en los grupos se llevé a cabo el dia 7 posterior a la ultima inyeccién de reserpina.

Tabla 4. Afinidad de los farmacos utilizados en este trabajo.

Farmaco Funcién Receptor pKi Afinidad por otros

> > >
L-655,708 Agonistainverso GABAx-a5 9.3 a3>az2>al > a6

(pKi 7.6 — 7.0)

TB21007  Agonistainverso GABAs-a5 8.8 a2>al>a3
’ i ' (PKi 7.8 -7.7)

i i al>a2=a3
L-838,417 Agonista parcial GABAa-a5 8.6 (0Ki 9.17 — 9.1)

a2>a3>05=al
(pKi 5.73 — 5.35)
Quirk et al., 1996; Ebert et al., 1997; Chambers et al., 2003; McCabe et al., 2004.

Bicuculina Antagonista GABAA 5.7

6.5 Knockdown de los receptores GABAa-a5

Se realiz6 un tratamiento via intratecal con ARN de interferencia (siRNAs) dirigidos a los
receptores GABAa-a5. El esquema de administracion se baso en el protocolo publicado
por Njoo y colaboradores (2014), con algunas modificaciones. La preparacion de los
SiRNAs se llevo a cabo inmediatamente antes de cada administracion como indican las
recomendaciones del fabricante (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA). El
SiRNA de GABAa-a5 (Cat. sc-270130) y el siRNA control (Cat. sc-36869) se
reconstituyeron cada uno con 330 pl de solucién amortiguadora libre de RNAsas (Cat.
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sc-29527, pH 8). Posteriormente, se mezclaron en tubos Eppendorf pequefios
(correspondientes a las dosis individuales de cada grupo de ratas) 8 ul de siRNA y 4 ul
de reactivo de transfeccion (Cat. sc-29528), se agitaron suavemente, se incubaron
durante 40 min a temperatura ambiente y se administraron via intratecal en un volumen
de 12 pl, correspondiente a 1 ug de siRNA. El procedimiento se repitié hasta completar
un esquema de administracion de 1 pug de siRNA cada 24 h durante tres dias

consecutivos.

6.6 Determinacion de la expresion de los receptores GABAa-a5
6.6.1 Extraccion de tejido

Las ratas se sacrificaron por decapitacion, la médula espinal se extrajo por hidro-extrusiéon
y el segmento lumbar se dividié sagitalmente para separar y obtener la porcién dorsal
(L1-S1), retirando todo el tejido circundante. Ademas, se localizaron y extrajeron los
ganglios de la raiz dorsal (L4-L6). Todas las muestras se sumergieron inmediatamente
en nitrégeno liquido y se almacenaron en tubos de centrifugacion a -70°C hasta su uso.

6.6.2 Western blot

Las muestras se homogeneizaron con 400 pl de buffer RIPA (Tris 50 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM, Triton 100x 0.1%, SDS 1%) que contenia una serie de inhibidores de
proteasas (aprotinina 6.8 pg/ml, leupeptina 4 ug/ml, pepstatina A 4 pg/ml, SBTI 4 pg/ml,
PMSF 2 mM y NaVO4 2 mM) a 4°C. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a
13,200 rpm a 4°C durante 10 minutos. Se colecto el sobrenadante y se almacené a -70°C
hasta la cuantificacion de proteinas totales.

La concentracion de proteinas totales del sobrenadante se determiné por el método de
Bradford (Bradford, 1976). Se tomaron volumenes equivalentes a 75 g de proteina total
y se separaron por electroforesis (SDS-PAGE) en un gel de poliacrilamida de dos
dimensiones al 10%. Las proteinas se transfirieron a membranas de polifluoruro de
vinilideno (PVDF). Estas se bloquearon a 4°C durante toda la noche con leche
descremada al 5% en buffer de fosfatos en solucion salina (PBS) a pH 7.4 (137 mM NacCl,
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2.7 mM KCI, 10 mM NazHPO4 y 2 mM KH2PO4) con Tween 0.05%. Posteriormente, se
incubaron durante 24 h a 4°C con un anticuerpo primario dirigido contra los receptores
GABAa-a5 (goat anti-GABAa-a5, dilucién 1:500; Cat. SC-31417, Santa Cruz
Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA). Para la inmunodeteccion del anticuerpo primario se
utilizé un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano (donkey anti-goat HRP
conjugated, dilucién 1:3000; Cat. SC-2020, Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz,
CA). Finalmente, se detectaron las sefales de los inmunoblots mediante un sistema de
guimioluminiscencia para obtener una imagen fotografica (ChemiDoc™ XRS+
ImagingSystem, Bio-Rad, CA, EUA) y se realizo el andlisis densitométrico de las bandas
(ImageLab™ version 5.0, Bio-Rad, CA). Después de la deteccion, las membranas
nuevamente se bloquearon e incubaron con un anticuerpo contra B-actina (mouse anti-
actin, dilucion 1:10,000, Cat. SAB2100878, GeneTex Inc, Irvine, CA) y su respectivo
anticuerpo secundario (anti-mouse; Cat. 115-035-003, dilucion 1:6,000, Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc, West Grove, PA). La expresion de (-actina se usé

como control de carga para normalizar los niveles de la expresién de las proteinas.

6.7 Inmunohistoquimica
6.7.1 Obtencion y preparacién del tejido

Las ratas se anestesiaron con isoflurano y se sometieron a perfusion cardiaca con 250
ml/rata de una solucién fria de PBS a pH 7.4 que contenia 10 U/ml de heparina, a una
velocidad de 30 rpm. Posteriormente, se cambié la solucion de perfusion por
paraformaldehido (PFA) al 4% disuelto en PBS con &cido picrico al 12%, con pH 7.4. A
continuacion, se realiz6 una laminectomia y se extrajo la regién lumbar de la médula
espinal y los GRD (L4-L6), los cuales se crioprotegieron en una solucién de sacarosa al
30% durante 72 h. Finalmente, se cubrieron con un medio de congelacion para corte
optimo (O.C.T. Tissue-Tek, Cat. 4583, Sakura Finetek USA Inc., Torrance, CA) y se

almacenaron a -70°C hasta su uso.
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6.7.2 Inmunotincién

Se realizaron cortes transversales de 30 um de la médula espinal y cortes longitudinales
de 16 um de los GRD con ayuda de un criostato (Leica CM1950, Leica Biosystems,
Nussloch, Alemania). Los cortes se colectaron en laminillas de vidrio previamente
gelatinizadas y se mantuvieron a -20°C hasta su uso. El dia del ensayo, los tejidos se
dejaron secar a temperatura ambiente por 30 min y se realizaron tres lavados de 10 min
cada uno con solucion PBS. Se delimit6 el area de los tejidos en cada laminilla con un
plumén hidrofobico (Pap Pen, Cat. XT0O01-PP, BioGenex, CA) y se colocO sobre los
mismos una solucién bloqueadora de PBS que contenia suero normal de burro (SNB) al
3% y Triton X-100 al 0.3% durante dos horas. A continuacion, se cambio la solucion de
blogueo por una solucion incubadora (PBS con SNB al 1% y Triton X-100 al 0.1%) que
contenia alguno de los anticuerpos primarios correspondientes a los marcadores de
microglia (mouse anti-CD11b clone OX-42, dilucién 1:100; Cat. MCA275G, ABD serotec,
BioRad, CA) y astrocitos (mouse anti-GFAP, dilucion 1:500; Cat. G3893, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) y se dejaron en incubacion humeda durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se realizaron tres lavados de 10 min cada uno con solucién PBS, se
colocé sobre los tejidos solucidon incubadora que contenia el respectivo anticuerpo
secundario acoplado al fluor6foro Cy2 (Cy2 AffiniPure donkey anti-mouse IgG, dilucion
1:300; Cat. 715-225-150, Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Groove, PA)
y se dejaron en incubacion humeda durante dos horas a 4°C. Después se realizaron tres
lavados de 10 min cada uno con solucion PBS y se llevé a cabo la deshidratacion de los
tejidos mediante lavados de dos min cada uno con soluciones crecientes de etanol (70,
80, 90 y 100%), y dos lavados mas con xilol al 100%. Finalmente, los tejidos se cubrieron
con medio de montaje DPX (Cat. 06522, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y un cubreobjetos.
Las laminillas se observaron bajo un microscopio confocal (LSM 800, Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Oberkochen, Alemania) con los objetivos de 10x y 63x. Las imagenes
se analizaron con el software ZEN 2 Blue Edition (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,

Alemania).
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6.8 Andlisis de datos y estadistica

Los resultados conductuales se expresan como la media + el error estadndar (EE) de seis
animales por grupo, graficando el umbral de retiro o el umbral de presion muscular en
funcidn del tiempo. Posteriormente se determind el area bajo la curva (ABC) de los cursos
temporales mediante el método de los trapezoides y se graficé la media + EE de las
unidades de area para cada grupo.

Los resultados del western blot se presentan como la media £+ EE de tres animales por
grupo graficando el porcentaje de intensidad relativa de las bandas con respecto a su
control de carga.

Para determinar las diferencias entre los tratamientos, se realizaron analisis de varianza
(ANOVA) de una o dos vias seguido por las pruebas de Bonferroni o Dunnett. Las
diferencias estadisticas entre dos grupos se obtuvieron mediante la prueba t de Student.
Para todos los casos, un valor de P menor a 0.05 se considerd significativo.

Todos los andlisis y graficos se realizaron con el programa estadistico Graphpad Prism
6.01 (GraphPad Inc. San Diego, CA, EUA).
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7. DISENO EXPERIMENTAL
7.1 Estandarizacion del modelo de fibromialgia

Inicialmente, los animales se habituaron a la manipulacién y equipos correspondientes.
En esas condiciones se determinaron los valores basales de las conductas nociceptivas
(alodinia tactil e hiperalgesia muscular) en ambas patas traseras. Luego se administro el
vehiculo (acido acético al 0.5%) o reserpina (1 mg/kg) por via s.c. sobre el cuello de la
rata, una vez al dia durante tres dias consecutivos. Posteriormente, se midieron las
conductas en los dias 1, 3, 5, 7, 10, 14 y 21 después de la tltima inyeccion de reserpina
(Figura 12).

I— Evaluacion conductual —l

Habituacion 1 3 5 7 10 14 21

000000000000 000000000000 Dias

Evaluacion de la Administracién de
conducta basal reserpina o vehiculo

Figura 12. Disefio experimental de la evaluacién conductual correspondiente a la estandarizacion del modelo de
fibromialgia inducido por reserpina.

7.2 Evaluacién farmacologica

Se utilizaron grupos independientes de seis ratas para cada conducta y dosis evaluada.
Las ratas reserpinizadas de 7 dias recibieron la inyeccion i.t. del vehiculo (DMSO 30%) o
dosis crecientes de L-655,708 (0.15-15 nmol) o TB21007 (1.5-150 nmol), agonistas
inversos selectivos de los receptores GABAa-a5. El efecto antialodinico o
antihiperalgeésico se evaluo durante 8 horas en la pata derecha.

Para determinar el efecto de un antagonista de los receptores GABAAa, se administré una
dosis efectiva de bicuculina (0.8 nmol) por via i.t. en ratas reserpinizadas de 7 dias y se
evaluo la alodinia durante 8 horas (Figura 13).

Con la idea de demostrar la participacion de los receptores GABAa-a5, se llevo a cabo

otro experimento utilizando un agonista parcial de los receptores GABAAa-a05, -2 y -3 sobre
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el efecto de L-655,708. Para ello, las ratas reserpinizadas de 7 dias recibieron por via i.t.
con la dosis mas alta de L-655,708 (15 nmol) y 4 horas después se administro el L-
838,417 (15 nmol). El efecto de la combinacion se evalu6 durante 4 horas mas. De la
misma manera, se determino el efecto de la co-administraciéon de ambos farmacos por

via i.t. En este caso, se determino el efecto durante 8 horas.

Evaluacion de la
conducta basal 7

000 ...O'..I.{O.........OO Dias

Administracion de Evaluacion conductual
reserpina |

1 2 3 4 G 8
Evaluaciondela —® ‘ * ‘ ‘ ([ ] ‘ ® ‘ Horas

conducta basal

Administracion i.t. del
vehiculo o los farmacos

Figura 13. Disefio experimental de la evaluacion del efecto antialodinico y antihiperalgésico de los farmacos en ratas
reserpinizadas.

Por otro lado, se evalué el efecto de las dosis mas altas de los farmacos anteriores sobre
las conductas nociceptivas en ratas naive. La administracion y el seguimiento del efecto

se llevo a cabo de la misma manera que en las ratas reserpinizadas (Figura 14).

Evaluacion de la
conducta basal

.TT.\........DH—JS

Habituacion

Administracion 1.t. del
vehiculo o los farmacos

| Evaluacion conductual

1 2 3 4 6 g

"“$O‘O‘Hnras

Figura 14. Disefio experimental de la evaluacion del efecto antialodinico y antihiperalgésico de los farmacos en ratas
naive.
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7.3 Esquema de administracion de los siRNAs

Se utilizaron grupos independientes de seis animales. El siRNA dirigido a los receptores
GABA&-a5 o el siRNA control se administraron via i.t. cada 24 horas durante tres dias
consecutivos, a partir del dia 4 posterior a la dltima inyeccion de reserpina. Un grupo de
ratas intactas también sigui6 el tratamiento con el siRNA dirigido a los receptores GABAa-
a5 (Figura 15). Ademds, se utilizaron como controles negativos un grupo de ratas
reserpinizadas y otro de ratas intactas a las cuales no se inyect6 ningn compuesto, pero
que fueron manipulados y habituados de la misma manera que los grupos administrados,

siguiendo el mismo curso temporal.

|— Evaluacion conductual

Administracion del sSIRNA | 7 |

naive @ ® © ® 90000000000
Dias
99000

B A

Administracion de Administracion del siRNA o
reserpina siRNA control

Figura 15. Disefio experimental de la administracion i.t. de los siRNA contra los receptores GABAa-a5.

7.4 Determinacion de la expresion del receptor GABAa-a5 por western blot

Se utilizaron grupos independientes de tres ratas. La médula espinal lumbar y los GRD
L4-L6 de las ratas se obtuvieron en los dias 1, 3, 7, 10 y 14 posteriores a la ultima
inyeccion de reserpina. Con el objetivo de determinar la relacién entre la expresiéon del
receptor GABAa-a5 y el efecto de los agonistas inversos de este receptor, se tomaron
muestras de meédula espinal y GRD de ratas reserpinizadas de 7 dias tratadas con L-
655,708 (15 nmol) y TB21007 (150 nmol) 4 o 6 horas después de su administracion,
respectivamente (Figura 16). Posteriormente, los tejidos se procesaron utilizando la

técnica de western blot.
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Extraccién de ME y GRD
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Figura 16. Disefio experimental de la extraccién de médula espinal (ME) y ganglios de la raiz dorsal (GRD) para el
western blot.

7.5 Inmunohistoquimica

Se utilizaron grupos independientes de dos ratas. La médula espinal lumbar y los GRD
L4-L6 de las ratas se obtuvieron después de la perfusién correspondiente en el dia 7
posterior a la ultima inyeccion de reserpina o vehiculo (acido acético glacial al 0.5%)
(Figura 17). Por dltimo, los tejidos se procesaron utlizando la técnica de

inmunohistoquimica.

Evaluacion de la
conducta basal 7

.C.TTTC'O......O.'..'.O.... Dias

Administracion de -
reserpina o vehiculo Ev‘allllacrﬁn mndudm“
Perfusion
|
Extraccion de ME y GRD

Figura 17. Disefio experimental de la extraccion de médula espinal (ME) y ganglios de la raiz dorsal (GRD) para
inmunohistoquimica.
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8. RESULTADOS
8.1 Caracterizacion del modelo de fibromialgia inducida por reserpina

La inyeccién s.c. de reserpina (1 mg/kg por 3 dias), pero no del vehiculo (acido acético
glacial al 0.5%), indujo el desarrollo de hipersensibilidad generalizada en los animales, lo
que representa la caracteristica principal de la fibromialgia. En ratas hembra, el
tratamiento con reserpina redujo el umbral de retiro (lo que se interpret6 como alodinia
tactil) en ambas patas traseras desde el dia 1 después de la ultima inyeccion y persistio
aun entre el dia 10 y 14 (Figura 18A). El efecto maximo se presento entre los 5y 7 dias
posteriores a la Ultima inyeccién de reserpina, donde se observé una disminucion del
umbral de aproximadamente 80% con respecto al grupo VEH. Ademas, la administracion
de reserpina también redujo el umbral de presidbn muscular, lo que se interpreté como
hiperalgesia muscular. Este umbral disminuyo significativamente desde el dia 1 después
de la dltima inyeccion de reserpina en ambas extremidades. La respuesta persistié hasta
el dia 10 y se recuperd poco a poco después de ese tiempo (Figura 18B). El efecto
maximo se observo en el dia 7, donde el umbral de presion muscular disminuy6 alrededor
de 56% con respecto al grupo VEH.

La reserpina también redujo los umbrales de retiro y presion muscular en ratas macho.
Esta reduccion fue significativa desde el dia 1 hasta el dia 14 en ambas extremidades
(Figura 19). Al igual que en las hembras, el efecto maximo se observo el dia 7 posterior
a la ultima administracion de reserpina, en ambas patas traseras, con porcentajes de
reduccion similares: 85% para el umbral de retiro, y 57% para el umbral de presion
muscular. Asimismo, al comparar Unicamente los umbrales en la pata derecha, no hubo
diferencias significativas en la alodinia tactil (Figura 20A/C) y en la hiperalgesia muscular
(Figura 20B/D) entre los grupos de hembras y machos reserpinizados. En las graficas
del area bajo la curva, se observé que durante el curso temporal del modelo de
fibromialgia hubo una disminucion general del umbral de retiro del 42.3% en hembras y
44% en machos. En el caso de la hiperalgesia muscular, la disminucién general del
umbral de presién muscular fue del 20.4% en hembras y 18.4% en machos. Estos

resultados demuestran la funcionalidad del modelo independientemente del sexo.
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Figura 18. La reserpina produce alodinia tactil (A) e hiperalgesia muscular (B) en ratas hembra. Cada punto
representa el promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus grupo VEH, por ANOVA de dos vias,
seguido de la prueba de Bonferroni. Las flechas indican los tiempos de inyeccion de reserpina (RES) o vehiculo (VEH).
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Figura 19. La reserpina produce alodinia tactil (A) e hiperalgesia muscular (B) en ratas macho. Cada punto
representa el promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus grupo VEH, por ANOVA de dos vias
seguido de la prueba de Bonferroni. Las flechas indican los tiempos de inyeccién de reserpina (RES) o vehiculo (VEH).
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Figura 20. La reserpina produce hipersensibilidad en ratas macho y hembra de forma similar. Cada punto
representa el promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus grupo VEH para cada sexo, por
ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni. Las flechas indican los tiempos de inyeccion de reserpina o
vehiculo. C) Area bajo la curva del curso temporal de la alodinia tactil en ratas macho y hembra. D) Area bajo la
curva del curso temporal de la hiperalgesia muscular en ratas macho y hembra. Representacion del promedio de
6 ratas + EE. ***p < 0.001 versus grupo VEH para cada sexo, t de Student.

8.2 Evaluacion farmacoldgica de la contribucion de los receptores GABAa-a5 en las

conductas nociceptivas en el modelo de fibromialgia

La administracién intratecal de L-655,708, pero no del vehiculo (DMSO 30%), incremento
de manera dosis dependiente el umbral de retiro y el umbral de presion muscular en las
ratas hembras reserpinizadas (Figura 21). El efecto maximo se alcanz6 a las 6 horas en
ambas conductas, y en el caso de la alodinia tactil, el efecto persistioé mas de 8 horas. El

efecto en la alodinia tactil fue mas notable que en la hiperalgesia muscular.
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Figura 21. Efecto de la administracién intratecal de L-655,708 en la alodinia tactil (A) e hiperalgesia muscular
(B) en ratas reserpinizadas. Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
versus DMSO 30%, por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Dunnett. Area bajo la curva del curso temporal
de la alodinia tactil (C) y la hiperalgesia muscular (D) en ratas reserpinizadas. Representacion del promedio de 6
ratas + EE. ***p < 0.001 versus DMSO 30%, ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett.

De igual forma la administracion de TB21007, pero no del vehiculo, incremento
parcialmente el umbral de retiro y el umbral de presién muscular en las ratas hembra
reserpinizadas de manera dosis dependiente (Figura 22). El efecto maximo se registré a
las 4 y 3 horas, respectivamente. Sin embargo, para el caso de la hiperalgesia muscular,
el incremento del umbral no fue estadisticamente significativo.

Estos resultados sugieren que los receptores GABAa-a5 participan en la modulacién de
la alodinia tactil y en menor medida de la hiperalgesia muscular en este modelo de

fibromialgia.
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Figura 22. Efecto de la administracion intratecal de TB21007 en la alodinia tactil (A) e hiperalgesia muscular (B)
en ratas reserpinizadas. Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE. **p < 0.01, ***p < 0.001 versus DMSO
30%, por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Dunnett. C) Area bajo la curva del curso temporal del efecto
de TB21007 en la alodinia tactil en ratas reserpinizadas. C) Area bajo la curva del curso temporal del efecto de
TB21007 en la hiperalgesia muscular en ratas reserpinizadas Representacion del promedio de 6 ratas + EE.
*p < 0.05 versus DMSO 30%, por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett.

Por otro lado, se evaluo6 el efecto de una dosis efectiva de L-838,417, agonista parcial de
los receptores GABAA con selectividad por las subunidades a1, a3 y a5, sobre el efecto
antialodinico producido por L-655,708. Como se observa en la Figura 23, la inyeccion i.t.
de L-838,417 4 horas después de L-655,708 revierte el efecto antialodinico de este ultimo.
Ademas, cuando ambos farmacos se administraron de manera conjunta, el efecto
antialodinico de L-655,708 tuvo una menor duracion, comparado con el efecto que tiene
per se en las ratas reserpinizadas a esa misma dosis (Figura 24).

El bloqueo del efecto L-655,708 producido por L-838,417 es otra evidencia de la
participacion de los receptores GABAa-a5 en la modulacion de la alodinia en este modelo

de fibromialgia.
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Figura 23. Efecto del post-tratamiento con L-838,417 sobre el efecto antialodinico producido por L-655,708 en
ratas reserpinizadas. A) Curso temporal. Cada punto representa el promedio de 5-6 ratas + EE. **p < 0.01,
***n < 0.001 versus L-655,708 15 nmol, por t de Student (método Sidak-Bonferroni de comparaciones mudltiples). La
flecha negra indica el tiempo de administracién de L-655,708. La flecha azul indica el tiempo de administracion de
L-838,417. B) Area bajo la curva del efecto antialodinico de L-655,708 y del post-tratamiento con L-838,417.
Representacion del promedio de 5-6 ratas + EE. ***p < 0.001 versus L-655,708 15 nmol. t de Student.
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Figura 24. Efecto de la administracion conjunta de L-655,708 y L-838,417 en la alodinia de ratas reserpinizadas.
A) Curso temporal. Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE. ***p < 0.001 versus L-655,708 15 nmol, por
ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Dunnett. La flecha negra indica el tiempo de administracion de L-655,708
o de la administraciéon conjunta. B) Area bajo la curva del efecto antialodinico de L-655,708 y L-838,417.
Representacion del promedio de 5-6 ratas + EE. **p < 0.01, ***p < 0.001 versus L-655,708 15 nmol, por t de Student.

De igual forma, la administracion intratecal de una dosis efectiva de bicuculina, un
antagonista competitivo de los receptores GABAAa, incrementoé ligeramente el umbral de
retiro en ratas hembra reserpinizadas (Figura 25). Sin embargo, este efecto fue muy
modesto en comparacion a los producidos por las dosis mas altas de los agonistas

inversos selectivos de los receptores GABAa-a5.
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Figura 25. Efecto de la administracién intratecal de bicuculina en comparacion con en el efecto de L-655,708 y
TB21007 en ratas reserpinizadas. A) Curso temporal. Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE. **p <
0.01, ***p < 0.001 versus DMSO 30%, por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni. B) Area bajo la
curva del curso temporal del efecto antialodinico de bicuculina, L-655,708 y TB21007 en ratas reserpinizadas.
Representacion del promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05 versus DMSO 30%, por ANOVA de una via seguido de la
prueba de Dunnett.

8.3 Evaluacién farmacologica de la contribucion de los receptores GABAa-a5 en la

nocicepcion de ratas intactas

Con la finalidad de evidenciar el papel de los receptores GABAa-a5 en condiciones no
patoldgicas, las dosis mas altas de ambos agonistas inversos se administraron via
intratecal en ratas naive. En la Figura 26 se observa que tanto L-655,708 como TB21007
indujeron conductas nociceptivas de manera parcial en las ratas intactas, especialmente
alodinia (A/B). En este caso, el efecto alodinico fue comparable al producido por una
dosis efectiva de bicuculina. Esto sugiere que en condiciones normales los receptores
GABAA-a5 tienen un papel antinociceptivo.

La administracién de DMSO al 30% produjo un efecto de hipersensibilidad transitoria. Sin
embargo, al administrar unicamente H20, que constituye el otro 70% del vehiculo, este
efecto de reduccion del umbral de retiro no se observd. Por lo tanto, el efecto
pronociceptivo del DMSO se atribuyd a las propiedades irritantes propias de este
compuesto.

El efecto de los farmacos sobre el umbral de presibn muscular (B) fue muy sutil
comparado con el efecto en el umbral de retiro, y al graficar el area bajo la curva (D) no

se observo diferencia significativa.
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Figura 26. Efecto de laadministracion intratecal de L-655,708, TB21007 y bicuculina en ratas naive. Los farmacos
muestran efectos en la alodinia tactil (A) y en menor medida en la hiperalgesia muscular (B). Cada punto representa
el promedio de 6 ratas *+ EE. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus DMSO 30%, por ANOVA de dos vias seguido
de la prueba de Dunnett. C) Area bajo la curva del curso temporal del efecto de bicuculina, L-655,708 y TB21007
en la alodinia en ratas reserpinizadas. D) Area bajo la curva del curso temporal del efecto de bicuculina,
L-655,708 y TB21007 en la hiperalgesia muscular en ratas reserpinizadas. Representacion del promedio de 6 ratas
+ EE. *p < 0.05, **p < 0.01 versus DMSO 30%, por t de Student.

8.4 Evaluacion farmacoldgica de los agonistas inversos del receptor GABAa-a5 en

machos reserpinizados

Para determinar si los farmacos tenian un efecto dependiente del sexo en este modelo,
se administraron las dosis mas altas de los agonistas inversos de los receptores GABAa-
a5 en ratas macho reserpinizados de 7 dias y se evalu6 su impacto en la alodinia. La
Figura 27A/C muestra el efecto antialodinico de ambos farmacos en ratas hembra. Sin
embargo, ambos tuvieron un efecto menor en ratas macho, que a pesar de ser
significativo (Figura 27B/D), fue distinto al efecto producido en las ratas hembra.

Finalmente, la Figura 28 muestra un resumen comparativo de los efectos de L-655,708
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(A/C) y de TB21007 (B/D) entre ambos sexos. Estos resultados sugieren que el efecto
antialodinico del tratamiento con agonistas inversos de los receptores GABAa-a5 es
dependiente del sexo en ratas Wistar reserpinizadas.

Por el contrario, al evaluar el efecto de la dosis mas alta de L-655,708 en machos intactos,
no se observaron diferencias en el efecto pronociceptivo de este agonista inverso con

respecto al efecto producido en las ratas hembra (Figura 29).
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Figura 27. Efecto de la administracién intratecal de L-655,708 y TB21007 sobre la alodinia de ratas hembras (A)
y machos (B). Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001 versus DMSO
30%, por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Dunnett. C) Area bajo la curva del curso temporal del efecto
antialodinico de L-655,708 y TB21007 en ratas hembra (C) y machos (D) reserpinizadas. Representacion del
promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, ***p < 0.001 versus DMSO 30% para cada farmaco, t de Student.
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Figura 28. Resumen comparativo del efecto de los agonistas inversos del receptor GABAa-a5 entre ratas
hembras (H) y machos (M). Representacion del promedio de 6 ratas * EE. *p < 0.05, ***p < 0.001, H versus M para
cada farmaco, t de Student.
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Figura 29. Comparacién del efecto pronociceptivo de L-655,708 entre ratas hembras y machos naive. A) Curso
temporal. Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, ***p < 0.001 versus grupo no administrado
para cada sexo, por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni. B) Area bajo la curva del curso
temporal. Representacion del promedio de 6 ratas + EE. **p < 0.01, ***p < 0.001 versus grupo no administrado para
cada sexo, t de Student.
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8.5 Efecto del knockdown de los receptores GABAa-a5 sobre las conductas
nociceptivas inducidas por reserpina

Otra manera de evaluar la participacion de los receptores GABAa-a5 en la
hipersensibilidad inducida en el modelo de fibromialgia consistié en el tratamiento via i.t.
con siRNAs dirigidos a estos receptores. Como se observa en la Figura 30, la
administracion del sSiRNA de GABA&-a5, pero no del siRNA control, incremento el umbral
de retiro en las ratas reserpinizadas. Este efecto se observé desde 24 horas después de
la primera administracion del sSiRNA y se revirtio 24 horas después de la Gltima inyeccion,
sugiriendo un knockdown transitorio.

En contraste, la administracion del siRNA de GABAa-a5 en ratas intactas (Figura 31)
produjo hipersensibilidad que se observd desde 24 horas después de la primera
inyeccion. El umbral de retiro regreso a valores normales 24 horas después de la tltima
dosis del siRNA.

Estos datos definen de una manera mas precisa la participacion de los receptores

GABAx-a5 en la alodinia tactil generada en el modelo de fibromialgia inducido por

reserpina.
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Figura 30. Efecto del tratamiento con un siRNA dirigido a los receptores GABAa-a5 sobre el umbral de retiro
en ratas reserpinizadas. A) Curso temporal. Cada punto representa el promedio de 4-6 ratas + EE. **p < 0.01,
**n < 0.001 versus RES, por t de Student (método Sidak-Bonferroni de comparaciones miltiples). Las flechas indican
tiempo de administracion del siRNA de GABAa-a5 o del siRNA control. B) Area bajo la curva del efecto
antinociceptivo del tratamiento con siRNAs. Representacion del promedio de 4-6 ratas + EE. ***p < 0.001 versus
RES, por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett.
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Figura 31. Efecto del tratamiento con un siRNA dirigido a los receptores GABAa-a5 sobre el umbral de retiro
en ratas naive. A) Curso temporal. Cada punto representa el promedio de 4-6 ratas + EE. **p < 0.01, ***p < 0.001
versus grupo Naive, por t de Student (método Sidak-Bonferroni de comparaciones miiltiples). Las flechas indican
tiempo de administracion del SiRNA de GABAx-a5. B) Area bajo la curva del efecto del tratamiento con siRNAs en
ratas naive. Representacion del promedio de 4-6 ratas + EE. ***p < 0.001 versus grupo Naive, t de Student.

8.6 Determinacidn de la expresion de la proteina de los receptores GABAa-a5 en el

modelo de fibromialgia

El western blot revelé una banda de aproximadamente 55 kDa correspondiente al peso
molecular esperado para la proteina de los receptores GABAa-a5, la cual se expresa
constitutivamente en médula espinal y GRD. La reserpina incremento la expresion de la
proteina tanto en médula espinal como GRD en el dia 7 posterior a la Gltima inyeccion de
reserpina en ratas hembra (Figura 32). Los datos sugieren que la reserpina aumenta la

expresion de los receptores GABAa-a5 a nivel espinal y periférico.
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Figura 32. Expresion de la proteina de los receptores GABAa-a5 en médula espinal (ME) y GRD después de la
administracién de reserpina (RES). Cada barra representa el promedio de 3 ratas + EE. *p < 0.05, **p < 0.01 versus
la expresion del grupo VEH, ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett.

Ademas, la administracion intratecal de los agonistas inversos en el dia 7 posterior a la

tltima inyeccién de reserpina redujo el porcentaje de expresion tanto en médula espinal

como en los GRD (Figura 33).
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Figura 33. Efecto de la administracién intratecal de los agonistas inversos sobre la expresién de la proteina de
los receptores GABAA-a5 en médula espinal (ME) y GRD. Cada barra representa el promedio de 3 ratas * EE. #p
< 0.05 versus grupo VEH, ##p < 0.01 versus grupo VEH; *p < 0.05 versus grupo 7d, ANOVA de una via seguido de la

prueba de Dunnett.
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8.7 Activacion de la glia espinal en el modelo de fibromialgia

La administracion de reserpina incremento la inmunoreactividad de OX-42 y de GFAP
(Figura 34), lo cual se interpreta como la activacion de la microglia y los astrocitos en la
meédula espinal, respectivamente. La inmunoreactividad de ambos marcadores fue similar
entre las ratas naive y las ratas VEH, sugiriendo que el vehiculo no activa la glia espinal

y por lo tanto no afecta la nocicepcion observada en este modelo de fibromialgia.
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Figura 34. Inmunorreactividad de los marcadores de microglia (OX-42) y astrocitos (GFAP) en la médula
espinal. Imagenes representativas del asta dorsal (linea punteada) de la médula espinal de ratas naive, ratas
administradas con vehiculo (VEH) y ratas reserpinizadas de 7 dias (RES). Escala 200 pm.
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9. DISCUSION
9.1 Lareserpina produce conductas nociceptivas en ratas hembras y machos

La administracion de reserpina (1 mg/kg, 3 dias) produjo hipersensibilidad mecénica y
muscular en ratas machos y hembras. Nuestros datos estan de acuerdo con estudios
pioneros que demostraron que la reserpina produce hipersensibilidad térmica en machos
(Kulkarni, 1980; Kulkarni y Robert, 1982). Ademas, los resultados concuerdan con
estudios mas recientes donde se encuentra que la reserpina produce alodinia mecanica,
alodinia al frio e hiperalgesia muscular indistintamente en ratas hembras y machos
(Nagakura et al., 2009, 2012; Arora et al. 2011; Ogino et al., 2013; Kaneko et al., 2014;
Blasco-Serra et al. 2015; Murai et al., 2015; Taguchi et al. 2015; Zhang et al., 2016;
Hernandez-Leon et al., 2017). Este efecto de la reserpina también se ha demostrado en
ratones (de Souza et al., 2014; Klein et al., 2014, 2016). Se demostro que la reserpina
induce conductas nociceptivas independientemente de la fase del ciclo estral en que se
encuentren las ratas hembra (Hernandez-Leon et al., 2017).

Nuestros datos con reserpina son similares a los reportados en otros modelos de
fibromialgia inducidos con salina 4cida (Sluka et al., 2001; Skyba et al., 2002; Sluka et al.,
2003; Hoeger-Bement y Sluka, 2003; Gandhi et al., 2004; Sluka y Audette, 2006; Chen
etal., 2014b; Lin et al., 2015; Lu et al., 2017; Siqueira-Lima et al., 2017; Yen et al., 2017),
PGE:2 (priming) (Alvarez et al., 2014; Tillu et al., 2015; Kim et al., 2015), estrés (Khasar et
al., 2009; Chen et al., 2011; Dina et al., 2011; Green et al., 2011; Yasui et al., 2014; Nazeri
et al., 2017) o dafio por isquemia/reperfusion (Ross et al., 2016) en ratas y/o ratones.

En nuestras condiciones la reserpina produjo alodinia mecénica e hiperalgesia muscular
en ambas patas, lo que sugiere que esta sustancia da lugar a un modelo de dolor
generalizado. Estos resultados son similares a los reportados con este compuesto
(Nagakura et al.,, 2009) y con otras sustancias o estrés para inducir el modelo de
fibromialgia (Sluka et al., 2001; Suarez-Roca et al., 2006; Nishiyori y Ueda, 2008). En
conjunto, los resultados sugieren que la administracion de reserpina produce un patron
de hipersensibilidad nociceptiva generalizada que simula al dolor que se presenta en el

ser humano con fibromialgia.
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A la fecha se desconoce con precision la fisiopatologia de la fibromialgia. Sin embargo,
hay varios estudios en animales utilizando el modelo de reserpina que sugieren la
participacion de diversos mecanismos de dolor. Se sabe que la reserpina se une de
manera irreversible al transportador vesicular de monoaminas (VMAT) impidiendo el
almacenamiento de NA, DA y 5-HT en vesiculas mediante un proceso independiente de
Ca?* (Mandela et al., 2010). Esto resulta en la inhibicién de la secrecion de catecolaminas
que interrumpe la activacion de sus receptores en el sistema nervioso central. La
deplecidn de estos neurotransmisores podria ocasionar un desbalance entre los sistemas
inhibidores y facilitadores de la modulacion descendente del dolor, favoreciendo la
facilitacién y llevando a un aumento generalizado en la sensibilidad nociceptiva (Vanegas
y Schaible, 2004; Ossipov et al., 2014). Esta alteracién se ha asociado a fibromialgia
(Ablin y Buskila, 2013; de Zanette et al., 2014; Meeus et al., 2015), sindrome del colon
irritable (Williams et al., 2013; Jarrett et al. 2014), pancreatitis (Bouwense et al. 2013) y
artritis reumatoide (Meeus et al., 2015).

La serotonina es un neurotransmisor del sistema de modulacion descendente del dolor.
Se ha sugerido que la activacion de los receptores 5-HT2c espinales reduce la
hiperalgesia muscular inducida por reserpina en ratas (Ogino et al. 2013) o por estrés por
frio en ratones (Nishiyori et al., 2010). Sin embargo, otros estudios han reportado que la
activacion de receptores 5-HTzc espinales promueve el dolor en el modelo de formalina
de larga duracion (un modelo de dolor generalizado) (Cervantes-Duran et al., 2013). Las
diferencias se podrian deber al uso de agonistas no selectivos o al modelo de dolor
utilizado. Por lo tanto, la relevancia de los receptores 5-HT2c en la fibromialgia requiere
de mas investigacion. Otros trabajos han demostrado que la activacion de los receptores
5-HTs, 5-HT4, 5-HTs y 5-HT7 a nivel espinal promueve el desarrollo y mantenimiento de
alodinia e hiperalgesia en el modelo de formalina de larga duracion (Bravo-Hernandez et
al.,, 2012; Godinez-Chaparro et al., 2012). La participacion de estos receptores
serotonérgicos excitadores (5-HT3-7), asi como de los receptores inhibidores (5-HT5) no
se ha estudiado en ningin modelo de fibromialgia.

Se ha encontrado de manera consistente que los canales sensibles a acido ASIC3
participan en la hipersensibilidad nociceptiva en el modelo de fibromialgia inducida por

reserpina o salina acida. Por ejemplo, se ha reportado que la reserpina aumenta la
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expresion del ARNm de ASIC3 en GRD, mientras que la toxina APETx2 (inhibidor
selectivo de ASIC3) reduce la hipersensibilidad mecénica en el modelo (Taguchi et al.,
2015). Otros autores han demostrado que la inyeccion de salina acida aumenta la
expresion del ARNm de ASIC3 en GRD, médula espinal y tAlamo y ese efecto se previene
en ratones knockout de ASIC3 (Yen et al., 2017). Ademas de los canales ASIC3, algunos
autores han reportado que la solucion salina acida aumenta la expresion del ARNm de
los canales de sodio Navl.7 y Navl.8 en GRD y médula espinal (Yen et al., 2017).
Asimismo, se ha demostrado que los canales de calcio Cav3.2, canales TRPV1y canales
Nav1.8 participan en la hiperalgesia inducida por salina &cida (Chen et al., 2010; Chen et
al., 2014b). Dado que la reserpina produce algunos de los cambios inducidos por salina
acida, es probable que los mecanismos activados en el modelo de fibromialgia por salina

acida también se activen por reserpina. Esto aun requiere de investigacion.

9.2 Los receptores GABAa-a5 participan en el mantenimiento de Ia

hipersensibilidad inducida por reserpina

Los resultados de este estudio sugieren que los receptores GABAa-a5 espinales
participan en la modulacién de la alodinia tactil e hiperalgesia muscular inducidas por
reserpina. Esta observacion esta sustentada en los siguientes hallazgos: 1) La inyeccion
i.t. de L-655,708 y TB21007, agonistas inversos selectivos de la subunidad a5, reduce
las conductas nociceptivas; 2) la inyeccion i.t. de L-838,417, agonista parcial de los
receptores GABAAa-a5, revierte el efecto antinociceptivo del L-655,708; y 3) el tratamiento
con el siRNA dirigido a los receptores GABAa-a5 disminuye la alodinia mecéanica en ratas
reserpinizadas. A nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que evallta el papel de
los receptores GABAa-a5 en un modelo de dolor funcional en la rata. Nuestros hallazgos
concuerdan con estudios previos que demostraron el efecto antinociceptivo de L-655,708
en los modelos de formalina, formalina de larga duracién y ligadura de nervios espinales
(Bravo-Hernandez et al., 2014, 2016). En este sentido, otro agonista inverso de los
receptores GABAa-a5 (a5IA-II) reduce la nocicepcion en el modelo de formalina (Munro
et al., 2011). Por su parte, el TB21007 también mostré un efecto analgésico significativo

en el modelo de fibromialgia, aunque fue menor en comparacion con el L-655,708 y se
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requirid6 una dosis més grande. Estas diferencias podrian residir en las propiedades
farmacocinéticas y estructurales de ambos farmacos (Chambers et al., 2003; Atack et al.,
2006). A nuestro conocimiento, este es el primer estudio que evalla el efecto de TB21007
en la nocicepcion.

Estudios previos han demostrado que el bloqueo de los receptores GABAA reduce las
conductas nociceptivas en modelos de dolor neuropéatico e inflamatorio (Baba et al., 2003;
Garcia-Nicas et al., 2006; Bravo-Hernandez et al., 2014). En el modelo de fibromialgia
inducida por reserpina, la administracion i.t. de bicuculina (0.8 nmol) revirtié parcialmente
la alodinia. No obstante, este efecto fue muy modesto en comparacion con el producido
por L-655,708 y TB21007. Dado que el efecto antinociceptivo en este modelo podria estar
mediado por el bloqueo selectivo de los receptores GABAa-a5, el efecto antialodinico
modesto inducido por bicuculina podria explicarse por la baja afinidad de la ésta por el
receptor GABAa-a5 (pKi 5.7) en comparacion de la afinidad de los agonistas inversos (pKi
9.3y 8.8) (Quirk et al., 1996; Ebert et al., 1997; Chambers et al., 2003).

Los resultados de este trabajo muestran que el bloqueo de los receptores GABAAa-a5 tuvo
un efecto menor sobre el umbral de presion muscular. Existe evidencia de que la
hiperalgesia muscular podria estar mediada por la presencia de factores inflamatorios
(Mizumura, 2009) en algunos modelos de fibromialgia (Sluka et al., 2003; Lin et al., 2012;
Dina et al., 2008b). En este modelo, se ha sugerido que el estrés oxidativo podria
participar en las alteraciones que se producen en las fibras musculares en ratas
reserpinizadas (Favero et al., 2017). Nuestros resultados sugieren que los receptores
GABAa-a5 desempefian un papel secundario en la modulacién de la hiperalgesia
muscular en este modelo de fibromialgia.

Nuestros datos con los agonistas inversos del receptor GABAa-a5 (L-655,708 y TB21007)
sugieren la participacion de estos receptores en la alodinia tactil y, en menor grado,
hiperalgesia muscular, inducida por reserpina. Con el fin de corroborar esta participacion,
utilizamos al L-838,417, un agonista parcial de los receptores GABAAa con selectividad
a5>02>a3 (McCabe et al., 2004). La administracion i.t. de L-838,417 revirtio el efecto
antialodinico producido por el L-655,708, sugiriendo que el efecto antialodinico observado
con L-655,708 efectivamente se debe al bloqueo de los receptores GABAa-a5. Esto

concuerda con estudios previos donde el pre-tratamiento con L-838,417 atenua el efecto
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antialodinico y antihiperalgésico en el modelo de formalina de larga duracion (Bravo-
Hernandez et al., 2016). En contraste, se ha reportado que el L-838,417 tiene un efecto
antinociceptivo en modelos de dolor neuropatico e inflamatorio (Knabl et al., 2008, 2009;
Di Lio et al., 2011; Nickolls et al., 2011; Hansen et al., 2012; Reichl et al., 2012). Sin
embargo, el efecto analgésico de L-838,417 en estas condiciones podria estar mediado
por las subunidades 02 y/o a3, mientras que el efecto pronociceptivo podria estar
relacionado unicamente con la subunidad a5, como sucede en el presente trabajo.

Dado que se podria argumentar que tanto el agonista como los antagonistas utilizados
en este trabajo no son altamente selectivos para el receptor GABAAa-a5, decidimos utilizar
un siRNA dirigido contra los receptores GABAa-a5. El tratamiento i.t. con el sSiRNA dirigido
a los receptores GABAa-a5 disminuyd la alodinia en ratas reserpinizadas, lo que apoya
nuestra idea de que los receptores GABAa-a5 participan en la hipersensibilidad inducida
por reserpina en nuestro modelo de fibromialgia. Los siRNAs son moléculas de doble
cadena de 21-23 nuclettidos que inducen la degradacién del ARNm al que son
complementarios de manera especifica a través de su unién a un complejo proteico. Esto
resulta en la reduccion de la expresion (knockdown) de las proteinas que codifican
(Elbashir et al., 2001; Elbashir et al., 2002). Estudios previos han demostrado que el
tratamiento i.t. con siRNAs especificos de receptores como P2Xs, TRPV1, TLR4, TrkB,
NKi, fosfodiesterasa 4B, SKIP y la subunidad NR2B del receptor NMDA atenuda las
conductas nociceptivas en modelos de dolor neuropatico e inflamatorio en ratas (Dorn et
al., 2004; Tan et al., 2005; Christoph et al., 2006; Guo et al., 2006; Wu et al., 2010; Naono-
Nakayama et al., 2011; Ji et al., 2016; Wang et al., 2016). Nuestro estudio es el primero
gue evalla los efectos de un siRNA en un modelo de dolor funcional. Tomados juntos,
nuestros resultados sugieren de manera contundente que los receptores GABAa-a5 son
los responables de la hipersensiblidad inducida por reserpina en la rata. En contraste, se
reportd recientemente que los receptores GABAa-a5 ejercen un efecto antinociceptivo
(protector) en condiciones de dolor inflamatorio en ratones knockout del receptor GABAa.-
a5 (Perez-Sanchez et al.,, 2017). Las difrencias se podrian deber a los mecanismos
compensatorios generados al inducir el knockout del receptor (El-Brolosy y Stainier,
2017). Por ejemplo, la expresion del ARNm o de la proteina de los receptores GABAa-9,

gue también modulan la inhibicién ténica en la médula espinal (Bonin et al., 2011), podria
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estar regulada a la alta en los ratones knockout para compensar las funciones de los
GABAa-05 en la nocicepciéon. En apoyo a esto, nuestros datos muestran que el
knockdown transitorio de los receptores GABAa-a5 inducido por la administracion i.t. del
siRNA disminuye la alodinia tactil en las ratas fibromialgicas. Esto sugeriria que la
reserpina aumenta la expresion del ARNm de los receptores GABAa-a5. Sin embargo,
aun es necesario corroborar la expresion del ARNm mediante experimentos moleculares
antes y después del tratamiento con el SiRNA.

El papel de los receptores GABAA en el dolor cronico es controvertido. En animales naive,
los agonistas y antagonistas del receptor GABAa producen antinocicepcion y
pronocicepcion, respectivamente (Sivilotti y Woolf, 1994; Dirig y Yaksh, 1995; Baba et al.,
2003). No obstante, el dafio al tejido o al nervio parecen cambiar la funcion de los
receptores GABAa, pasando de inhibicion a pérdida de la inhibicion (Coull et al. 2005;
Prescott et al. 2006; Zeilhofer et al., 2012) e incluso excitacion (Cervero et al., 2003; Zhu
et al., 2012). En este sentido, nuestros resultados muestran que la administracion de los
agonistas inversos del receptor GABAa-a5 y el tratamiento con el siRNA especifico
producen hipersensibilidad en ratas intactas (alodinia). Estos datos sugieren que los
receptores GABAAa-a5 tienen una funcion antinociceptiva en condiciones normales, como
se ha propuesto previamente (Loeza-Alcocer et al., 2013; Xue et al., 2017). De manera
interesante, estd demostrado que la inhibicion espinal de estos receptores en ratas
intactas, por el L-655,708, aumenta la transmisidn sinaptica basal mediante la induccion
de LTP dependiente de los receptores NMDA (Xue et al., 2017). Ambos resultados
concuerdan con la idea de que en condiciones normales la activacion de los receptores
GABAa-a5 promueve la despolarizacion de la aferente primaria, lo que conduce a un
efecto antinociceptivo (inhibicion pre-sinaptica). En condiciones patoldgicas de dolor
(administracién de reserpina), los receptores GABAa-a5 podrian activarse tonicamente
por el GABA ambiental (Farrant y Nusser, 2015) y conducir a un estado de excitabilidad
tonica de las fibras aferentes primarias, reduciendo su umbral de activacion y
produciendo RRD, como se reportd previamente (Loeza-Alcocer et al., 2013). Ademas,
este mismo fendmeno podria estar sucediendo en la medula espinal como consecuencia
de la reduccion de la expresion del co-transportador KCC2 (Coull et al., 2005; Zhang et

al., 2013). Ambos procesos traerian como consecuencia la pérdida de la inhibicion
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GABAérgica. Nuestros datos apoyan la idea de que la reduccion de la actividad de los
receptores GABAa-a5 mediante el tratamiento con agonistas inversos o el SIRNA restaura
la inhibicion GABAEérgica a nivel pre- y post-sinaptico lo que resulta en la reduccion de la
excitabilidad de las aferentes primarias y de las neuronas de proyeccion y por ende, del

dolor inducido por reserpina.

9.3 Los receptores GABAAa-a5 participan en la nocicepcion de manera dependiente

del sexo

Nuestros datos muestran que la reserpina induce conductas nociceptivas
independientemente del sexo. Sin embargo, el efecto antialodinico de L-655,708 y
TB21007 fue menor en los machos comparados con las hembras. Este resultado
concuerda con trabajos previos, donde la administracion de PAMs de los receptores
GABAAx-a5 reduce los efectos del estrés (Piantadosi et al., 2016) y previene el déficit
locomotor inducido por anfetaminas (Batinic et al., 2017) solo en ratones y ratas hembras,
respectivamente. A la fecha no existen estudios contundentes que expliquen la
discrepancia en la modulacion nociceptiva entre machos y hembras (Mogil, 2012). Dado
gue los agonistas inversos del receptor GABAa-a5 se unen al sitio de las BZ, es posible
gue su efecto sea distinto debido a las diferencias que existen en la union de las BZ en
distintas areas del SNC (Shepard et al., 1982; Juptner y Hiemke, 1990) entre machos y
hembras. Otros estudios sugieren que existen diferencias dependientes del sexo en la
farmacocinética de varios farmacos (Czerniak, 2001). Un analisis bioinformético
determiné que el promotor del gen Gabra5 contiene elementos de respuesta a hormonas
esteroides (Steiger y Russek, 2004), sugiriendo que la expresion de los receptores
GABAa-05 puede estar regulada de manera dependiente del sexo. Finalmente, existe
evidencia de que la inhibicién ténica mediada por los receptores GABAAa que contienen la
subunidad & (GABAa-0) en la PAG se regula de manera distinta entre machos y hembras
en el dolor inflamatorio cronico (Tonsfeldt et al., 2016). Por lo tanto, es posible que la
inhibicion ténica mediada por los receptores GABAa-a5 también esté modulada de

manera diferencial entre sexos en este modelo de dolor funcional.
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9.4 La expresion de la proteina de los receptores GABAa-a5 incrementa en el
modelo de fibromialgia

Los receptores GABAa-a5 se encontraron en la parte dorsal de la médula espinal y en
GRDs de ratas naive y ratas tratadas con reserpina. Estos datos concuerdan con estudios
previos que demuestran la expresion de la proteina en estos sitios (Bohlhalter et al., 1996;
Paul et al., 2012; Loeza-Alcocer et al., 2013; Lorenzo et al., 2014; Bravo-Hernandez et
al., 2014, 2016). El western blot muestra una banda doble en el GRD, posiblemente a
que una de las variantes de la subunidad a5 que esta glicosilada (Sieghart et al., 1993)
Se expresa en esta region.

Nuestros resultados muestran que la reserpina aumentd la expresion de los receptores
GABAa-a5 tanto en médula espinal como en GRD. Estos cambios correlacionan con el
aumento de las conductas nociceptivas en las ratas reserpinizadas. A nuestro
conocimiento, éste es el primer estudio que evalla la expresion de los receptores GABAa-
a5 en un modelo de fibromialgia en ratas. En apoyo a nuestros datos, existe evidencia de
que la expresion del ARNm de los receptores GABAa-a5 incrementa en GRD y médula
espinal en modelos de dolor neuropatico (Xiao et al., 2002; Yang et al. 2004), inflamatorio
cronico (Bravo-Hernandez et al., 2016) y en neuronas del hipotadlamo en un modelo de
estrés cronico (Verkuyl et al., 2004). Lo anterior sugiere que los receptores GABAa-a5
participan en el desarrollo y el mantenimiento del dolor no adaptativo. La actividad de
estos receptores podria estar alterada en estados de dolor debido a que se modulan por
fosforilacion (Abramian et al., 2010; Zhu et al., 2012). De manera interesante, la
administracion i.t. de L-655,708 y TB21007 revirtié la alodinia tactil y el aumento en la
expresion de los receptores GABAA-a5 en los GRD y médula espinal, sugiriendo una
relacion entre la expresion del receptor en sitios relacionados con el procesamientio del
dolor y la presencia de conductas nociceptivas en las ratas reserpinizadas. En conjunto,
nuestros datos sugieren que los receptores GABAa-a5 tienen un papel pronociceptivo y

se regulan a la alta en condiciones de dolor funcional en la rata.
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9.5 Lareserpina induce la activaciéon de la microglia y los astrocitos en la médula

espinal

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con reserpina incrementa la
inmunorreactividad de OX-42 en el asta dorsal de la médula espinal. Esto concuerda con
estudios previos donde se demostré que la reserpina y el estrés por inmersion en agua
activan a la microglia, mientras que el tratamiento con minociclina suprime esta activacion
y disminuye la hipersensibilidad mecanica en ambos modelos de fibromialgia (Yasui et
al., 2014; Taguchi et al., 2015). Se ha demostrado que la activacion de la microglia
participa en el establecimiento de la sensibilizacion central y en la induccién y el
mantenimiento del dolor inflamatorio y neuropatico (Tsuda et al., 2003, 2013; Suter et al.,
2007; Gao et al., 2009; Fu et al., 2009; Inoue y Tsuda, 2009; Ellis y Bennett, 2013; Ji et
al., 2013a, 2013b; Koizumi et al., 2013) y de estrés cronico (Orellana et al., 2015; Puga
et al., 2015). Se sabe que la microglia activada produce y libera mediadores (factores
neurotréficos, ATP, NO, glutamato) y citocinas pro-inflamatorias (IL-1pB, IL-6, NGF, TNF-
a y BDNF) que contribuyen al desarrollo de sensibilizacion central, favoreciendo la
hiperexcitabilidad neuronal (Kawasaki et al., 2008; Latremoliere y Woolf, 2009; Ji et al.,
2014). EI BDNF secretado promueve la reduccion de la expresion del co-transportador
KCC2 promoviendo la acumulacion del CI- intracelular en neuronas de proyeccién de la
lamina | (Zhang et al., 2013) y, por lo tanto, la inhibicion GABAérgica post-sinaptica
disminuye (Coull et al., 2005). EI BNDF también regula la inhibicion pre-sinptica a traves
de su union al receptor TrkB, resultando en un cambio transitorio en el potencial de
equilibrio y la disminucion de la conductancia de los receptores GABAA pre-sinapticos
(Chen et al., 2014a). Por lo tanto, la pérdida de inhibicion ténica mediada por los
receptores GABAa-a5 junto con la desinhibicion pre- y post-sinaptica podrian subyacer el
mantenimiento de las conductas nociceptivas en el modelo de fibromialgia inducido por
reserpina (ver arriba).

Nuestros datos muestran que la reserpina también aumenta la inmunorreactividad de
GFAP en el asta dorsal de la médula espinal. Esto contrasta con resultados obtenidos
previamente donde no se observa un aumento de la sefial de GFAP en este modelo de
fioromialgia (Nagakura et al., 2012b). No obstante, nosotros atribuimos estas

discrepancias a la metodologia de la tincion, los anticuerpos utilizados y al tiempo de
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obtencién del tejido. Al igual que la microglia, la activacién de los astrocitos espinales
libera citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias que contribuyen a la sensibilizacion
central, al aumento de la transmisién sinaptica excitadora y a la propagacion bidireccional
de sefales nociceptivas en la médula espinal (Sung et al., 2003; Hald, 2009; Ji et al.,
2013b; Ji et al., 2014). Nuestros datos en el modelo de fibromialgia son similares a lo
reportado en varios modelos de dolor inflamatorio y neuropatico (Raghavendra et al.,
2004; Xie et al., 2004; Chiang et al., 2005; Tanga et al., 2006; Latremoliere et al., 2008;
Romero-Sandoval et al., 2008; Okada-Ogawa et al., 2009; Shimizu et al., 2009; Gao et
al., 2010) y en un modelo de estrés (Orellana et al., 2015). A nuestro conocimiento, este
es el primer estudio que demuestra la activacion de los astrocitos en este modelo de
fibromialgia, sugiriendo su contribucion a la hipersensibilidad inducida por reserpina. En
conjunto, nuestros datos revelan la participacion de la microglia y los astrocitos en la
hipersensibilidad inducida por la administracién de reserpina en ratas, sugiriendo que la
activacion de la glia espinal juega un papel importante en estados de dolor funcional.
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10. CONCLUSIONES
10.1 Conclusiones particulares

o Los receptores GABAa-a5 espinales tienen un papel pronociceptivo dependiente

del sexo en el modelo de fibromialgia inducido por reserpina.

o Los receptores GABAa-a5 espinales tienen un papel antinociceptivo en ratas

intactas.

o EI modelo de fibromialgia inducido por reserpina aumenta la expresion de la
proteina de los receptores GABAa-a5 en la médula espinal y en GRD.

o ElI modelo de fibromialgia inducido por reserpina promueve la activacion de la

microglia y los astrocitos en la médula espinal.

10.2 Conclusién general

Los receptores GABAAa-a5 se expresan en sitios encargados de la modulacion del dolor
y participan en el mantenimiento de la hipersensibilidad nociceptiva inducida por la

administracion de reserpina.
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11. PERSPECTIVAS

Esta investigacion presenta informacion sobre la participacion de los receptores GABAa-

a5 espinales en la hipersensibilidad del modelo de fibromialgia inducido por reserpina,

gue a su vez permite proponer una serie de experimentos subsecuentes para contribuir

a la dilucidacion de los mecanismos del dolor cronico, particularmente en este y otros

modelos de dolor funcional. Entre estos experimentos destacan los siguientes:

O

Determinar mediante RT-qPCR la expresion de los receptores GABAa-a5 después

del tratamiento con el siRNA dirigido a éstos.

Evaluar los cambios en la expresion de los receptores GABAa-a5 mediante otras
técnicas moleculares, como RT-gPCR e inmunohistoquimica, en este y otros

modelos de dolor funcional.

Evaluar mediante herramientas farmacol6gicas y moleculares la participacion de los
co-transportadores NKCC1 y KCC2 en la alodinia tactil e hiperalgesia muscular

inducidas por reserpina, y en otros modelos de fibromialgia y dolor funcional.

Utilizar la depresion dependiente de la frecuencia del reflejo H para evaluar los
circuitos de inhibicion espinal en este y otros modelos de fibromialgia, y evaluar
mediante electrofisiologia las corrientes fasicas y ténicas en el dolor inducido por

reserpina.

Evaluar mediante herramientas moleculares la participacion de los factores de

transcripcion ATF3 y ATF4 en este modelo de fibromialgia.
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