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. RESUMEN

La regulacion del pH intracelular (pHi) en las neuronas es un proceso fisiolégico
fundamental. Las enzimas, canales idnicos y diversas macromoléculas modifican su
funcion por los cambios en el pHi, alterando la transmision sinaptica y la excitabilidad
neuronal. Se ha reportado que la inhibicion del intercambiador Na*/H* 1 (NHE1)
incrementa la excitabilidad de las neuronas nociceptivas e intensifica las conductas
nociceptivas agudas y crénicas inducidas por formalina. Por otra parte, el TRPAL
es un canal iénico activado por diversos estimulos, entre ellos el pHi alcalino o acido.
Debido a que las neuronas nociceptivas expresan estas proteinas, es posible que
los efectos inducidos por la inhibicion del NHE1 sean a través de la actividad del
canal TRPA1l. El objetivo de este estudio fue determinar si la acidificacién
intracelular inducida por la inhibicion de NHE1 favorece la activacion del canal
TRPAL1 en neuronas del ganglio de la raiz dorsal (GRD) y en ratas con dolor
inflamatorio. La inhibicion del NHE1 con zoniporida disminuyd el pHi en las neuronas
del GRD aisladas de rata adulta. Por otra parte, la zoniporida aumenté la
concentracion intracelular de Ca?* en neuronas que responden a la estimulacion con
alil-isotiocianato (AITC), activador del canal TRPAL. La inhibicion de NHE1 no
modifico las corrientes de membrana en las neuronas del GRD. Sin embargo, la
zoniporida disminuy6 el grado de desensibilizacién del TRPAL que se observé ante
la estimulacion repetida del canal con AITC. Ademas, algunas neuronas del GRD
presentaron inmunoreactividad para ambas proteinas, NHE1 y TRPA1. A nivel
conductual, la administracion periférica local o intratecal de A-967079, bloqueador
del canal TRPA1, atenud las conductas nociceptivas agudas y cronicas inducidas
por la administracion de formalina al 1% en ratas. Ademas, la formalina aumento la
expresion de la proteina del canal TRPAL en los GRD, asi como en la médula
espinal (L4-L6). Por otra parte, la zoniporida aumento las conductas nociceptivas
espontaneas y evocadas inducidas por la administracion de AITC al 2% o del
coadyuvante completo de Freund (CFA) en las ratas, dicho efecto se revirtié
mediante el pre-tratamiento con A-967079. En conjunto, los resultados sugieren que
el intercambiador NHE1 y el canal TRPA1l se acoplan funcionalmente en los
nociceptores y que la acidificacién intracelular regula la transmision de la
informacion nociceptiva a través del canal TRPAL.



II. ABSTRACT

The regulation of the intracellular pH (pHi) in neurons is an elemental physiological
process. Changes in pHi affect the function of enzymes, ion channels and other
macromolecules, altering synaptic transmission and neuronal excitability. It has
been reported that inhibition of the Na*/H* 1 exchanger (NHE1) increases discharge
activity in nociceptors and intensifies formalin-induced acute and chronic nociceptive
behaviors. Besides, TRPAL is an ion channel activated by several stimuli, among
then, alkaline or acidic pHi. Since the nociceptors express both proteins, pHi-
regulation by NHE1 could contribute to modulate the nociceptive transmission
through TRPA1-activity. The aim of this study was to determine if intracellular
acidification induced by NHE1 inhibition increase TRPAL1 channel-activation in
dorsal root ganglion (DRG) neurons and in rats with inflammatory pain. Zoniporide
induced an intracellular acidification in DRG neurons isolated from adult rats.
Moreover, zoniporide enhanced the intracellular concentration of Ca?* in allyl-
isothiocyanate (AITC) responsive-neurons, a TRPAL channel activator. Inhibition of
NHE1 did not alter the membrane currents in isolated DRG neurons. In contrast,
zoniporide decreased the desensitization of TRPAL current observed by repetitive
stimulation of the neurons with AITC. Furthermore, some DRG neurons were double
positive for NHE1 and TRPAL inmuno-fluorescence signal. At the behavioral level,
peripheral or intrathecal administration of A-967079, a TRPA1 channel blocker,
reduced formalin-induced acute and chronic nociceptive behaviors in rats. Moreover,
formalin-induced inflammatory process up-regulated TRPA1 expression in DRG as
well as in spinal cord (L4-L6). In addition, local peripheral administration of
zoniporide increased AITC- and complete Freund’s adjuvant (CFA)-induced
nociceptive behaviors in the rats. Furthermore, the pronociceptive effect of
zoniporide was reverted by the pre-treatment with A-967079. Overall, data suggest
that there is a functional coupling between NHE1 and TRPAL channel in nociceptors
and that intracellular acidity regulates the transmission of nociceptive information
through the TRPAL channel.



1. INTRODUCCION
1.1 Fisiologia de la nocicepcién

Las fibras aferentes primarias, denominadas nociceptores, detectan estimulos
dolorosos de tipo térmico, mecanico y quimico mediante receptores expresados en sus
terminales nerviosas. LOs nociceptores son neuronas que tienen sus somas en los
ganglios sensoriales como el ganglio de la raiz dorsal (GRD), el ganglio trigeminal (GT)
o el ganglio nodoso (GN). La caracteristica principal de los nociceptores es su
capacidad para diferenciar entre los estimulos inocuos y aquellos que son
potencialmente nocivos (Woolf y Ma, 2007). El procesamiento nociceptivo comprende
cuatro procesos: transduccon, propagacion, transmision y percepcion (Figura 1) (Julius
y Basbaum, 2001).

1. Transduccidén. Las terminales nerviosas periféricas de los nociceptores convierten

los estimulos nocivos en sefiales eléctricas.
2. Propagacion. Los axones conducen las sefales eléctricas a lo largo de las neuronas.

3. Transmision. Las neuronas pre- sinapticas transfieren la informacion nociceptiva a
las neuronas post-sindpticas en el asta dorsal de la médula espinal. La sefal

nociceptiva puede modificarse (inhibicion/amplificacion).

4. Percepcion. Los impulsos nociceptivos se integran con factores cognitivos y

emocionales para crear la experiencia subjetiva de dolor.

De acuerdo con sus caracteristicas fisioanatémicas, los nociceptores se clasifican en
fibras AB, fibras Ad y fibras C (Figura 2) (Basbaum et al., 2009):

. Fibras AB. Este tipo de fibras tienen un axén mielinizado, con un diametro
aproximado de 10 um y conducen potenciales de accion (PA) a una velocidad de 30-
120 m/s. En condiciones normales participan como mecanorreceptores de bajo umbral
en la percepcion tactil, pero ante un proceso inflamatorio modifican su fenotipo, el cual

adquiere caracteristicas de una fibra tipo Ad de alto umbral.



. Fibras Ad. Son fibras ligeramente mielinizadas con un diametro de 2-6 umy una
velocidad de conduccion de 6-30 m/s. Se distinguen dos sub-poblaciones que se
diferencian en su sensibilidad al calor nocivo, asi como en su sensibilidad ante

estimulos mecanicos:

- Fibras Ad tipo |. Se activan a temperaturas mayores a 52°C, responden
a estimulos mecanicos de alta intensidad y son insensibles a capsaicina, un

agonista de los receptores de potencial transitorio subtipo vaniloide 1 (TRPV1).

- Fibras Ad tipo Il. Se activan a temperaturas cercanas a 43°C; presentan

un umbral mas bajo ante estimulos mecanicos y son sensibles a capsaicina.

. Fibras C. Son fibras sensoriales desmielinizadas de diametro pequefio (0.4-1.2
pum) con velocidades de conduccion inferiores a 1.5 m/s; éstas responden a una gran
variedad de estimulos nocivos mecanicos, térmicos y quimicos, por lo que se les
denomina nociceptores polimodales. Estas fibras se clasifican en dos subpoblaciones
dependiendo de la presencia de neuropéptidos, de su regulacion por factores de

crecimiento y de su patrén de inervacion en el asta dorsal de la médula espinal:

- Fibras C peptidérgicas. Presentan péptidos que se liberan en respuesta
a estimulos térmicos nocivos e inflamacion, como el péptido relacionado con el
gen de la calcitonina (CGRP) y la sustancia P (SP). Este tipo de neuronas
expresan al receptor del factor de crecimiento nervioso (NGF) denominado
TrkA.

- Fibras C no peptidérgicas. Son de respuesta mas lenta y expresan al
receptor purinérgico activado por adenosina trifosfato (ATP) subtipo 3 (P2X3);
ademas, presentan un sitio de union para isolectina B4 (IB4) y expresan al

receptor del factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF).
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Figura 1. Mecanismos de la transmisién nociceptiva. Los nociceptores responden a estimulos mediante
la activacion de receptores expresados en la terminal periférica, los cuales transducen la sefial en
potenciales de accién que se propagan hasta la médula espinal, donde se transmiten a neuronas de
segundo orden encargadas de proyectar la informacion nociceptiva a centros supraespinales en donde
se integra la percepcion del dolor. Modificado de Gohar, 2012.

1.2 Dolor inflamatorio

El dolor se puede clasificar como dolor agudo o cronico. El dolor agudo es un
mecanismo que le sirve al organismo como advertencia ante una amenaza que atente
su integridad. El dolor crénico se considera patologico y suele clasificarse de acuerdo
al estimulo que lo desencadena como dolor inflamatorio y dolor neuropatico. El dolor
de tipo inflamatorio se genera cuando la integridad del tejido se dafia; esto sucede
cuando existen incisiones en la piel, quemaduras, frio extremo, fracturas, procesos
autoinmunes, presion extrema o infecciones. Durante el proceso inflamatorio que
acomparfia al dafio tisular, los nociceptores y las células no neuronales (las células

cebadas, basobfilos, plaquetas, macrofagos, neutréfilos, células endoteliales,



linfoncitos, células satelitales, queratinocitos y fibroblastos) localizadas en el sitio de la
lesién liberan al medio extracelular multiples moléculas y factores endogénos,

denominados en conjunto como mediadores pro-inflamatorios.

lamina |l

lamina Il

Fibras AD it

miehinizadas

Lamina
-1V

Médula espinal

Figura 2. Conexiones entre fibras aferentes primarias y la médula espinal. Las fibras C peptidérgicas
(rojo) y fibras Ad (morado) hacen sinapsis con neuronas de proyeccion e interneuronas (rojo) localizadas
en la lamina | (verde) y la ldmina Il en la médula espinal. Las fibras no peptidérgicas (azul) conectan con
interneuronas (azul) en la parte interna de la lamina Il. En contraste, los estimulos inocuos transmitidos
por fibras AB (naranja) hacen sinapsis con neuronas en la parte medial ventral de la lamina interna |,
gue expresan a la isoforma gama de la proteina cinasa C (PKCy). Un segundo grupo de neuronas de
proyeccioén en la lamina V (morado) recibe estimulaciones convergentes de fibras Ad y AB. Modificado
de Basbaum et al., 2009.

Estos factores también referidos como la “sopa inflamatoria”, representan una gama
amplia de moléculas de sefializacion que incluyen neurotransmisores peptidicos como
la SP, el CGRP, la bradicinina (BK), el NGF y la neurocinina A (NKA); lipidos como las
prostaglandinas (PGE), los tromboxanos, los leucotrienos y los endocanabinoides.
Ademas de neurotrofinas, citocinas y quimiocinas, asi como proteasas extracelulares,
histamina, ATP e hidrogeniones (H*) (Costigan y Woolf, 2000).

Los nociceptores expresan en su membrana plasméatica canales i6nicos y receptores

capaces de reconocer y responder a cada uno de los agentes pro-inflamatorios o pro-
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algésicos; esta interaccion produce la activacion de cascadas de sefalizacién que
incrementan la generacion de PA a través de la fosforilacién de receptores y canales

ionicos, un fendbmeno denominado sensibilizacion periférica (Figura 3).
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Figura 3. Modulacién del dolor inflamatorio. Durante la inflamacion, células residentes y del sistema
inmune secretan mediadores inflamatorios que actdan en los nociceptores. La interaccién de estas
moléculas con sus receptores especificos produce la activacién de cascadas de sefalizacion que
conducen a la fosforilacidn de canales ionicos, incrementando la generacion de potenciales de accion.
RTK, receptores tirosina-cinasa; K2P, canales de potasio con 2 dominios de poro; GPCR, receptores
acoplados a proteinas-G; TRP, receptores de potencial transitorio; ASIC, canales i6nicos sensibles a
acido; P2X, receptores ionotrépicos purinérgicos. Modificado de Basbaum et al., 2009.

Por otra parte, la sefal nociceptiva se amplifica a nivel del sistema nervioso central en
un fendmeno conocido como sensibilizacion central, el cual se produce cuando los
nociceptores liberan SP, glutamato y el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF). Estos ligandos promueven la activacién de sus receptores, como el receptor
a neurocinina (NK1), los receptores metabotropicos de glutamato (mGIuR1, mGIuR5),
el receptor a glutamato de tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato
(AMPA), el receptor a glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) y el receptor
tirosina cinasa B del BDNF (TrkB), que se expresan en las neuronas de segundo orden
en el asta dorsal de la médula espinal. La activacion de dichos receptores produce un
incremento de la concentracién de Ca?* intracelular ([Ca?*])) como resultado del influjo
extracelular y de la liberacion de Ca?* desde los almacenes intracelulares (Basbaum
et al., 2009).



El aumento en la [Ca?*]i y la activacion de cascadas de segundos mensajeros activan
diversas enzimas como la proteina cinasa A (PKA), la proteina cinasa C (PKC) y la
proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK), asi como la sintasa de 6xido nitrico
(NOS) y la ciclooxigenasa (COX), entre otras. Las proteinas cinasas fosforilan
receptores y canales idnicos de la membrana plasmatica favoreciendo su activacion.
Por otra parte, la NOS y la COX sintetizan al oxido nitrico (NO) y la PGE,
respectivamente; moleculas que difunden a las neuronas pre- y post-sinapticas
incrementando la sefal nociceptiva. En conjunto, los cambios moleculares que ocurren
a nivel de los nociceptores disminuyen su umbral de activacion, incrementan su
respuesta ante estimulos nociceptivos y amplifican los campos receptivos de los
mismos. A nivel de las neuronas post-sinapticas se favorece el incremento en la
frecuencia de descarga espontanea (Costigan y Woolf, 2000). Por lo tanto, la
sensibilizacion de los nociceptores y de las neuronas de segundo orden generan
estados de hipersensibilidad en los que un estimulo inocuo generara una sensacion
dolorosa y un estimulo nocivo se percibirdA con mayor intensidad, derivando en
fendmenos denominados como alodinia e hiperalgesia, respectivamente (Basbaum et
al., 2009).

1.3 Deteccion de la acidez por neuronas sensoriales

Uno de los principios basicos de la homeostasis celular es la regulacion del balance
acido-base y el mantenimiento del pH extracelular en un rango estrecho cercano a 7.4.
Sin embargo, el exceso en la ingesta de acido, el aumento de la secrecion gastrica de
acido, la acidosis metabdlica, la acidosis generada por isquemia, la inflamacion y la
actividad neuronal excesiva modifican este balance (Deval et al., 2010). Existen
mecanismos celulares de regulacion acido-base y sistemas de monitoreo que detectan
estimulos acidos nocivos, cuya activacion inicia una reaccion de emergencia apropiada
que limita cualquier dafo tisular que pueda presentarse. Las neuronas aferentes
primarias y las células receptoras en las papilas gustativas son los sensores de acidez

extacelular mas importantes del organismo (Holzer, 2009).



Se ha reportado que la acidez extracelular produce dolor. En 1993 Steen y Reeh
demostraron que la inyeccion intramuscular de soluciones &cidas produce dolor en
humanos (Steen y Reeh, 1993). Analogamente, cuando existe dolor de tipo
inflamatorio se produce un aumento significativo en la concentracién de H* dentro de
un rango micromolar en el espacio intersticial del sitio de la lesion (Reeh y Steen,
1996). La disminucién del pH extracelular, es una caracteristica fisiopatolégica comun
en diversos estados inflamatorios como hematomas relacionados con fracturas,
isquemias cardiacas y la contraccion exhaustiva del masculo esquelético (Jones et al.,
2004).

1.4 Corrientes reguladas por H* en neuronas sensoriales

El primer estudio en el que se demostro la presencia de corrientes catidnicas activadas
por H* extracelulares en las neuronas del GRD fue el de Krishtal y Pidoplichko (1980).
En ese trabajo se reporté que la mayoria de las neuronas del GRD presentan una
corriente entrante de rapida inactivacion impulsada por Na*, con una sensibilidad alta
a H*, un umbral de activacién a un pH de 7.0 y una activacion maxima cercana a pH
6.0 (Krishtal y Pidoplichko, 1980; 1981). Posteriormente, se describié que las neuronas
del GRD sensibles a la capsaicina presentan una corriente idnica sostenida de
inactivacion lenta cuando las células se exponen a una solucién extracelular con un

pH menor a 6.2 (Bevan y Yeats, 1991).

El canal TRPV1 (Caterina et al., 1997) y los canales idnicos sensibles a acido (ASIC)
(Waldmann et al., 1997) han sido estudiados ampliamente como sensores moleculares
para los H* extracelulares debido a su gran sensibilidad ante cambios minimos en el
pH. Sin embargo, evidencia creciente indica que otros canales contribuyen a la
sensibilizacion por acido de las neuronas aferentes, por ejemplo: los canales TRPV4,
TRPC4-5 y TRPP2, el receptor purinérgico P2X, los canales de K* con dos dominios
de poro (K2P), canales de K* rectificadores entrantes (Ki), canales de K* dependientes
de voltaje, canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo L, canales regulados por

nucledtidos ciclicos y activados por hiperpolarizacién, canales de ClI- y los receptores



acoplados a proteinas G activados por H* (Holzer, 2009). Particularmente los canales
TRPV1 y ASICla, ademas de responder a la acidez tisular por activacion directa de
los H* extracelulares (Caterina et al., 1997; Lingueglia, 2007), estos canales permiten
la entrada de los H*, lo cual disminuye transitoriamente el pH intracelular (pHi),
acidificando el citosol de las células que los expresan (Gilbertson et al., 1992; Hellwig
et al., 2004; Chen y Grounder, 2007).

1.5 Homeostasis del pH intracelular en las neuronas

Los cambios en el pH extra e intracelular afectan diversos procesos fisiologicos en el
sistema nervioso central como son la excitabilidad neuronal, la transmision sinaptica,
la recaptura de neurotransmisores y la comunicacion a través de las uniones

comunicantes (Ruffin et al., 2014).

La acidificacion intracelular modifica el estado de protonacion de las proteinas,
afectando su funcién (Xu et al., 1996). Entre estas proteinas destacan enzimas,
canales ionicos y transportadores de membrana (Fujita et al., 2008). Ejemplos de
proteinas sensibles al pHi son los receptores a rianodina, la Ca?*-ATPasa de la
membrana plasmatica (PMCA) y del reticulo endoplasmatico (Lytton et al., 1992), los
canales de K* (Schneider et al., 1993; Grafe et al., 1994; Maingret et al., 1999), las
conexinas (Gonzalez-Nieto et al., 2008) y las enzimas remodeladoras de actina (Frantz
et al., 2008). Por lo tanto, los cambios en el pHi regulan la actividad celular de forma
importante y tienen un efecto sobre la excitabilidad neuronal (Steen et al., 1999;
Sinning et al., 2011).

El equilibrio en el pHi depende del balance entre la velocidad de acumulacion de acido
(Ju, indice de entrada/generacion de acido o indice de salida/consumo de alcali) y la
velocidad de extraccion de acido (Jg, indice de salida/consumo de &cido o el indice de
entrada/generacion de alcali). El estado estacionario se alcanza cuando la Je=J.

(interseccidn de las lineas negra y roja en la Figura 4).
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Figura 4. Equilibrio homeostéatico del pHi. El estado estacionario del pHi depende del balance entre la
velocidad de extraccion (Je) y de acumulacion (Ju) de &cido. El equilibrio acido-base se alcanza cuando
Je=JL (interseccion de las lineas negra y roja: punto A). Si la Je incrementa (Jg), el equilibrio del pHi se
despazara a valores mas alcalinos (interseccion de las lineas azul y roja: punto B). Si la JL aumenta (J0),
el equilibrio del pHi se despazara a valores mas &cidos (interseccion de las lineas naranja y negra: punto
C). Si el incremento en la Je es igual al incremento en la JL (Je= J.) no se generara un cambio neto en
el pHi (circulo rojo). Modificado de Ruffin et al., 2014.

La acidificacion intracelular en las neuronas se debe predominantemente a la
acumulacion de los H* generados por el metabolismo aerdbico (produccion de CO2 por
la fosforilacion oxidativa) y anaerdébico (sintesis de ATP con la produccion subsecuente
de lactato) durante el disparo neuronal (Chesler, 2003) y por la extraccion de HCOgs
de las células, mediante intercambiadores de aniones. A su vez, algunos procesos
celulares modifican el pHi. En este sentido, el incremento en la produccion de ATP
tiene un impacto en el pHi (Casey et al., 2010) y se ha determinado que la liberacién
de neurotransmisores en las neuronas genera una acidificacion intracelular (Wu et al.,
1999; Hellwig et al., 2004). Asi mismo, se ha descrito que la actividad neuronal
disminuye de manera transitoria de 0.2 - 0.3 unidades de pH en el citosol de estas
células (Werth et al., 1994; Hwang et al., 2011).

El pHi de las neuronas del GRD estd en constante equilibrio dinamico. Algunos
estudios han determinado que el pHi de estas células se encuentra entre 7.14 y 7.35
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(Thomas et al., 2003; Hwang et al., 2011). La acidificacion extracelular que aparece
durante el proceso inflamatorio disminuye el pH intracelular mediante el transporte de
los H* a través de intercambiadores, transportadores o canales i6nicos (Roos y Boron,
1981; Moody, 1984).

La concentracion de los H* en el sistema nervioso se controla mediante diversos
mecanismos que son comunes en todos los tejidos de mamiferos (Obara et al., 2008).
La extraccion de los H* restablece el equilibrio del pHi posterior a la acumulacion de
los cationes generados por la actividad neuronal intensa (Chesler y Kaila, 1992). Los
mecanismos principales responsables de la regulacion del pHi en las neuronas
sensoriales son los intercambiadores Na*/H* (NHE) y los intercambiadores de aniones
(CI7/ HCO3) (AE), los cuales modulan el equilibrio entre la tasa de acumulacion y

extraccion de acido en la células (Figura 5, Donowitz et al., 2013; Ruffin et al., 2014).

1.5.1 Intercambiador de aniones CI-/HCOs"

En las neuronas, el mecanismo principal de acumulacion de los H* que contribuye a la
JuL es el intercambiador AE3. EI AE3 pertenece a la superfamilia de transportadores de
bicarbonato (Slc4). En mamiferos, el gen Slc4a3 codifica dos productos alternativos:
bAE3 (abundante en el sistema nervioso) y cAE3 (abundante en el tejido cardiaco)
(Sterling y Casey, 1999). La cadena polipeptidica del AE3 tiene un patron estructural
comun de tres dominios, un dominio amino terminal citoplasméatico de 400-700
aminoacidos (aa) seguido de un dominio transmembranal de aproximadamente 500

aa y un dominio carboxilo terminal citoplasmatico de 30-100 aa (Alper et al., 2002).

El AE3 realiza el intercambio electroneutro de un ion de CI- extracelular por un ion de
HCOgs intracelular. EI AE3 es el principal intercambiador que contribuye a la
acumulacion de los H* en las neuronas, ya que su actividad disminuye el pHi e
incrementa la concentracion de Cl. Evidencia de ello es que las células COS que
expresan de manera heter6loga al intercambiador AE3 tienen un pHi menor,

comparado con células control que no expresan el intercambiador (Kopito et al., 1989).
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Ademas, en presencia de DIDS (inhibidor del intercambiador AE3) o mediante la
eliminacién del CI- en el medio extracelular, las neuronas hipocampales aisladas de
embriones de raton muestran una alcalinizacién intracelular (Svichar et al., 2009).
Asimismo, se ha reportado que la actividad del AE3 induce la acidificacion intracelular
en motoneuronas, progenitores neuronales, neuronas olfatorias y en neuronas del
GRD (Gallagher et al., 1983; Nickell et al., 2007; Gonzalez-Islas et al., 2009; Sun et
al., 2012). Estas evidencias confirman el papel del intercambiador AE3 en la regulacion
del pHi.

En cuanto al papel del AE3 en el procesamiento nociceptivo, en el modelo de
formalina® se reporté que la proteina del AE3 incrementa su expresion en los GRD de
ratas en los dias 1 y 6 posteriores a la inyeccion (Barragan-Iglesias et al., 2014). En
este mismo estudio se observo que la inhibicién farmacoldgica del intercambiador AE3
con DIDS y SITS (inhibidores no especificos del AE3) disminuye las conductas
nociceptivas agudas y de largo plazo inducidas por la administracion de formalina
(Barragan-lglesias et al., 2014). Por otra parte, se reportd que la inhibicién del
intercambiador AE3 con DIDS reduce la excitabilidad de las neuronas del GRD (Hwang
et al., 2011). El mecanismo por el cual el AE3 ejerce su efecto pronociceptivo no se
conoce del todo; sin embargo, este efecto se ha asociado al incremento de las
concentraciones intracelulares de CI de las neuronas, lo cual favorece la generacién
de los reflejos de raiz dorsal (Gallagher et al., 1983), aunque otros mecanismos

pueden estar involucrados.

1.5.2 Intercambiador de Na*/H*

La extraccion de los H* en las neuronas estd mediada por el intercambiador Na*/H* o
Slc9a, que promueve el movimiento electroneutro de un ion H* intracelular por un ion

de Na* extracelular. La funcionalidad del intercambiador se identific6 en 1977 y se

! Modelo de dolor inflamatorio en el que la administracion subcutanea (s.c.) de formaldehido
en el dorso de la pata trasera produce conductas nociceptivas espontaneas (lamidas vy
sacudidas de la pata) y evocadas (retiro de la pata ante la estimulacion mecénica o térmica)
en los roedores (Dubuisson y Dennis; 1977; Fu et al., 2001).
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clon6é en 1989 (Aickin y Tomas., 1977; Sardet et al., 1989). En la actualidad se ha
reportado que existen 10 isoformas (NHE1-10) con papeles fisiol6gicos diferentes que
dependen de su localizaciéon celular. Las isoformas NHE 6-9 se expresan
principalmente en organelos intracelulares; mientras que las isoformas NHE 1-5 se
expresan en la membrana plasmatica (Orlowski et al., 1992; Zachos et al., 2005). El
intercambiador NHEL1 es la isoforma que se expresa de forma més abundante y ubicua

en las células de mamifero, incluyendo a las células del sistema nervioso.

El intercambiador NHEL1 tiene 815 aa separados en dos dominios, un dominio amino
terminal en donde se cataliza el transporte i6nico y un dominio carboxilo terminal que
regula la actividad del transporte (Lee et al., 2013). La funcion principal del NHE1 es
la regulacion del pHi; sin embargo, también se ha descrito su papel en la diferenciacion
celular, la proliferacion, la regulacion del volumen, la organizacion del citoesqueleto y
la migracién celular (Liu et al., 2015). Ademas, la disfunciébn del NHE1 se ha
relacionado con trastornos como la epilepsia, el cancer y la demencia asociada al virus

de inmunodeficiencia humana (Orlowski et al., 2004; Obara et al., 2008).

Respecto a la participacion de los intercambiadores NHE en la transmision nociceptiva.
Se demostré que la inhibicién farmacoldgica de los NHE provoca un aumento en la
frecuencia de disparo de PA en neuronas del GRD (Steen et al.,, 1999). A nivel
conductual, la inhibicion de los intercambiadores NHE produce un aumento de las
conductas nociceptivas en tres modelos de dolor inflamatorio agudo (serotonina,
capsaicina y formalina) (Rocha-Gonzélez et al., 2009). Ademas, se ha determinado la
participaciéon de la isoforma NHE1 en las conductas nociceptivas de largo plazo
(Castafieda-Corral et al., 2012). En ese trabajo se describié que la administracion
periférica de zoniporida (un inhibidor selectivo del NHE1) produce un aumento de las
conductas de alodinia e hiperalgesia evocadas por la inyeccion de formalina al 0.5 %.
Asimismo, la expresion de la proteina del NHE1 disminuy6 en el GRD y la médula
espinal dorsal de ratas con dolor inflamatorio crénico inducido formalina al 0.5 %
(Castafieda-Corral et al., 2012).
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Figura 5. Regulacion del pH citoplasmatico en las neuronas. El pHi tiende a acidificarse debido a la
actividad de diversas vias metabdlicas como la produccion de ATP que genera lactato (componente
anaerobico en la figura) y la fosforilacién oxidativa que produce CO:2 (componente aerébico en la figura).
Las proteinas principales que regulan el pHi son los intercambiadores NHE1 y AE3. En los recuadros
se representa la topologia transmembranal propuesta para NHE1 y AE3. Modificado de Casey et al.,
2010. CA, anhidrasa carbdnica; LDH, lactato deshidrogenasa; pHc intracelular; pHo extracelular.

Como se revisé anteriormente, la acidosis metabdlica, la permeabilidad de los H* a
través de los canales TRPV1 y ASICla, la disminucién de los mecanismos de
extraccion y el aumento de los mecanismos de acumulacion de los H* en las neuronas,
contribuyen a la disminucion del pHi durante el proceso inflamatorio de largo plazo.
Las evidencias sugieren que la acidificacion intracelular de las neuronas sensoriales
juega un papel fundamental en la induccién de la transmisiébn nociceptiva. Sin
embargo, aun se desconoce la identidad molecular de los canales iGnicos o receptores
responsables del aumento en la excitabilidad de los nociceptores en respuesta a esta

acidificacion intracelular.
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El canal de potasio TREK-1 es un canal de K* con dos dominios de poro que se activa
por una disminucion en el pHi(Honoré et al., 2007). Se ha reportado que TREK-1 tiene
una histidina en la posicién 328 (H328) responsable de la interaccion del canal con los
H*. La unién de los H* a este sitio incrementa la actividad del canal y reduce la
excitabilidad neuronal al favorecer la hiperpolarizacion de la membrana (Ghatak y
Sikdar, 2016); por lo tanto, TREK-1 no parece ser un candidato adecuado para explicar
el aumento de la excitabilidad neuronal durante la acidificacion intracelular. Por otra
parte, Wang y colaboradores demostraron que el receptor de potencial transitorio
subtipo anquirina 1 (TRPA1) es un canal i6nico que se activa intracelularmente por la
interaccion directa con los H* (Wang et al., 2011). La activacion del canal TRPA1 podria
ser el mecanismo a través del cual la acidificacion intracelular aumenta la excitabilidad
de las neuronas nociceptivas, debido a que su actividad produce la despolarizacion de

la membrana plasmatica.

1.6 Receptor de potencial transitorio subtipo anquirina 1

El TRPAL pertenece a la superfamilia de canales TRP que consiste de 28 miembros
diferentes de canales idnicos divididos en seis grupos, de los cuales TRPA1 constituye
el inico miembro del subgrupo en mamiferos (Nilius et al., 2012). La proteina del canal
TRPA1, originalmente denominada ANKTM1 (ankyrin-like with transmembrane
domains protein 1) se identifico en fibroblastos pulmonares humanos (Jaquemar et al.,
1999).

1.6.1 Expresién del canal TRPAL

El TRPAL se expresa ampliamente en el sistema nervioso y diversos tejidos. Se ha
reportado que el canal TRPAL se expresa en células del oido interno (Corey et al.,
2004; Nagata et al., 2005), en neuronas simpaticas del ganglio cervical superior (Smith
et al., 2004), en neuronas mientéricas (Anand et al., 2008), asi como en los astrocitos
en donde la actividad del canal TRPAL tiene un papel importante en la homeostasis
del Ca?* y en la regulacion del transportador de GABA, GAT-3 (Tong et al., 2012).
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En tejidos periféricos el TRPAL se expresa en células enterocromafines (Nozawa et
al., 2009), en células epiteliales que cubren el tracto urinario, el endotelio vascular y
en células subepiteliales de la prostata (Gratzke et al., 2009). Dentro del pulmén, el
canal TRPAL se expresa en fibroblastos, en células epiteliales alveolares y en células
del musculo liso (Nassini et al., 2012). En la piel, el TRPAL se expresa en melanocitos,
gueratinocitos y fibroblastos (Anand et al., 2008). Los islotes beta del pancreas
expresan al canal TRPA1, en donde su actividad favorece la liberacion de insulina (Cao
et al., 2012).

En el sistema sensorial, el canal TRPA1 se expresa en neuronas del GRD, GNy GT
(Story et al., 2003; Nagata et al., 2005). Particularmente, en los nociceptores de
didmetro pequefio y mediano (Nagata et al., 2005). La fraccidon de neuronas del GRD
gue expresan TRPA1 va de 3.6 a 56.5 %); esta variabilidad se asocia al tipo de técnicas
empleadas para la identificacion del ARNm o de la proteina del TRPA1 (Story et al.,
2003; Nagata et al., 2005; Bautista et al., 2006; Kwan 2006). En un estudio posterior
se reportd que el 80% de las neuronas de diametro pequefio (<27 um) IB4 positivas
expresan funcionalmente al TRPAL en el GRD (Barabas et al., 2012). Por otra parte,
las neuronas del GRD que expresan al canal TRPAL también co-expresan el canal
TRPV1 (Bautista et al., 2006; Anand et al., 2008). De hecho, los ratones a los cuales
se les hizo la ablacion de las terminales centrales de las neuronas del GRD mediante
la inyeccién intratecal de capsaicina, no presentan las conductas nociceptivas
inducidas por alil-isotiocianato (AITC), un activador del canal TRPAL (Shields et al.,
2010). Asi mismo, las neuronas del GRD que expresan al TRPAL también expresan
CGRP, SP y al receptor de bradicinina (Jordt et al., 2004; Obata et al., 2005; Bautista
et al., 2006).

1.6.2 Caracteristicas moleculares y biofisicas del canal TRPA1

El gen trpal codifica para una proteina de 1,119 aa en humanos y 1,125 aa en rata
(120 kDa). De forma similar a otros miembros de la familia de canales TRP, el TRPA1

es una proteina tetramérica en la que cada subunidad presenta seis segmentos
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transmembranales (S1-6), con un dominio localizado entre S5 y S6 que forma el poro

a través del cual se da la permeabilidad y selectividad ionica (Figura 6).

De forma particular, el canal TRPAL presenta un dominio de ~18 anquirinas (33 aa
cada una) en la regibn amino terminal, las cuales estan involucradas en las
interacciones proteina-proteina y en el transito del canal hacia la membrana plasméatica
(Figura 6). Ademas, en esta misma regidn existen residuos de cisteinas y lisinas
responsables de la activacion del canal TRPAL por compuestos electréfilos (Wang et
al., 2012).

Hélice del poro Ca*

LAt Ao
99999995599
§L5800

Citoplasma }r .; o T

Figura 6. Estructura del canal TRPA1. Representacion esquematica de las caracteristicas principales
del canal i6nico TRPAL. En la imagen se representan dos subunidades de cuatro que conforman al
canal TRPA1, cada subunidad presenta seis segmentos transmembranales (S1-S6). La region que
forma el poro del canal se encuentran entre los segmentos S5 y S6. En la regién amino-terminal (N)
existen 16 anquirinas repetidas; mientras que en la region carboxilo-terminal (C) se encuentra el dominio
TRP y una secuencia de aminoacidos estructurados en alfa hélice. Modificado de: Clapham, 2015.
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El TRPA1 es un canal catidnico no-selectivo permeable a los iones Ca?* y Na* (Pca/Pna:
5.7). Comparado con otros canales de la familia TRP, el canal TRPA1 presenta una
permeabilidad alta a Ca?* (~70 pS). Los calculos realizados en funciéon de su
permeabilidad relativa determinan que el poro del canal tiene un didmetro aproximado
de 11 A, en donde el residuo Asp918 determina la alta selectividad del TRPA1 por los
iones de Ca?* (Nilius et al., 2012). La activacién de TRPAL favorece la despolarizacion
de la membrana e inicia cascadas de sefializacién intracelulares dependientes de Ca?*

en las células que lo expresan (Nilius et al., 2011).

Por otra parte, el Ca?* regula la actividad del TRPAL. Se ha descrito que el TRPAL se
activa con concentraciones bajas de Ca?* (fenédmeno denominado sensibilizacién). Sin
embargo, una vez abierto el TRPAL se cierra rapidamente si existe un incremento en
la [Ca?*];, a este proceso se le llama desensibilizacién (Zurborg et al., 2007; Doerner
etal., 2007; Wang et al., 2008; Hasan et al. 2017). La desensibilizacién del TRPA1 se
lleva a cabo por diversos mecanismos, como la internalizacion del canal tras la
activacion repetida del TRPAL por AITC, la deplecién del PIP2 de la membrana y por
la unién del Ca?* a la calmodulina asociada a la region carboxilo terminal del canal
(Akopian et al., 2007; Nilius et al., 2008; Kim et al., 2009; Hasan et al., 2017).

Se ha descrito que la estimulacién repetida del TRPAL por AITC desensibiliza al canal
(desensibilizacion homéloga), lo que provoca una reduccion en la amplitud de la
corriente evocada por AITC (Figura 7) (Akopian et al., 2007; Salas et al., 2009). Existe
ademas, una desensibilizacién heterdloga del TRPA1 inducida por la accion del canal
TRPV1 (Ruparel et al., 2008). En este sentido, se ha documentado que el pre-
tratamiento con capsaicina produce una desensibilizacion de las respuestas a AITC
(Reeh et al., 1986; Patacchini et al., 1990; Heyer et al., 1991; Brand y Jacquot, 2002;
Simons et al.,, 2004; Jaquot et al., 2005). EI mecanismo propuesto para la
desensibilizacion heterdloga en neuronas sensoriales estd mediado por la depleciéon
del PIP2 de la membrana inducido por el TRPV1 y no por la internalizacion de TRPAL,
de hecho, la co-expresion del TRPV1 y TRPAL previene la internalizacion de este

ultimo (Akopian et al., 2007 Yoshida et al.,, 2011). Se ha propuesto que la

17



desensibilizacion funcional del canal TRPAL a las respuestas inducidas por AITC es la
consecuencia de una desensibilizacion aguda (una reduccién de la respuesta durante
la aplicacion continua del farmaco) y/o de una desensibilizacién prolongada (una
respuesta disminuida después del pre-tratamiento con AITC) de las neuronas

sensoriales (Akopian et al., 2007).

El aumento en la excitabilidad de los nociceptores en modelos de dolor inflamatorio
favorece el desarrollo de hiperalgesia. Este fendmeno se ha asociado a la
sensibilizacion del canal TRPA1 (da Costa et al., 2010). En contraste, la
desensibilizacion del TRPA1 es un mecanismo importante que disminuye la
transmision de la informacién nociceptiva en las fibras aferentes primarias (Zhang et
al., 2014). En este sentido, se reportd recientemente que la desensibilizacion del canal
TRPA1 con capsazepina y AITC es una estrategia funcional para atenuar el dolor

inflamatorio generado en un modelo de colitis experimental (Kistner et al., 2016).

AITC AITC

30s
100 pAI—

Figura 7. Desensibilizacion de las corrientes evocadas por AITC en el canal TRPAL. Registro
electrofisiologico en neuronas sensoriales del GT en la configuracion de parche perforado.
Desensibilizacion de la corriente evocada por la aplicacion de AITC (100 uM aplicado por 1 minuto), el
intervalo entre cada aplicacion es de 3 minutos. Las barras horizontales representan el tiempo de
aplicacién del AITC. Modificado de: Akopian et al., 2007.
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1.6.3 El canal TRPAL1 como integrador de estimulos exdgenos y enddgenos

El canal TRPAL1 se activa por la temperatura cercana a los 17°C, valor muy préximo al
umbral del frio nocivo para humanos (15°C) (Story et al., 2003). El AITC, presente en
la mostaza, el wasabi y el rabano, se reporté como el primer ligando que produce la
activacion del TRPA1 (Jordt et al., 2004). Posteriormente, diversas moléculas como el
cinamaldehido (canela), alicina (ajo y cebolla), salicilato de metilo (aceite de gaulteria),
gingerol (jengibre), eugenol (clavo), carvacrol (orégano), timol (tomillo y orégano),
tetrahidrocannabinol (THC), nicotina y mentol se identificaron como activadores de
este canal ionico (Bandell et al., 2004, Bautista et al., 2005, 2006; Andrade et al., 2012).

Por otra parte, se ha encontrado que xenobiéticos como el clotrimazol (Meseguer et
al., 2008), clorpromazina (Hill y Schaefer, 2007), clioquinol (Andersson et al., 2009),
isofluorano (Matta et al., 2008), auranofina (Hatano et al., 2013) y 1,4-dihidropiridinas
(Fajardo et al., 2008) activan al canal. La lidocaina produce la desensibilizacion del
canal (Docherty et al., 2013), mientras que el adamantil (analogo del paracetamol)

bloquea al canal (Fresno et al., 2014).

El TRPA1 también es un sensor de moléculas irritantes presentes en el medio
ambiente como la acroleina, acetaldehido, aldehidos insaturados, hipoclorito (TOCI),
H202, O3, CO2, formol y la luz ultravioleta (Andrade et al., 2012). Por otra parte, existen
evidencias que demuestran la activacion del TRPA1 por moléculas endbgenas
derivadas del metabolismo aerdbico, de la oxidacion de lipidos, de la formacion de
peréxidos y del estrés oxidativo (Figura 8). En este contexto, un producto de la
oxidacion de la glucosa como el COz, indirectamente activa al canal TRPA1 debido a

su capacidad de liberar H* cuando es hidratado a acido carbénico (Wang et al., 2010).
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Figura 8. Mecanismos de activacion del canal TRPALl. Los activadores enddgenos y exdgenos
producen una modificacion covalente de las cisteinas (C, amarillo) en el N-terminal que promueve la
apertura del canal. La activacion de algunos receptores acoplados a proteinas G (GPCR) modulan la
actividad del TRPA1. Ademas, el canal tiene sitios de regulacién como: dominios de anquirina (gris),
dominios de unién a Ca?* (D, rojo), la mutacion que genera el sindrome de dolor episédico familiar (N,
verde) y un sitio de unién a Zn?* (C-H, anaranjado). Modificado de: Bautista et al., 2013.

Otro activador potente del canal TRPA1 es la 15-desoxi-delta-'?14-prostaglandina J2
(15d-PGJ2), la cual se sintetiza mediante la COX después de una sefal inflamatoria
(Taylor-Clark et al., 2008). Ademas, las moléculas generadas durante el aumento en
el estado oxidativo de la célula (causado por el desbalance entre la produccion y la
neutralizacion de compuestos oxidativos) como el 4-hidroxi-nonenal (4-HNE), el 4-
oxononenal (4-ONE), peroxinitritos, acido nitrooleico, directamente activan al canal a

través de la oxidacion de grupos tioles (Tabla 1).
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Tabla 1. Moduladores enddgenos y exégenos involucrados en la activacion, bloqueo
y sensibilizacién/desensibilizacion del canal TRPAL.

Factor Molecula Via de activacion

Temperatura fria (17°C),
AITC?  CNN°P  alicina,
eugenol, THCE¢, acroleina,

formaldehido, icilina, ) .,

. mentol. salicilato de metilo Corriente entrante, elevacion
Activadores o . 'l de la [Ca?']i, liberacién de
exdgenos nicotina, clotrimazol, neuropéptidos, liberacion de

’ cloroquina, BAMS-227, media%opr)es inf’lamatorios

AEWE®, H202, O3, CO2, luz '
ultravioleta, clotrimazol,
clorpromazina, clioquinol,
isofluorano, auronafina.
Corriente entrante, elevacion
Activadores ERO, ~ NOS%,  PGAZ| | "\ 1ca24, liberacion de
endoégenos 15dPGJ2', A12-PGJ2),  4- neuropé tid'os liberacion de
g HNEX 4-ONE' DAG™, opeptidos, .
mediadores inflamatorios.

' Bradicinina, NGF", BDNF®°,

Activadores t aLpp TrpyLa | BK2R RTKY, PAR-2/4Y
indirectos / proteasas, : ' | dominio de unién a Ca?*,

[Ca?*]i baja, CPZ',
nocistatina, carvacrol.
PIP, TRPV1, [Ca?']
Inhibidores / elevada, acido nitrooleico,
Desensibilizacion | resolvina D2, glutamato,
lidocaina, adamantil.

Sensibilizacion TSLPRY, interaccion fisica.

Unioén directa a TRPAL,
interaccion fisica, dominio de
unién a Ca?*, mGIuR8x.

Abreviaturas: 2 alilisotiocianato, ? cinamaldehido, ¢ tetrahidrocanabinol, ¢ médula adrenal
bovina 8-22, ¢ acetona, éter y agua, f especies reactivas de oxigeno, ¢ oxido nitrico, "
prostaglandina A2, ' 15-desoxi-delta 12,14-prostaglandina J,,! A12-prostaglandina J2, ¥ 4-
hidroxinonenal, ' 4-oxo-2-nonenal, ™ diacilglicerol, " factor de crecimiento neuronal, ° factor
neurotrofico derivado del cerebro, P linfopoyetina estromal timica, ¢ receptor de potencial
transitorio vaniloide 1, " capsazepina, ° fosfatidil inositol 4,5 bifosfato, ' receptor de bradicinina
B2, Y receptor tirosina cinasa, ¥ receptor activado por proteasas 2 y 4, “ receptor de
linfopoyetina estromal timica, * receptor metabotrépico de glutamato 8. Maodificado de Gouin et
al., 2017.
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La interaccion entre el canal TRPAL y este tipo de compuestos reactivos es muy
importante para que la célula pueda detectar el dafio al tejido, en particular durante
procesos inflamatorios. Se ha demostrado que el canal TRPA1 en humanos se activa
directamente por el aumento en la concentracion extracelular de H* (pH 6.0-7.0); sin
embargo, esta interaccién no existe en los canales TRPAL de roedores y del mono
Rhesus (de la Roche et al., 2013). En cuanto a la modulacion del TRPA1 por los
cambios en el pHi, se demostrdé que este canal aumenta su actividad ante estados de
alcalinizacion intracelular (Fujita et al., 2008). Por otra parte, la acidificacion intracelular
inducida por la aplicacion de un acido débil, como el acido acético, genera un aumento
en la actividad del canal expresado de manera heteréloga en células HEK293 (Figura
9) (Wang et al., 2011).
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Figura 9. La acidificacion intracelular activa al canal TRPAL. A) Actividad del canal TRPA1 determinada
mediante patch clamp en la configuracion de cell-attached (Vm= -80 mV) en células HEK293. Las
respuestas se inducieron a través de aplicacion de una solucién de &cido acético (10 mM, pH 5.0) en la
solucién de registro extracelular. B) Registro de canal unitario para la actividad del TRPAL1 antes, durante
y depués de la aplicacion de &cido acético. Modificado de: Wang et al., 2011.
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Debido a las caracteristicas mencionadas anteriormente, se sugiere que el TRPAL
actla en las neuronas nociceptivas como un integrador molecular de diversos
estimulos para modular la percepcion de estimulos fisicos y quimicos, la inflamacién
neurogénica, el estrés oxidativo y el dolor (Bautista et al., 2006). La participacion del
TRPA1 en diversas patologias hace de este canal un blanco terapéutico potencial para

el que se han desarrollado bloqueadores especificos (Tabla 2).

Tabla 2. Clso de diferentes bloqueadores del canal TRPAL.

Bloqueador Clso Referencia
Chembridge-5861528 (CHEM) | 14.3 pM, humano Wei et al., 2009.
3.1 yM, humano
AP18 Petrus et al., 2007
4.5 uM, ratén
HC-030031 6.2 uM, ratén McNamara et al., 2007
67 nM, humano McGaraughty et al., 2010
A-967079
289 nM, rata Gauvin et al., 2009

1.6.4 Participacion del canal TRPAL en el dolor inflamatorio

La estimulacion de las fibras sensoriales que inervan el tracto respiratorio induce la
liberacion de neuropéptidos inflamatorios (SP, CGRP y NKA) que promueven
broncoconstriccion, vasodilatacién y el reclutamiento de células del sistema inmune
(Richardson y Vasko, 2002). Estas fibras sensoriales expresan de manera abundante
al canal TRPAL, al cual se le ha asociado con el mantenimiento de condiciones
inflamatorias crénicas como el asma, la enfermedad pulmonar obstructiva cronica y la

fibrosis cistica (Nagata et al., 2005; Nassenstein et al., 2008).

Por otra parte, la participacion del canal TRPA1 en el dolor inflamatorio del tracto
gastrointestinal se ha determinado en el modelo de colitis experimental inducida por la
administracion de &cido trinitrobenceno-sulfénico en ratas. Las respuestas motoras
vicerales evocadas por la distencion colorectal mecanica dependen de la activacion de

TRPA1, debido a que estas respuestas disminuyen con la administracién de TCS-
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5861528, un bloqueador del TRPAL (Vermeulen et al., 2013). Ademas, en este modelo
se ha caracterizado que la hipersensiblidad mecanica estd asociada a un incremento
de c-fos (marcador de actividad neuronal) y al incremento del ARNm del TRPAL en
neuronas del GRD que inervan el colon (Yang et al., 2008; Cattarruza et al., 2010). De
forma similar, se ha descrito la importancia del TRPA1 en el desarrollo del dolor

inflamatorio en un modelo experimental de pancreatitis (Schwartz et al., 2013).

El prurito es un proceso fisioldgico asociado a la inflamacion neurogénica que aparece
por diversas condiciones como: la picadura de insectos, la dermatitis atopica o la
psoriasis. Se ha descrito que la histamina y su receptor en las fibras C, asi como la
activacion indirecta del canal TRPV1 regulan esta respuesta (Shim et al., 2007). No
obstante, también se ha reportado que el canal TRPAL participa en el desarrollo de
prurito mediante un mecanismo independiente de histamina. En este caso la activacion
del TRPA1 es necesaria para que la linfopoyetina estromal timica (TSLP), una citosina
liberada desde las células epiteliales y cebadas, ejerza su efecto pruritogénico (Wilson
etal., 2011).

Se ha reportado que los agonistas de TRPAL generan inflamacion, hipersensibilidad
de las vias respiratorias, dolor agudo e hiperalgesia (Bessac et al., 2008). Los ratones
knock out para el gen del canal TRPA1 muestran una marcada reduccion de las
conductas nociceptivas agudas en respuesta a la administracion de compuestos
empleados para generar dolor inflamatorio como: formalina (concentraciones bajas),
4-HNE, prostaglandinas, H202 y bradicinina (Obata et al., 2005; Bautista et al., 2006;
Kwan et al., 2006; Macpherson et al., 2007; McNamara et al., 2007; Trevisani et al.,
2007; Andersson et al., 2008).

La delecion de los canales TRPA1 disminuye el curso temporal de la hipersensibilidad
de largo plazo (crénica) inducida por el coadyuvante completo de Freund (CFA) y por
lodoacetato (Garrison y Stucky, 2014; Moilanen et al., 2015; Horvath et al., 2016). De
forma interesante, distintos grupos de investigacion han demostrado que ademas de

disminuir el dolor asociado a la inflamacion, la delecion de los canales TRPA1 también
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reduce la inflamacién per se (Moilanen et al., 2015; Horvath et al., 2016), lo que da
soporte al papel que tiene el TRPAL en el desarrollo de la inflamacién neurogénica.
Complementario a las evidencias previas, se ha observado que el tratamiento con un
oligonucledtido antisentido para los canales TRPA1 atenua la hiperalgesia al frio en

ratas con dolor de tipo inflamatorio y neuropatico (Katsura et al., 2006).

El TRPAL participa en el desarrollo de la hipersensibilidad que ocurre en el dolor
inflamatorio. Asi, la inyeccion de CFA, carragenina o iodoacetato en los roedores,
produce una reduccion del umbral de respuestas de retiro de la pata ante la
estimulacion térmica y mecénica; la administracion de bloqueadores del canal TRPA1
disminuye estas respuestas (McGaraughty et al., 2010; Okun et al., 2012; Bonet et al.,
2013; Asgar et al., 2015). De forma patrticular, la administracion intratecal de CHEM
(blogueador del TRPA1) disminuye la hipersensiblidad mecanica inducida por la
inyeccion de formalina (Wei et al., 2011). Debido a las condiciones asociadas al
procesamiento del dolor inflamatorio de largo plazo como la acidificacion intracelular,
las propiedades moleculares del TRPAL convierten a este canal en una proteina clave

para la modulacion de la transmision nociceptiva.
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2. JUSTIFICACION

Los nociceptores son neuronas que detectan y transducen diversos estimulos fisicos
y quimicos; entre estos estimulos, la acidosis tisular es una caracteristica comun de
todos los procesos de dolor que cursan por un proceso inflamatorio. La regulacion del
balance acido-base y el mantenimiento del pH en un rango estrecho cercano a 7.4 es
uno de los principios basicos de la homeostasis celular. Sin embargo, ante una
disminucién del pH extracelular, los H* pueden amplificar la sefial nociceptiva mediante
la activacion de los canales TRPV1 y ASICs. Se ha demostrado que los H" ademas de
activar estos canales, difunden a través de ellos disminuyendo el pHi. De forma que,
el efecto excitador producido por el incremento en la concentraciéon de H* sobre los
nociceptores también depende de la acidificacion intracelular generada por la entrada
de los H* al interior de la célula. Se ha reportado que los intercambiadores NHE1
participan de forma activa en el transporte de los H* al exterior celular y que su bloqueo
farmacoldgico genera un aumento en la frecuencia de disparo de las neuronas del
GRD vy en las conductas nociceptivas en modelos de dolor inflamatorio en ratas;
asimismo, durante el dolor inflamatorio crénico los nociceptores tienen una reduccion
en la expresion de NHEL, lo cual contriubuye a la acificacion intracelular. EI TRPAL es
un canal cationico que se expresa en los nociceptores y se activa intracelularmente
por los H*. La actividad del TRPA1l genera corrientes entrantes de Ca?" que
despolarizan la membrana; por lo tanto, la regulacion de la actividad de TRPA1 es
importante para la transmisién de las sefiales nociceptivas. Hasta ahora no existe
evidencia que sustente la participacion del TRPAL1l en los nociceptores bajo
condiciones de acidosis intracelular, lo cual es un mecanismo fundamental para

esclarecer el procesamiento nociceptivo que subyace al dolor inflamatorio crénico.
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3. HIPOTESIS

La acidificacién intracelular inducida por el bloqueo del intercambiador NHE1, favorece

el aumento de la actividad del canal TRPAL1 en neuronas del GRD y en ratas que

cursan por un estado de inflamacién cronica.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar la interaccién funcional entre el transportador NHE1 y el canal TRPA1 en

neuronas del GRD y en ratas con dolor inflamatorio.

4.2 Objetivos especificos

Determinar, mediante microfluorometria, el efecto de la inhibicion del NHE1 en los
cambios en el pH y la concentraciéon de Ca?* intracelular en las neuronas del GRD.
Determinar, mediante la técnica de patch-clamp, el efecto de la inhibicion del NHE1
en las corrientes idnicas del canal TRPAL en neuronas del GRD.

Determinar, mediante inmunohistoquimica, la expresion del canal TRPAL y del
intercambiador NHE1 en el GRD de la rata.

Determinar, mediante técnicas farmacoldgicas, el efecto del bloqueo de los canales
TRPA1 y la inhibicion del NHE1 en las conductas de nociceptivas inducidas por
formalina, CFA y AITC en ratas.

Determinar, mediante western blot, la expresion de los canales TRPA1 durante el

proceso inflamatorio de largo plazo inducido por formalina al 1 %.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Wistar de 9 a 10 semanas de edad (P63- P70) mantenidas bajo
condiciones controladas de aire, temperatura, humedad relativa y ciclos de luz-
oscuridad 12:12 h provenientes del bioterio del Cinvestav (Unidad Coapa). Las ratas
se mantuvieron con acceso libre al agua y alimento. El cuidado y manejo de los
animales se llevo a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0O-
1999). Los protocolos de evaluacion de la conducta nociceptiva se realizaron de
acuerdo a las guias sobre aspectos éticos para la investigacion del dolor experimental
en animales (Zimmermann, 1983). El protocolo para el uso y cuidado de los animales
fue aprobado por el comité institucional para el cuidado y uso de animales de
laboratorio del Cinvestav (CICUAL, # 009214).

5.2 Farmacos

La formalina al 1 % se prepar6 en agua o en buffer de fosfatos a partir de la solucion
de formaldehido al 37 % (cat. 2106-05, Merck-México, Naucalpan, Edo. de México), el
cual se considera como una solucion al 100 %. El CFA (cat. F-5881, Sigma-Aldrich,
San Luis, MO) es una emulsiéon de fragmentos de Mycobacterium tuberculosis,
parafina liquida y monooleato de manida, que se administré sin diluir. EI AITC (Cat.
377430, Sigma-Aldrich, San Luis, MO) se preparo al 2 % en DMSO al 0.1 %. La
zoniporida  (clorhidrato de [1-(quinoli-5-il)-5-ciclopropil-1H-pirazol-4-carbonil]
guanidina) (Cat. 2727, Tocris, Avonmouth, Bristol) se diluyé en agua. El A-967079
(1E,3E-1-(4-fluorofenil)-2-metil-1-penteno-3-ona  oxima) (Cat. 4716, Tocris,
Avonmouth, Bristol) se diluyé en DMSO al 0.1 %. El A-967079, bloqueador del TRPAL,
se seleccion6 en funcion de la concentracion inhibidora media maxima (Clso) (Tabla
2).
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5.3 Cultivo primario de neuronas del GRD aisladas de rata adulta

Los cultivos primarios de neuronas disociadas del GRD se obtuvieron de ratas adultas.
Los animales se sacrificaron por decapitacion y los GRD (L4-6) de ambos lados de la
columna vertebral se disectaron cuidadosamente y se colectaron en medio de cultivo
DMEM (Cat. 31600-034, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Posteriormente, los
ganglios se transfirieron a un tubo con 1.5 mg/ml de papaina (Cat. P4762, Sigma-
Aldrich, San Luis, MO) y 1.5 mg/ml de colagenasa tipo 1A (Cat. C9891, Sigma-Aldrich,
San Luis, MO) disueltas en DMEM, durante 35 min a 37°C. Después de la digestion
enzimética, la solucién se reemplaz6 con medio DMEM fresco y el tejido se disgregé
mecanicamente mediante pipetas de vidrio siliconizadas y de diametro reducido hasta
obtener una suspension. Posteriormente, la suspension celular se centrifugd durante
5 minutos a 6000 rpm, el sobrenadante se decantd y el boton celular se resuspendio
en medio DMEM. El procedimiento desde la centrifugacion hasta la resuspencion se

realizé en dos ocasiones mas.

El botdn celular se resuspendié en medio DMEM suplementado al 2% con B-27 (Cat.
00800-85 SA, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) y al 1 % con
antibiotico/antimicético (Cat. 15140-122, Thermo Fisher, Scientific, Waltham, MA). Las
células se filtraron a través de una malla de 40 um (Cat. CLS 431750, Sigma-Aldrich,
San Luis, MO). De la suspension celular obtenida, se colocé un volumen de 100 pl en
camaras de cultivo pre-tratadas con poli-L-lisina (10 pg/ml, Cat. P9404, Sigma-Aldrich,
San Luis, MO) y laminina (10 pg/ml, Cat. L2020, Sigma-Aldrich, San Luis, MO). Las
células se mantuvieron en la incubadora (37°C y 5 % de CO2) durante un periodo de

16-20 h antes de comenzar los experimentos para permitir su adherencia.

5.4 Medicion del pHi mediante microfluorometria

Las neuronas del GRD en cultivo y mantenidas en la camara de registro se incubaron
durante 30 min a temperatura ambiente con el indicador fluorescente sensible a los H,
BCECF-AM (2',7'-bis-(2-carboxietil)-5-(-6)-carboxifluoresceina) en su forma acetometil

éster (Cat. B1170, Thermo Fisher, Scientific, Waltham, MA), a una concentracion de
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2.5 uM en solucién extracelular estdndar (SEE), compuesta (en mM) por: 140 NaCl, 5
KCI, 2 MgClz, 2 CaClz, 10 glucosa, 10 HEPES, pH 7.4 ajustado con NaOH. La
osmolaridad de la SEE se ajustd con sacarosa para obtener valores de 300 mOsm/I
(Xu y Huang, 2002). El exceso de indicador se elimind mediante tres lavados

consecutivos con SEE.

El registro de los cambios en el cociente de fluorescencia se midié a dos longitudes de
onda: 440 y 495 nm, y se adquirieron a una frecuencia de 5 puntos por segundo. En
todos los registros, las lecturas de los valores basales se registraron durante 30
segundos. El valor de pHi se calcul6 a partir de los cocientes de fluorescencia del
BCECF obtenidos de la curva de calibracion con la solucion (en mM): KCI 130, NaCl
20, CaClz 1, MgClz 1, HEPES 5 (ajustada a los valores de pH 5,6, 7,8y 9) y 10 uM
de nigericina. La zoniporida y el AITC se aplicaron mediante un sistema de perfusion
local a través de pipetas de vidrio colocadas cerca de cada célula con la ayuda de
micromanipuladores. La presion y duracion de los pulsos se controlé con una

picobomba.
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5.5 Medicién de la [Ca?*]i mediante microfluorometria

El cambio transitorio de la [Ca?*]i en las neuronas del GRD se determin6 con el
fluoréforo de Ca?* de alta afinidad Fura-2. Las células, mantenidas en la cAmara de
registro, se incubaron con 5 uM de Fura-2 AM (la forma acetometil éster de Fura, Cat.
F1221, Thermo Fisher, Scientific, Waltham, MA) durante 30 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, las células se lavaron tres veces con SEE. El registro de
los cambios en el cociente de fluorescencia se midié a dos longitudes de onda: 350 y
380 nm (Grynkiewicz et al., 1985), y se adquiri6 a una frecuencia de 5 puntos por
segundo. En todos los registros, los valores basales se obtuvieron durante 30
segundos. Los farmacos se aplicaron con un sistema de perfusion local a través de

pipetas de vidrio, de acuerdo al disefio experimental mostrado en la Figura 10.

60s 30s
30s Zoniporida 310s AITC
3 uM 300 uM

Figura 10. Disefio experimental de los registros de microfluorometria para la determinacion de los
cambios de la [Ca?*]ien neuronas disociadas del GRD.

5.6 Registros electrofisiologicos de neuronas del GRD aisladas de rata adulta

Los registros electrofisiologicos de las corrientes ionicas del canal TRPAl se
determinaron mediante la técnica de patch-clamp en la configuracion de célula
completa. Los electrodos se fabricaron a partir de micropipetas de borosilicato
utilizando un estirador horizontal automatico de pipetas (P-97 Sutter Instrument,
Novato CA). La resistencia de los electrodos fue de 2-4 MQ. Las células se registraron
en un sistema con perfusion continua de SEE (500 pl/min). Las pipetas se llenaron con
solucién interna de registro (en mM): 140 KCI, 0.5 CaClz, 2 MgClz, 5 EGTA, 5 HEPES,
2 ATP-Mg?*. Para realizar los experimentos se seleccionaron aquellas células que
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presentaron una capacitancia menor a 25 pF. Durante el registro, la sefial se amplifico
(PC 505B, Warner Instrument, Hamden, CT), digitaliz6 (Digidata 1440A, Molecular
Devices, San Jose, CA) y almacen6 en una computadora. Los registros se obtuvieron
en la modalidad de fijaciéon de voltaje a un potencial de mantenimiento de -60 mV. El
AITC (300 pM) se aplico durante 30 segundos y la zoniporida (3 uM) se aplicé durante
2 min a través de un microperfusor (Perfusion Fast-Step SF-77B, Harvard Apparatus,
Hollistone, MT), con un disefio experimental que se muestra en la Figura 11. La
magnitud de la corriente evocada por AITC se determiné como la amplitud de la

corriente al pico en todos los experimentos.

Zoniporida
3uM
30s 30s 120s 30s
38 AITC 140s AITC 140 AITC
300 uM 300 uM 300 uMm

Figura 11. Disefio experimental de los registros electrofisiolégicos para la determinacion de las
corrientes evocadas por la estimulacién del TRPA1 en neuronas disociadas del GRD.

5.7 Inmunohistoquimica de neuronas del GRD

Las ratas se sacrificaron con COz2 y se perfundieron intra-aorticamente con 300 ml de
liquido cefalorraquideo artificial, (en mM: NaCl 125, KCI 2.5, CaClz 2.5, MgClz 2,
NaHCOs 26, NaH2PO4 1.25, glucosa 25, pH 7.4) a una velocidad de flujo de 18-25
ml/min. Después, los animales se decapitaron para extraer los GRD. Posteriormente,
los GRD se colocaron en paraformaldehido al 4 % disuelto en buffer de fosfatos salinos
(PBS, 0.15 M, pH 7.4) y se post-fijaron por 60 minutos, se lavaron con PBS y se crio-
protegieron con sacarosa al 30 % en PBS por 72 h. Finalmente, se cubrieron con OCT
(Tissue-Teck, Cat.4583, Torrance, CA), se congelaron en hielo seco y se almacenaron
a -70°C. Los GRD se cortaron en secciones longitudinales (14 um) con un criéstato y
se montaron en portaobjetos previamente gelatinizados. Se utiliz6 una pluma
hidrofobica (Super Pap-Pen, Cat. H2802, EBScience, East Granby, CT) para dibujar
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un anillo en la periferia de las secciones y posteriormente se dejaron secar durante
toda la noche. Al dia siguiente, las secciones se lavaron 3 veces por 10 min en cada
ocasion con buffer de tris salino (TBS) + Triton X-100, seguido de 2 lavados de 5 min
cada uno con una solucién de borohidruro de sodio al 0.5 % (NaBH4, Cat. 102894, MP
Biomedicals, Santa Ana CA). Para prevenir uniones inespecificas de los anticuerpos,
las secciones se incubaron durante 1 h con solucién de bloqueo (suero normal de burro
al 4 % y Tritdn X-100 al 0.2 %, en TBS). La dilucion de los anticuerpos primarios se

realiz6 en la solucién de bloqueo y se incubaron toda la noche a 4°C.

La inmunodeteccion del canal TRPAL y del intercambiador NHE1 en los GRD se
realizé mediante el uso de los anticuerpos primarios anti-TRPAL (rabbit 1:6000, Cat.
ab68847, Abcam, Cambridge, RU) y anti-NHE1 (mouse 1:3000, Cat. sc-136239, Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX). Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados por 10 min
cada uno con TBS + 0.2 % de Triton X-100. Después, se incubaron los anticuerpos
secundarios correspondientes conjugados a los fluoréforos Cy3 (anti-rabbit 1:1000,
Cat. 711-166-152, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) y/o Cy2 (anti-mouse
1:1000, Cat. 715-225-150, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) durante 1 h a
temperatura ambiente. Al término de este periodo, las secciones se lavaron en 3
ocasiones mas y se dejaron secar por 30 min para finalmente tefir los nucleos con 4,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI, Cat. D3541 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Al
portaobjetos se le colocé Vectashield (Cat. H-1000, Vector Labotatories, Burlingame,
CA) y se protegié con un cubreobjetos. El analisis de la inmunofluorescencia de las
secciones de los GRD se realizd con un microscopio confocal (Zeiss, Irvine, CA). Se
utilizé el software Zen lite (Zeiss, Irvine, CA) para capturar las imagenes manteniendo

los ajustes de exposicién e intensidad de la ldAmpara de fluorescencia.

33



5.8 Pruebas conductuales

Para evaluar la participacion del canal TRPAL y su interaccion con el intercambiador
NHEL1 en el procesamiento nociceptivo se realizaron las pruebas de formalina, AITC y
CFA en las ratas. Las conductas nociceptivas agudas se indujeron mediante la
administracion de 50 ul de AITC al 2 % o formalina al 1 % por via subcutanea (s.c.) en
el dorso de la pata posterior derecha de la rata. Las conductas nociceptivas a largo
plazo se indujeron mediante la administracion de formalina al 1 % (50 pl) o0 25 ul de
CFA (s.c.) en el dorso de la pata posterior derecha de la rata. Las conductas
nociceptivas evocadas por la administracion de AITC se evaluaron a los 5 y 60 min,
respectivamente (Govea y Carlton, 2016). Las conductas nociceptivas evocadas por
formalina aparecen durante la primera hora posterior a la administracion (Dubuisson y
Dennis, 1977); mientras que las conductas de alodinia e hiperalgesia mecanicas
secundarias inducidas por formalina al 1 % aparecen desde el dia uno posterior a la
inyeccion y permanecen por al menos 12 dias (Fu et al.,, 2001). La alodinia téctil
inducida por CFA se puede observar en el intervalo de 6 horas (Machelska et al., 2003)
y hasta 18 dias (Jiang et al., 2015). Las conductas nociceptivas de largo plazo
inducidas por formalina se evaluaron 6 dias después de la inyeccion (Ambriz y cols.,
2009); mientras que la alodinia tactil inducida por CFA se evalu6 al dia 7 (Bravo-
Hernandez et al., 2015).

5.9 Disefio experimental para la evaluaciéon de las conductas nociceptivas

La conducta nociceptiva aguda inducida por la inyeccion de formalina al 1 % se
determind mediante la cuantificacion del nimero de sacudidas de la pata inyectada
por un minuto cada 5 minutos, durante 60 minutos que dura la prueba (Dubuisson y
Dennis, 1977). La evaluacién de las conductas de alodinia e hiperalgesia mecéanicas
secundarias inducidas por formalina al 1 % se llevé a cabo mediante el método del
namero de respuestas de retiro de la pata en respuesta a la estimulacidn mecanica
con los filamentos de von Frey (un filamento que al doblarse aplica una presién
constante de 1 g para evaluar la alodinia y un filamento que al doblarse aplica una

presion constante de 26 g para evaluar la hiperalgesia; Fu et al., 2001) (Figura 12).
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Figura 12. Disefio experimental para la evaluacion de las conductas nociceptivas agudas y cronicas
inducidas por formalina en ratas.

Con el objetivo de evaluar si los canales TRPAL participan en el desarrollo de la
alodinia e hiperalgesia de largo plazo inducidas por formalina, se llevd a cabo un
protocolo de pre-tratamiento en donde el bloqueador A-967079 se administré en el
dorso de la pata posterior derecha (s.c., 50 pl) y transcurridos 10 minutos, se
administré formalina (s.c., 50 pl) en la misma pata en la que se administré el
bloqueador. Las conductas nociceptivas se evaluaron al dia 6 posterior a la inyeccion

de formalina (Figura 13).

Para evaluar si los canales TRPA1 participan en el mantenimiento de los fenébmenos
nociceptivos de largo plazo se empleé el protocolo de post-tratamiento en el cual se
administré formalina al 1 % en la pata posterior derecha y seis dias después se
evaluaron las conductas de alodinia e hiperalgesia. Posteriormente, se administro el
blogueador A-967079 (s.c.) a la concentracion mas efectiva observada en el protocolo
de pre-tratamiento y las conductas nociceptivas mencionadas anteriormente se

evaluaron una hora después de la administracion del bloqueador (Figura 13).
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Protocolo de pre-tratamiento

A-967079
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Protocolo de post-tratamiento
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0 Dias 6 Min 60
Formalina 1% Evaluacion

Figura 13. Diseflo experimental para la determinacién del papel de TRPA1l en el desarrollo y
mantenimiento de la alodinia e hiperalgesia mecanicas inducidas por formalina en ratas.

La conducta nociceptiva espontanea inducida por AITC al 2 % se evalu6é mediante la
cuantificacion del namero de sacudidas de la pata inyectada durante los primeros 5
minutos, posteriores a la inyeccion de AITC. La hipersensibilidad, evocada por la
estimulacion mecanica, inducida por AITC se determiné mediante la evaluacion de la
alodinia tactil con el método de arriba-abajo (up-down) (Dixon, 1980; Chaplan et al.,
1994). En el paradigma arriba-abajo la prueba se inicié con el filamento de 1 g, con
incrementos logaritmicos de rigidez o dureza de los filamentos. En funcion de la
respuesta positiva 0 negativa ante la aplicacién de los filamentos en la superficie
plantar de la rata, se disminuy6 o se incrementoé la fuerza aplicada con los filamentos
(0.016-60 g), respectivamente. La evaluacion de la alodinia tactil se determino 60
minutos después de la inyeccion de AITC al 2 %. Para determinar la interaccion entre
el NHE1 y el TRPAL se realiz6 un protocolo de pre-tratamiento en el que se administré
A-967079 (-20 min) y zoniporida (-10 min) de forma previa a la administracion de AITC
(Figura 14).
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A-967079 Zoniporida AITC 2%
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-Sacudidas de la pata- -Alodia tactil-

Figura 14. Disefio experimental para la determinar la interaccion entre NHE1 y TRPAL en las
conductas nociceptivas inducidas por AITC al 2% en ratas.

La hipersensibilidad mecanica inducida por CFA (25 ul, s.c.) se determind mediante la
evaluacion de la alodinia tactil con el método de up-down. Para determinar la
interaccion entre el intercambiador NHE1 y el canal TRPAL se realizé un protocolo de
pre-tratamiento en el que se administrd A-967079 (-20 min) y zoniporida (-10 min) de
forma previa a la administracion de CFA, la alodinia tactil se evalu6 alos dias 1, 3,7y

14 posteriores a la inyeccion de CFA (Figura 15).

A-967079 Zoniporida CFA (25ul)

$.C. s.C. s.C. Dias
1 | | 3 7 14
L 1 1 1 1 ]
l L} ' . l . l
-20 -10 0 ' ' ' '
Min
Evaluacion

Figura 15. Disefio experimental para la determinar la interaccion entre NHE1 y TRPAL en las conductas
nociceptivas inducidas por CFA en ratas.
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5.10 Western blot

Las ratas naive y las ratas inyectadas con formalina al 1 % se sacrificaron por
decapitacion, se extrajo la médula espinal dorsal y los GRD (L4-L6) a los tiempos
mostrados en el disefio experimental (Figura 16). Los tejidos se homogenizaron
mecanicamente en 200 pl de buffer de lisis (en mM: 150 NaCl, 50 Tris-Base, 5 EDTA,
0.1 fluoruro de fenilmetilsulfonio, 0.01 pepstatina A, 0.01 leupeptina y 0.01 de
aprotinina) durante 5 min a 4 °C. Las muestras se centrifugaron y se obtuvo la fraccion
del sobrenadante de cada una de ellas. La concentracion de proteinas totales se
determin6 mediante el método de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA). 50 pg de proteina
total se separaron mediante un gel desnaturalizante de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE), posteriormente las proteinas se electro-transfirieron a membranas de
polifluoruro de vinilideno (PVDF). La membrana se bloque6 con PBS-tween20 al 0.1

% (PBS-T) en leche descremada y sin grasa al 5 % durante toda la noche.

Diseccion de la médula espinal
y ganglios lumbares (L4-L6)

Procesamientode las
muestras para el WB

1h 1d 6d 12d

Formalina 1% X
Tiempo

s.C.

Figura 16. Disefio experimental para la determinar la expresion del TRPAL1 durante el proceso
inflamatorio inducido por formalina.

La membrana se incubd con el anticuerpo primario contra TRPA1 a una dilucion de
1:2000 durante toda la noche y posteriormente se realizaron tres lavados con PBS-T.
La membrana se incub6 con el anticuerpo secundario acoplado a la peroxidasa del
rabano (HRP) (anti-rabbit 1:4000, Cat. sc-2370, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX)

y nuevamente se realizaron tres lavados con PBS-T. Las membranas utilizadas para
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la deteccion de TRPAL también se emplearon para detectar la sefial de actina (1:5000,
Cat. MAB1501R, Millipore Temecula, CA) con su respectivo anticuerpo secundario
(anti-mouse 1:10000, Cat. 62-6520 Zymed, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).
Las bandas especificas se detectaron mediante el sistema de quimioluminiscencia
(Immobilon Western, Cat. WBKLS0500, Millipore Billerica, MA). La intensidad de la
inmunoreactividad se analiz6 mediante el software LI-COR (Bioscience, Lincoln, NE).
La intensidad relativa de la inmunoreactividad a TRPA1 se normalizé respecto a la

sefal de actina.

5.11 Andlisis de datos y estadistica

Para las determinaciones pHiy [Ca?*];, los valores de fluorescencia maxima obtenidos
en los cursos temporales de los registros de microfluorometria, se promediaron en un
intervalo de 10 segundos. Los datos se expresaron como pHi para el BCECF y como

[Ca?*]i para el Fura-2.

En los estudios electrofisiologicos la magnitud de la corriente se cuantifico mediante la
amplitud de la corriente al pico (promediada en un inervalo de 500 ms) y se expreso
como densidad de corriente mediante la determinacion de la capacitancia de la

membrana (Cm) de cada neurona registrada.

Los resultados generados de la evaluaciéon de las conductas nociceptivas se expresan
como el numero de sacudidas, nimero de respuestas de retiro o como el umbral de

retiro de la pata en cada grupo experimental de 6 animales.

La expresion de la proteina de TRPA1L se representa como la intensidad relativa de la
digitalizacion de la sefial de los blots, obtenida de muestras del GRD y médula espinal

de 4 animales independientes por grupo.

Todos los resultados obtenidos se expresan como el promedio * el error estandar
(e.e.). La diferencia entre mas de dos grupos se determiné mediante el analisis de

varianza (ANOVA) de una o dos vias. Si el ANOVA demostraba una interaccion
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significativa entre las variables se realiz6 un analisis pos hoc a través de una
comparacién multiple con la prueba de Student Newman-Keuls (SNK). Para analizar
los datos se empleé el software estadistico GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software

Inc.). Una P<0.05 se consideré como estadisticamente significativa.
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6. RESULTADOS
6.1 Cultivo primario de neuronas del GRD aisladas de rata adulta

Las neuronas aisladas del GRD de ratas adultas constituyen el sistema celular en el
cual se realizaron los estudios de microfluorometria y patch-clamp. Estos estudios
requieren viabilidad y estabilidad celular para determinar los diferentes parametros
(pHi, [Ca?]i y corrientes de membrana). En este sentido, se estandarizé el cultivo de
neuronas del GRD obtenido de ratas adultas. Estudios previos han correlacionado la
velocidad de conduccion con el tamafio del soma (Passmore, 2005; Barabas et al.,
2008); por lo tanto, se seleccionaron células con un diametro de soma < 30 ym, que
corresponden a las neuronas nociceptivas. Ademas, se consider6 que las células eran
viables e incluidas en el analisis si se mostraban esféricas/ovoides, sin la presencia de

vesiculas y refringentes (Figura 17).

Figura 17. Fotomicrografia representativa de neuronas disociadas del GRD de rata adulta. La imagen
en campo claro muestra el tamafio y la forma de las neuronas. Fotografia obtenida con una
magnificacion de 10X.
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6.2 Efecto de la zoniporida en el pH;

Para determinar los cambios en el pHi en las neuronas disociadas del GRD de ratas
naive adultas, se realizé una curva de calibracion (Thomas et al., 1979). Los valores
de calibracién fueron sustituidos en la formula pHi = pKa-Log (Rmin-R)/(R-Rmax)
(James-Kracke et al., 1992) y arrojaron valores de Rmin y Rmax de 0.0947 y 0.4093,
respectivamente (Figura 18). El valor de pKa (6.98), se obtuvo de la hoja técnica del
proveedor de BCECF.

A B
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Figura 18. Curva de calibracién del pHi determinados por el cociente de fluorescencia de BCECF. A)
Intensidad de fluorescencia medida a las longitudes de onda de 440 y 495 nm. B) Cocientes de
fluorescencia expresados como funcién del pHe. Los trazos corresponden al promedio de los valores
obtenidos para cada célula y el error estandar. En la parte superior de cada punto en el grafico se
representa el nimero de neuronas registradas. cps, cuentas por segundo. pHe, pH extracelular.

Para determinar si la inhibicion del intercambiador NHE1 modifica los valores basales
del pHi de las neuronas del GRD, se probaron concentraciones diferentes de
zoniporida, un inhibidor del NHE1. Como se observa en la figura 19A, la aplicacion de
zoniporida (1 — 10 uM) durante 1 minuto disminuyo los valores del pHi. El efecto de la
zoniporida en el pHi de las neuronas del GRD dependié de la concentracion. En
particular, 3y 10 uM redujeron el pHi (p <0.05) (Figura 19B). Estos datos sugieren que
la inhibicion farmacolégica del intercambiador NHE1 genera una acidificacion

intracelular en las neuronas del GRD.
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Figura 19. Acidificacion intracelular inducida por zoniporida en neuronas del GRD aisladas de ratas
adultas. A) Curso temporal de la aplicacion de diferentes concentraciones de zoniporida durante 60
segundos (s). B) Curva concentracion-respuesta del efecto de diferentes concentraciones de zoniporida
en el pHi de neuronas del GRD. En la parte superior de cada punto en el grafico se muestra el nimero
de neuronas registradas. * P < 0.05 vs Vehiculo (Veh) por ANOVA de una via seguida de SNK.

Se ha reportado que la activacion de los canales TRPV1 y ASICla genera una
acidificacion intracelular debido a que los H* permean a través de estos canales
(Hellwig et al., 2004; Chen y Grounder, 2007). Para determinar si la actividad del canal
TRPAL1 modifica el pHide las neuronas del GRD, se aplicd AITC (activador del canal
TRPA1) a una concentraciéon de 300 uM durante 30 segundos. La fluorescencia se
registré durante un periodo de 3 minutos. Como se observa en la figura 20, bajo estas
condiciones, ninguna de las células registradas (n=8) presentd un cambio en los
valores del pHi ante la aplicacion de AITC. Estos resultados sugieren que la activacion

del canal TRPAL por AITC no promueve la acidificacion intracelular.
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Figura 20. Efecto de la aplicacion de AITC sobre el pHi en neuronas del GRD. Curso temporal de la
aplicacion de AITC (300 uM) durante 30 segundos (s). n=8.

6.3 Efecto de la zoniporiday el AITC en la [Ca?*]i

Con el objetivo de identificar si la inhibicion del intercambiador NHE1 podria modular
la actividad del canal TRPA1, se determiné el efecto de la aplicacion de zoniporida y
AITC sobre los cambios en la [Ca?*]i en las neuronas del GRD aisladas de ratas
adultas. Las células se estimularon con concentraciones diferentes de AITC (10, 30,
100 y 300 pM) y zoniporida (0.3, 1, 3 y 10 puM). Cada neurona recibid una sola
concentracion de los farmacos empleados y al finalizar cada experimento se aplicé KCI
(50 mM) a las células para evaluar su viabilidad.

La estimulacion del canal TRPA1 o la inhibicion del intercambiador NHE1 en las
neuronas del GRD aumenté de manera transitoria la [Ca?*]i (Figura 21A/B). Este efecto
dependié de la concentracion de AITC y zoniporida (Figura 21C/D). En experimentos
posteriores, la concentracion de 300 uM de AITC se seleccioné para caracterizar a las
neuronas que expresan funcionalmente al TRPAL. Es importante sefialar que en todas
las evaluaciones las respuestas se consideraron como positivas si el incremento en el
cociente 350/380 era mayor al 15% de los niveles basales durante la aplicacion de los
farmacos (Goveay Carlton, 2016). La aplicacién del vehiculo no generé ningun cambio

en la concentracién de [Ca?*]iindicando que el incremento en la concentracion de Ca?*
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se debe a la accion de los farmacos y no es un producto de la estimulacién mecanica

por la aplicacion de los compuestos sobre las células (Figura 21C/D).
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Figura 21. Cambios en la [Ca?*]i en neuronas del GRD. A/C. Curso temporal de los cambios en la [Ca?*];
en respuesta a la aplicacion de AITC y zoniporida, respectivamente. B/D. Efecto de las diferentes
concentraciones empleadas de AITC o zoniporida en la [Ca?*]i de neuronas aisladas del GRD de rata
adulta. *P<0.05 vs Control por ANOVA de una via seguida de SNK.

Para determinar si el NHE1 y el canal TRPAL1 se expresaban funcionalmente en el

mismo tipo de neuronas, se evaluaron los cambios en la [Ca?*]iante la aplicacion de
zoniporida (3 pM) y AITC (300 pM). La estimulacién con ambos compuestos en las

mismas neuronas generd un incremento en la [Ca?*]i de una magnitud similar a la

observada en la aplicacion individual, indicando la presencia funcional de ambas
proteinas (NHE1-TRPAL) en neuronas del GRD de rata adulta (Figura 22).
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Figura 22. Curso temporal de los cambios en la [Ca?*]i generados por la aplicacion de zoniporida (3 pM)
en neuronas que responden a AITC (300 pM). n=4.

6.4 Efecto de la zoniporida en la desensibilizacién del TRPA1

Previamente se ha descrito que las corrientes entrantes evocadas por AITC, un
activador selectivo del canal TRPA1, desensibilizan ante la aplicacion repetida de este
compuesto en neuronas del GRD, bajo un mecanismo denominado desensibilizacion
homéloga (Yoshida et al., 2011).

En experimentos control (Figura 23A), la aplicacion repetida de AITC (300 uM)
disminuyo la densidad (pA/pF) de corriente (lairc) del canal TRPAL en neuronas del
GRD aisladas de ratas naive adultas, entendiéndose como una desensibilizacion del
canal (Figura 23B). La reduccién en la amplitud de la corriente no se debié a una
pérdida de la viabilidad de las células, ya que la aplicacion de capsaicina (1 uM) en
estas mismas neuronas produjo una corriente entrante dada por la activacion de los

canales TRPV1 expresados en dichas neuronas del GRD (Figura 23A).
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Figura 23. Corrientes i6nicas evocadas por la activacion del canal TRPAL en neuronas del GRD de rata
adulta. A) Registros representativos de las corrientes catiénicas entrantes inducidas por la aplicacion de
AITC (300 uM/30 seg). B) Desensibilizacion de TRPAL inducida por la aplicacion repetida de AITC. Vm=
-60 mV. n=10 células. * P<0.05 vs 1°" aplicacion por ANOVA de una via seguida de SNK.

Para determinar la interaccion funcional entre el intercambiador NHE1 y el canal
TRPA1, se evalud el efecto de la zoniporida sobre las corrientes i6nicas del TRPAL
producidas por la aplicacion repetida de AITC. De manera similar al experimento
previamente descrito, la amplitud de la corriente producida por un segundo pulso de
AITC (300 uM) fue menor que la observada en la primera aplicacion de AITC (Fig 24A).
Sin embargo, ante una tercera aplicacion de AITC después de que las neuronas se
incubaron con 3 uM de zoniporida durante 2 minutos, la corriente producida por AITC
no desensibiliz6 como sucedié en neuronas control (Figura 24B). Cabe sefalar que la
aplicacion de zoniporida en las neuronas del GRD no tuvo efecto sobre las corrientes

de membrana (Figura 24A).
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Figura 24. Efecto de la zoniporida sobre la corriente evocada por AITC en las neuronas del GRD de
rata adulta. A) Registros representativos del efecto de la inhibicion del NHE1 en las corrientes del TRPA1
inducida por AITC. B) Efecto de la aplicacion de zoniporida sobre la desensibilizacion del canal TRPA1
inducida por la estimulacion repetida con AITC. Vm = -60 mV. n = 8 células. *P<0.05 vs 29 aplicacion
por ANOVA de una via seguida de SNK.

Con el objetivo de mostrar de una forma clara el efecto de la zoniporida sobre las
corrientes de TRPAL evocadas por AITC, las respuestas obtenidas en la segunda y
tercera aplicacion de AITC se normalizaron con respecto a la amplitud de la corriente
maxima obtenida durante la primera aplicacion de AITC. Como se observa en la Figura
25, la aplicacién de zoniporida evita la desensibilizacion de la corriente del canal
TRPA1 inducida por la tercera aplicacion de AITC. Estos datos sugieren que la
inhibicién del intercambiador NHE1 tiene un efecto sobre las propiedades biofisicas

gue regulan la actividad del canal TRPAL en neuronas del GRD aisladas de rata adulta.

48



1.0- Control . Zoniporida

| / Imax

2do 3er 2do 3er

AITC 300 uM

Figura 25. Efecto de la inhibicién del NHE1 en la desensibilizacién de las corrientes de TRPAL.
Normalizacion de las corrientes obtenidas en la segunda y tercera aplicacién de AITC respecto la
amplitud de la corriente maxima generada durante la primera aplicacion de AITC. *P<0.05 vs 3¢
aplicacién por ANOVA de una via seguida de SNK.

6.5 Inmunolocalizacion de NHE1y TRPAL

Los resultados obtenidos de los cambios en la [Ca?*]i y de las corrientes idnicas
evocadas por AITC sugieren una interaccion funcional entre el intercambiador NHE1 y
el canal TRPA1l en neuronas del GRD. En estudios previos se ha reportado la
expresion de ambas proteinas en las neuronas del GRD. Con la finalidad de determinar
si existen neuronas que expresan NHE1-TRPA1l se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica para determinar una posible co-localizacion entre NHE1 y TRPA1

en neuronas del GRD en ratas naive adultas.

Los resultados obtenidos mostraron que las neuronas del GRD de diametro pequefio
y mediano expresan de forma basal al intercambiador NHE1 y al canal TRPA1 a nivel
de la membrana celular y del citoplasma (Figura 26A); datos que concuerdan con lo
reportado en la literatura (Castafieda-Corral et al., 2011; Barabas et al., 2012). De las
neuronas TRPA1 positivas, el 33.35 % de ellas también fueron postivas para el NHE1
(Figura 26B). Por otra parte, las inmunofluorescencias revelaron que las células
satelitales tienen una marcada reactividad para el intercambiador NHE1 (Figura 26A).

Los resultados de las inmunofluorescencias apoyan la hipotesis de la posible
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interaccion funcional entre el NHE1 y el TRPA1 que se pone de manifiesto en las

observaciones de los ensayos de microfluorometria y electrofisiologia.
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Figura 26. Inmunodeteccion del intercambiador NHE1 y del canal TRPAL en neuronas del GRD. A) Las
fotomicrografias muestran datos representativos de la expresiéon de NHE1 (verde) y TRPAL (rojo). En
azul se observan los nucleos celulares tefiidos con DAPI. B) Distribucion del NHE1 en neuronas del
GRD positivas a TRPAL. Escala 25 um. n=2.
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6.6 Efecto del A-967079 en el modelo de dolor inflamatorio agudo inducido por
formalina

Previamente se ha descrito el papel del NHE1 en el dolor inflamatorio inducido por
formalina (Castafieda-Corral et al., 2011; 2012). Sin embargo, el papel del canal
TRPA1 en este modelo de dolor inflamatorio no se ha establecido; por lo tanto, se
caracterizé el efecto del bloqueo farmacolégico del canal TRPA1 en las conductas
nociceptivas de corto y largo plazo inducidas por formalina. La inyeccién de formalina
al 1 % gener6 una conducta bifasica que consistié en sacudidas en la pata inyectada

durante 1 h (nocicepciéon aguda) (Figura 27A/C).
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Figura 27. Cursos temporales del efecto anti-nociceptivo del pre-tratamiento periférico (A) y espinal (B)
con A-967079. Representaciones graficas del ABC calculadas a partir de los cursos temporales
obtenidos de las conductas de sacudidas. Los datos de ABC se expresan como el promedio * el error
estandar de la media de al menos 6 animales por grupo experimental. * P<0.05 vs F por ANOVA de una
via seguida de SNK. ABC, area bajo la curva; F, formalina 1 %; s.c., subcutanea; i.t., intratecal.
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El pre-tratamiento (-10 min) periférico local con el bloqueador del canal TRPA1 (A-
967079) disminuyé las conductas nociceptivas de la fase | y Il en la prueba de formalina
(Figura 27A/C); mientras que el pre-tratamiento espinal con A-967079 solo tuvo el
efecto antinociceptivo durante la fase Il (Figura 27B/D). Estos resultados confirman
gue el canal TRPAL tiene un papel importante en la generacion de los efectos

pronociceptivos de la formalina.

6.7 Efecto del A-967079 en el desarrollo del dolor inflamatorio cronico inducido
por formalina

Ademas de generar respuestas nociceptivas agudas, la formalina también es capaz
de producir respuestas nociceptivas cronicas. La inyeccion subcutanea de formalina al
1 %, pero no del vehiculo (DMSO 0.1 %) favorecio el desarrollo de conductas de
alodinia e hiperalgesia mecéanicas desde el dia uno posterior a la inyeccion de
formalina hasta por lo menos el dia doce (Figura 28). Estas conductas se
caracterizaron por un incremento en el umbral de respuesta de retiro de la pata ante

la estimulacion mecéanica con los filamentos de von Frey.

A B
Alodinia Hiperalgesia

Numero de respuestas de
retiro de la pata (1-10)
Numero de respuestas de
retiro de la pata (1-10)

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 28. Curso temporal del desarrollo de alodinia (A) e hiperalgesia (B) mecéanicas inducidas por
formalina al 1 %. Los datos se expresan como el promedio del nimero de retiros de la pata por cada 10
estimulaciones con los filamentos de von Frey luego de la administracion del vehiculo o formalina al 1
%, n = 6. * P<0.05 vs Veh por ANOVA de dos vias seguida de SNK. Veh, vehiculo; F 1%, formalina al
1 %.
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En cuanto a la participacion del canal TRPA1 en el procesamiento del dolor
inflamatorio crénico. El pre-tratamiento (-10 min) periférico con A-967079, atenud el
desarrollo de alodinia (Figura 29A) e hiperalgesia (Figura 29B) mecéanicas inducidas
por formalina. Este efecto fue estadisticamente significativo con la concentracion de
100 uM de A-967079. La administracion periférica de A-967079 (100 uM) en la pata
contralateral (no inyectada) no modifico la hipersensibilidad mecanica inducida por
formalina, sugiriendo que el efecto antinociceptivo del A-967079 se debe al bloqueo
de los canales TRPAL expresados en la periferia. Por otra parte, el pre-tratamiento (-
10 min) espinal (i.t) con A-967079 previno parcialmente el desarrollo de las conductas
nociceptivas de largo plazo (Figura 29C/D). En conjunto, estos datos sugieren que los
canales TRPAL periféricos y espinales participan en el desarrollo de la alodinia e

hiperalgesia mecanicas secundarias inducidas por formalina al 1 %.
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Figura 29. Efecto del pre-tratamiento periférico local (A/B) y espinal (C/D) con A-967079. Las barras
muestran la media + el error estandar del nimero de respuestas de retiro de la pata ante la aplicacion
de los filamentos de von Frey para determinar la alodinia (A/C) e hiperalgesia (B/D). n = 6. # P<0.05 vs
Ny * P<0.05 vs F, por ANOVA de una via seguida de SNK. N, ratas naive; F, ratas con inyeccion de
formalina al 1 %; s.c., subcuténea; i.t., intratecal.
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6.8 Efecto del A-967079 en el mantenimiento del dolor inflamatorio crénico
inducido por formalina

Para determinar si el canal TRPAL participa en el mantenimiento de las conductas de
largo plazo inducidas por formalina, se evalué mediante un protocolo de post-
tratamiento (6 dias después de haberse administrado formalina al 1 %) el efecto del
bloqueo del TRPAL. El post-tratamiento periférico local (Figura 30A/B) y espinal
(Figura 30C/D) con A-967079 a las mismas dosis empleadas en el protocolo de pre-
tratamiento revirtio la alodinia y la hiperalgesia mecanicas (evaluadas 1 h después de
la administracion del A-967079) inducidas por la inyeccion de formalina. Estos datos
sugieren que los canales TRPAL periféricos y espinales participan en el mantenimiento

de las conductas nociceptivas de largo plazo inducidas por formalina al 1 %.
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Figura 30. Efecto del post-tratamiento periférico local (A/B) y espinal (C/D) con A-967079. Las barras
muestran la media % el error estandar del nimero de respuestas de retiro de la pata ante la aplicacion
de los filamentos de von Frey para determinar la alodinia (A/C) e hiperalgesia (B/D). n = 6. # P<0.05 vs
Ny * P<0.05 vs F, por ANOVA de una via seguida de SNK. N, ratas naive; F, ratas con inyeccion de
formalina al 1 %; s.c., subcutanea; i.t., intratecal.
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Debido a que la solucion de formalina al 1% tiene un pH acido (pH: 5.3), fue necesario
determinar el efecto de la concentracion de los H* sobre la nocicepcion producida por
formalina al 1 % ya que se ha descrito que la acidificacion extracelular produce un
aumento de la transmisién nociceptiva a traves de la activacion de TRPV1 y ASICs
(Caterina et al., 1997; Waldmann et al., 1997). Para ello, se ajusto el pH de la solucion
de formalina con PBS a un pH de 7.4. Los resultados obtenidos muestran que las
conductas nociceptivas de largo plazo fueron menores comparadas con aquellas
observadas con la formalina al 1% sin ajustar el pH (Figura 31). Para evaluar la
participacion del canal TRPA1 en el efecto nociceptivo evocado por la administracion
de formalina al 1% a pH 7.4. El A-967079 (100 uM) se administré en la pata posterior
derecha y diez minutos después se administrd, en el mismo sitio, la solucion de
formalina al 1 % en PBS. Como se observa en la figura 31, el A-967079 previné las
conductas de alodinia e hiperalgesia mecanicas secundarias a valores cercanos a los
observados en ratas naive. Estos datos sugieren que el canal TRPA1 genera los

efectos de la formalina para inducir las conductas nociceptivas de largo plazo.

>
w

Alodinia Hiperalgesia

* &

No. de respuestas de retiro
de la pata (1-10)

N F F(7.4) F(7.4) N F F(7.4) F(7.4)
+ +

A-967079 A-967079

Figura 31. Efecto de la concentracion de los H* sobre las conductas nociceptivas inducidas por la
formalina al 1 %. Las barras muestran la media * el error estandar del nimero de respuestas de retiro
de la pata ante la aplicacién de los filamentos de von Frey para determinar la alodinia (A) e hiperalgesia
(B). n= 6. # P<0.05 vs N y * P<0.05 vs F, por ANOVA de una via seguida de SNK. N, ratas naive. F,
ratas con la inyeccién de formalina al 1 %. PBS, ratas con la inyeccion de formalina al 1 % en PBS (pH
7.4). A-967079/PBS, ratas con la inyeccion de formalina al 1 % en PBS y con 100 uM de A-967079.
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Con el objetivo de evaluar el efecto per-se del bloqueador del canal TRPA1 sobre la
respuesta basal en las ratas ante la estimulacion tactil, se administrd la concentracion
de 100 uM de A-967079 en el dorso de la pata posterior derecha (50 ul, s.c) o en la
meédula espinal (10 pl, i.t.) de ratas naive y posteriormente se llevé a cabo la
estimulacion mecéanica con los filamentos de von Frey (Figura 32). Los datos obtenidos
indican que el bloqueo del canal TRPAL a nivel periférico o espinal en ratas naive no
modifico la naturaleza de la respuesta basal en estas ratas. Con estos resultados se
confirma que el canal TRPA1 solo participa en la mecanotrasduccion bajo condiciones

de inflamacion crénica que favorecen su sensibilizacion.
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Figura 32. Efecto de la administracién periférica local y espinal con A-967079 (100 uM) en las conductas
de alodinia (A) e hiperalgesia (B) de ratas naive evaluada a diferentes tiempos. n=6. N, ratas naive. s.c.,
subcutaneo. i.t., intratecal.

6.9 Efecto de la inyeccion de formalina al 1% en la expresiéon de la proteina de
TRPA1

Los resultados obtenidos mediante la inmunodeteccién de la proteina de TRPAL por
medio de western blot confirman la expresion de este canal en el GRD y la médula
espinal dorsal ipsilateral (L4-L6) (Figura 33A/B). La administracion periférica de

formalina al 1 % aument6 de manera significativa la expresion del canal TRPA1 en
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neuronas del GRD de ratas 6 dias después de haber generado un estimulo
inflamatorio, comparado con ratas naive (P<0.05). Por otra parte, este fenébmeno de
modulacion de la expresion del canal TRPAL se observo en la médula espinal al dia
uno posterior a la inyeccion de formalina al 1 % (Figura 33B). Los datos sugieren que
el proceso inflamatorio de largo plazo generado por la administracion de formalina al

1 % incrementa la expresion del canal TRPAL en los GRD y en la médula espinal.
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Figura 33. Expresion del canal TRPA1 en neuronas del GRD y la ME ipsilateral. Cambios en la
expresion de la proteina TRPAL en neuronas del GRD (A) y de la ME (B) de ratas naive y ratas con 1
hora (1 h), 1 dia (1D), 6 dias (6 D) y 12 dias (12 D) después de la administracion de formalina al 1 %.
En la parte superior se muestran blots representativos, en la parte inferior se muestra la cuantificacion
de la sefal obtenida mediante la intensidad relativa para TRPA1 y $-actina. Los datos representan el
promedio de tres experimentos realizados de manera independiente. n=3 * P<0.05 vs N, por ANOVA de
una via seguida de SNK. GRD, ganglio de la raiz dorsal; ME, médula espinal; N, naive.

6.10 Efecto de la zoniporida en la pronocicepcioén inducida por AITC

Para determinar si la interaccién funcional entre NHE1-TRPAL se encuentra presente
en periodos tempranos del proceso inflamatorio, se evalu6 el efecto de la zoniporida
en el desarrollo de las conductas nociceptivas agudas (evocadas y espontaneas)
inducidas por la administracion de AITC. La inyeccion de AITC al 2 % (50 ul, s.c.) en

el dorso de la pata trasera de la rata genero la aparicién de la conducta espontanea
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de sacudida de la pata, con un efecto maximo a los 5 minutos posteriores a la
administracion de AITC. El pre-tratamiento (-10 min) con zoniporida favorecié el
aumento en el numero de sacudidas de la pata, mientras que el pre-tratamiento (-20
min) con A-967079, disminuyé el efecto pronociceptivo de la zoniporida en la
nocicepcion aguda inducida por AITC (Figura 32A). Por otra parte, la inyeccion de AITC
al 2 % genero una hipersensibilidad ante la estimulacion mecanica en la pata de las
ratas. La inyeccion periférica de zoniporida (-10 min) favorecio la hipersensibilidad
mecdénica, la cual se revirti6 por el pre-tratamiento (-20 min) con A-967079 (Figura
34B). En conjunto, estos datos sugieren que el efecto pronociceptivo agudo de la

administracion de zoniporida estd mediado por la activacion del canal TRPAL.
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Figura 34. Efecto de A-967079 en las conductas nociceptivas agudas inducidas por AITC. Efecto de la
inhibicién del NHE1 y la activacion del TRPAL en la conducta nociceptiva espdntanea de sacudidas de
la pata (A) y en la conducta nociceptiva evocada por la estimulacién mecanica (B). Los datos estan
expresados como el umbral de retiro de la pata ante la aplicacion de los filamentos de von Frey. N, ratas
naive sin tratamiento. F, ratas administradas con formalina al 1%. n = 6 # P<0.05 vs vehiculo (gris), *
P<0.05 vs AITC 2 % y & P<0.05 vs Zoniporida (30 uM) por ANOVA de una via seguida de SNK.
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6.11 Efecto de la zoniporida en la pronocicepcién inducida por CFA

Las respuestas pronociceptivas agudas y crénicas inducidas por la inyeccion de
formalina depende de la activacion del canal TRPAL1 por un electrofilo como el
formaldehido (McNamara et al., 2007). Debido a este hecho, se explor6 la modulacién
de la interaccion NHE1-TRPAL en otro modelo de dolor inflamatorio. Asi, el proceso
inflamatorio inducido por CFA se regula mediante otros blancos moleculares,
diferentes a los de la formalina (Wiedemann et al., 1991). A través de esta estrategia,
se evaluo el papel del canal TRPAL y del intercambiador NHEL en la hipersensibilidad

mecanica de largo plazo inducida por CFA.

La administracion periférica local de CFA produjo una hipersensibilidad ante la
estimulacion mecanica (Figura 35A). El pre-tratamiento con zoniporida (10 min antes),
favorecio el aumento de la hipersensibilidad mecénica inducida por CFA a través del
tiempo de evaluacion. Sin embargo, cuando se administré el bloqueador del canal
TRPA1 (100 uM) de manera previa (20 min antes) a la inyeccion de zoniporida y CFA,
el efecto pronociceptivo de la zoniporida fue revertido (Figura 35A). Este fendmeno es
mas evidente cuando se determinan los umbrales de retiro en el séptimo dia de
evaluacion (Figura 35B). Estos datos sugieren que el efecto pronociceptivo de la

zoniporida es mediado por la activacion de los canales TRPAL.
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Figura 35. Efecto de A-967079 en la alodinia tactil de largo plazo inducida por CFA. A) Curso temporal
de las respuestas nociceptivas evocadas por CFA. B) Respuestas evocadasal al dia 7 posterior a la
inyeccidon de CFA. Los datos se expresan como el umbral de retiro de la pata ante la aplicacion de los
filamentos de von Frey. N, ratas naive CFA, ratas con la inyeccién de CFA (25 pL). n = 6 # P<0.05 vs
vehiculo (gris), # P<0.05 vs CFA y & P<0.05 vs Zoniporida (30 uM) por ANOVA de una via seguida de
SNK.
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7. DISCUSION
7.1 Regulacion de lainteraccion entre NHE1-TRPAL in vitro

7.1.1 Cultivo primario de neuronas del GRD aisladas de rata adulta

El presente estudio se realizdé en neuronas disociadas del GRD de ratas con 9 a 10
semanas de edad, tiempo al cual se considera que el sistema nervioso alcanza la
madurez. En este sentido, el estudio de la regulacion del canal TRPAL en neuronas
del GRD se ha realizado en este rango de edad (Yoshida et al., 2011; Govea et al.,
2016). En contraste, en otros trabajos han utilizado cultivos primarios de neuronas del
GRD de ratas con dos semanas de edad. Existe evidencia de que a esa edad ya hay
una expresion estable de los canales TRP (Hjerling-Leffler et al., 2007). Sin embargo,
la edad podria tener una relevancia fundamental al generar conclusiones sobre los
mecanismos asociados a estos canales, ya que la respuesta nociceptiva inducida por
la administraciéon de AITC (activador del canal TRPA1) es de menor grado en los
animales adultos comparado con los de 2 semanas (Fitzgerald y Gibson, 1984;
Garrison y Stucky, 2014). Ademas, durante la estandarizacion del cultivo celular
encontramos que el tiempo 6ptimo para realizar los experimentos de microfluorometria
y electrofisiologia con las neuronas del GRD de ratas adultas era entre 16 y 20 h
después de la siembra de las células. Estos tiempos coinciden con los reportados por

otros grupos (Barabas et al., 2012; Song y Gao, 2018).

7.1.2 Efecto de la zoniporida en el pHi

La inhibicién farmacolégica del NHE1 por zoniporida produjo acidificacion intracelular
en las neuronas del GRD de tamafo pequeiio (Figura 19). Estos datos sugieren que
el NHE1 regula la homeostasis del pH en las neuronas nociceptivas. Esto concuerda
con la evidencia de que el NHE1, entre otras proteinas, regula el balance acido-base
en las neuronas (Chesler, 2003). Sin embargo, a nuestro conocimiento, este es el
primer estudio que demuestra que la inhibicién del intercambiador NHE1 en neuronas
del GRD de ratas adultas produce acidificacion intracelular. EI aumento de la
concentracion intracelular de los H* podria explicar el aumento de la excitabilidad

neuronal y de las conductas nociceptivas observadas al inhibir NHE1 (Steen et al.,

61



1999; Castafieda-Corral et al., 2011; 2012). Se ha demostrado que la acidificacion
intracelular inducida por la aplicacion de &cidos organicos débiles (acetato y
propionato) aumenta la frecuencia de los potenciales sinapticos espontaneos a través
de la activacion de receptores NMDA en la preparacion nervio-musculo de embriones
de Xenopus (Chen et al.,, 1998). Estos resultados sugieren que la acidificacion
intracelular promueve la excitabilidad neuronal y apoyan nuestra hipétesis. En
contraste con nuestros resultados, se ha demostrado que la zoniporida y la
dimetilamilorida reducen la excitabilidad de las neuronas del GRD aisladas de ratas
adultas (Liu y Somps, 2008). No obstante, este efecto podria deberse a que las
concentraciones utilizadas de estos compuestos fueron altas (10 y 100 puM) y
promovieron la inactivacion de los canales Nav. En otro estudio, la administracion de
EIPA disminuy6 la excitabilidad de neuronas del GRD (Hwang et al., 2011). Dado que
el EIPA no es un inhibidor selectivo del NHE1, estos resultados se podrian atribuir a
su efecto sobre los canales ASIC (Leng et al., 2016). Asimismo, se ha reportado que
la disminucién del pHi (7.3 a 7) reduce la corriente de los canales de Ca?* tipo N en
neuronas aisladas del GRD de pollos neonatos (Kiss y Korn, 1999). De la misma
manera, la acidificacion intracelular atentia la corriente de Ca?* inducida por capsaicina
en el canal TRPV1 en neuronas aisladas del GRD de rata (Chung et al., 2011). En
ambos casos, la acidificacion intracelular podria disminuir la excitabilidad neuronal. Sin
embargo, es poco probable que la acidificacién intracelular inducida por zoniporida en
neuronas del GRD aisladas de ratas adultas tenga su efecto sobre los canales de
calcio tipo N, ya que se ha reportado que la subunidad al (formadora del poro) y las
subunidades accesorias 1 y B3 de estos canales tienen una baja expresion en
neuronas del GRD de rata adulta (Zhu y Oxford, 2011).

7.1.3 Efecto de la zoniporida en la [Ca?*];

La zoniporida, ademas de disminuir el pHi, también aumenté la [Ca?']i en neuronas
aisladas del GRD de ratas adultas. Estos resultados sugieren que la acidificacion
intracelular induce la apertura de canales idénicos que conducen Ca?*. Uno de estos

canales podria ser el TRPAL. Para que este fendmeno se diera es necesario una
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interaccion directa entre los H* y el canal TRPAL. En apoyo a esta propuesta, se ha
descrito que los acidos débiles activan directamente al canal TRPA1 de una manera
dependiente de la acidificacion intracelular y esa respuesta se abate
considerablemente en ratones que no expresan al canal TRPA1 (Wang et al., 2011).
A la fecha se desconoce el sitio de unién de los hidrogeniones al canal TRPA1. Sin
embargo, la activacion del TRPAL1 por acidificacion también podria ser una
consecuencia del aumento de Ca?* inducido por zoniporida, ademas de la interaccién
directa de los H* sobre el canal TRPAL. En apoyo de esta idea, se ha descrito que el
aumento de la [Ca?*]i incrementa la conductancia del canal TRPA1 (Zurborg et al.,
2007; Doerner et al., 2007). Sin embargo, independientemente del mecanismo que se

esté dando, el resultado parece ser la activacion del canal TRPAL.

7.1.4 Efecto de la zoniporida en la desensibilizacién de TRPA1

La aplicacion repetida de AITC en neuronas del GRD aisladas de ratas adultas produce
desensibilizacién de la corriente del canal TRPAL. Este fendmeno se ha descrito en
neuronas del sistema sensorial de humanos y roedores (Reeh et al., 1986; Patacchini
et al., 1990; Heyer et al., 1991; Brand y Jacquot, 2002; Simons et al., 2004). Se cree
gue el mecanismo de desensibilizacién involucra la internalizacion del canal TRPAL
(desensibilizacion homodloga, Akopian et al., 2007). Ademas, se ha descrito que la
desensibilizacion del TRPAL1 no solo se observa con AITC, sino que también se
desarrolla con AITC en presencia de capsaicina (desensibilizacion heteréloga)
(Patacchini et al., 1990; Jacquot et al., 2005). EI mecanismo por el cual TRPV1 induce
la desensibilizacién heterdloga es mediante un aumento en la [Ca?*]i y la deplecién de
PIP2 de la membrana. De hecho, la presencia del canal TRPV1 previene la
internalizacion del canal TRPA1 (Akopian et al., 2007). En nuestro estudio se observo
gue la inhibicion del NHE1 por zoniporida redujo la desensibilizacion de TRPA1l
inducida por la aplicacion repetida de AITC. El mecanismo por el cual la zoniporida
ejerce su accion sobre la corriente evocada por AITC no esta claro. Especulando, la
acidificacion intracelular inducida por zoniporida podria inhibir la internalizacion del

canal evitando la desensibilizacion. En apoyo a esta idea, se sabe que el transito
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vesicular constitutivo y regulado controla la expresion de los canales TRP en la
membrana (Ambudkar, 2007).

En conjunto, nuestros datos indican que la inhibicion de NHE1 por zoniporida conduce
a la acidificacion intracelular. EI aumento en la concentracion de los H* activaria al
canal TRPALl en las neuronas del GRD vy evitaria la desensibilizacibn homodloga
provocada por AITC (Figura 36). Por lo tanto, estos datos sugieren que existe un

acople funcional entre el NHE1 y TRPA1 en nociceptores.

Figura 36. La zoniporida promueve una acidificacion intracelular al romper el equilibrio entre la velocidad
de acumulacién y extraccion (JL = Jr) en las neuronas del GRD. El incremento en la concentracion de
los H* activaria al canal TRPA1 lo cual promueve el aumento en la [Ca?*].

7.2 Regulacion de lainteraccion entre NHE1-TRPAL in vivo
7.2.1 Efecto de A-967079 en el modelo de dolor inflamatorio agudo y crénico

inducido por formalina

En este estudio, encontramos que la administracion periférica local o intratecal con A-
967079, bloqueador del canal TRPAL, previene la nocicepcion aguda y la
hipersensibilidad de largo plazo inducida por formalina en ratas. Dado que el A-967079

es un bloqueador selectivo del TRPAL (Chen et al., 2011), nuestros datos sugieren
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que los canales TRPA1 expresados tanto en la periferia como a nivel espinal participan
en la nocicepcion aguda, asi como en el desarrollo y mantenimiento de la alodinia e
hiperalgesia de largo plazo inducidas por formalina. Nuestros resultados coinciden con
observaciones previas que demuestran que el TRPAL participa en la nocicepcion
aguda inducida por formalina (McNamara et al., 2007; Wei et al., 2011). Sin embargo,
a nuestro conocimento, este es el primer reporte que demuestra que el A-967079 tiene
un efecto anti-alodinico y anti-hiperalgésico en la hipersensiblidad mecanica de largo
plazo inducida por formalina. Nuestro estudio concuerda con reportes previos en los
gue se demuestra que el CHEM, un bloqueador del TRPA1, disminuye la
hipersensibilidad mecanica secundaria inducida por formalina a las 24 h (Wei et al.,
2011), sugiriendo que el TRPAL es importante para el desarrollo de los efectos agudos

y crénicos inducidos por formalina.

Previamente se reportd que la administracién de los activadores del TRPA1 (CNN,
AITC y formalina) en la pata de las ratas produce una sensiblizacion mecanica
(McNamara et al., 2007; Petrus et al., 2007; Eid et al., 2007; Dunham et al., 2008).
Ademas, la inyeccién de formalina produce sensibilizacion periférica y central. En el
primer caso, se sabe que la formalina favorece la liberacién de serotonina (5-HT),
histamina, IL-13 y TNFa a nivel periférico, los cuales activan a sus receptores para

producir nocicepcion o sensibilizacion (Parada et al., 2001; Nakajima et al., 2009).

Con respecto a los efectos centrales, la inyeccidén de formalina induce la liberacion de
glutamato, prostaglandinas y 5-HT en el asta dorsal de la médula espinal (Malmberg
et al., 1995; Wei et al., 2010); asi como la activaciéon de la microglia que promueve la
liberacion de 6xido nitrico, NGF y citocinas (IL-1B y TNFa) (Watkins et al., 1997; Fu et
al., 2000; 2009). Estas moléculas promueven la sensibilizacion central y la nocicepcion
mediante la union a sus receptores especificos. Por lo tanto, el efecto anti-alodinico y
anti-hiperalgésico del A-967079 podria atribuirse al bloqueo de los canales TRPAL
localizados en las neuronas aferentes primarias y en la médula espinal. Esto podria
reducir la liberacibn de diversas sustancias pro-nociceptivas y activacion de la

microglia, disminuyendo la sensibilizacion periférica y central. En apoyo a esta
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informacion, el A-967079 (bloqueador del canal TRPA1) reduce los reflejos de raiz
dorsal, la conduccion antidromica y el flujo sanguineo cutaneo, lo cual conduce a una
reduccion de la liberacién de SP y CGRP en las terminales periféricas y centrales de
los nociceptores (Wei et al., 2010; Chen et al., 2011; Weller et al., 2011; Wei et al.,
2013). Ademas, la activacion del TRPAL incrementa la transmision de los potenciales
post-sinapticos excitadores en las neuronas de las sustancia gelatinosa (Kosugi et al.,
2007; Wrigley et al., 2009), lo cual disminuye el umbral de activacién e incrementa la
actividad de las neuronas aferentes (Dunham et al., 2008). De esta forma, la
administracion de A-967079 podria bloquear la transmisidon sinaptica excitadora y
mecanismos asociados a la facilitacion descendente del dolor (Wei et al., 2011). En
conjunto, estas acciones podrian reducir la excitabilidad pre- y post-sinaptica de las

neuronas aferentes.

La administracion periférica o intratecal de A-967079 produce una reduccién parcial de
la alodinia e hiperalgesia mecanica secundaria en el modelo de formalina. El efecto
moderado sugiere que otros mecanismos, ademas de la activacion de TRPAL, estan
involucrados en el desarrollo y mantenimiento de la alodinia e hiperalgesia
secundarias. En este sentido, se ha demostrado que los H* contribuyen al desarrollo
de la alodinia e hiperalgesia secundarias inducidas por formalina (Castafieda-Corral et
al., 2012). Asi, la inyecciéon de formalina al 1 % (pH 5.4), podria estimular a los canales
ASICs y TRPV1 (Leffler et al., 2006). Con el objetivo de descartar la participacion de
los H*, disefiamos un experimento en el que el pH de la solucién de formalina (1 %) se
fijo a un valor de 7.4. La inyeccion de formalina a un pH de 7.4 produjo alodinia e
hiperalgesia de menor magnitud que la inyeccion de formalina sin el control de pH. En
concordancia con nuestro resultado, la administracion de formalina al 0.5 % a un pH
de 7.4 produce conductas nociceptivas de grado menor comparadas con aquellas
conductas inducidas por la inyeccion de formalina (0.5 %) sin el ajuste del pH
(Castafieda-Corral et al., 2012). En esta condicion (formalina al 1 % a un pH de 7.4),
la administracion periférica local de A-967079 bloquea completamente el desarrollo de

la alodinia e hiperalgesia mecanicas secundarias inducidas por formalina en las ratas.
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Por lo tanto, cuando existe un control del pH en la solucion de formalina, el canal
TRPAL es el tnico blanco responsable del efecto pro-nociceptivo de la formalina.

Por altimo, la administracién de A-967079 no modificé la percepcién mecéanica en ratas
naive. Este resultado concuerda con un reporte en el cual se describié que el canal
TRPA1 no participa en la mecanopercepcon de bajo umbral, determinado mediante el

registro electrofisiolégico de las fibras aferentes primarias (Kerstein et al., 2009).

7.2.2 Efecto de la zoniporida en la pronocicepcién inducida por AITC y CFA

La administracion de zoniporida aumenté las conductas nociceptivas evocadas por
AITC o CFA. Este resultado es similar al obtenido in vitro, donde la zoniporida aumenta
la corriente de Ca?* inducida por AITC. Ademas, aqui demostramos in vivo que el A-
967079 revierte el efecto inducido por la zoniporida sobre la actividad del AITC o CFA
lo que confirma que la acidificacién intracelular efectivamente activa al canal TRPA1
(ver arriba). Esto sugeriria que el aumento de la excitabilidad de las neuronas del GRD
inducida por zoniporida en animales administrados con AITC o CFA, se debe a la
interaccion funcional entre el NHE1 y el canal TRPAL. Dado que el efecto de formalina
se debe a la activacion del canal TRPA1L, es muy probable que esta misma interaccion
explique el aumento de la nocicepcidén inducida por formalina en presencia de
zoniporida (Castafieda-Corral et al., 2012). Esto sugiere que la acidificacién intracelular
podria favorecer la actividad del canal TRPAL en sitios claves para el procesamiento
de la informacién nociceptiva en estados patoldégicos como el dolor crénico. A nuestro
conocimiento este es el primer reporte que demuestra la interaccidon funcional entre el

NHE1 y el canal TRPAL in vitro e in vivo.

7.2.3 Expresion de NHE1y TRPA1 en GRD

La inyeccion de formalina aumentoé la expresion de la proteina del TRPAL en los GRD
y la médula espinal, sitios relacionados con el procesamiento nociceptivo. A nuestro
conocimiento, este estudio es el primero en reportar que la formalina aumenta la
expresion de la proteina del canal TRPAL1 en el GRD y medula espinal. Estos
resultados coinciden con otros estudios que reportan que el CFA, NGF, la colitis y el
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dafio a los nervios incrementa el ARNm y la proteina del canal TRPAL en ratas y
ratones (Obata et al., 2005; Diogenes et al., 2007; Frederick et al., 2007; Dunham et
al., 2008; Yang et al., 2008; da Costa et al., 2010). Por lo tanto, el incremento en la
expresion del TRPAL podria favorecer las conductas nociceptivas de largo plazo
inducidas por formalina. Ademas, la acidificacién intracelular inducida por el proceso
inflamatorio contribuiria aun mas al aumento de la excitabilidad de las neuronas

nociceptivas y a la nocicepcion.

7.2.4 Localizacion del NHE1 vy el canal TRPAL1 en GRD

El NHE1 y el canal TRPAL1 se encontraron en neuronas de didmetro pequefio y
mediano del GRD. Ademas, la inmunoreactividad para ambas proteinas co-localiz6 en
esas mismas neuronas. Estos resultados apoyan los resultados obtenidos en los
experimentos in vitro e in vivo. Ademas, el NHE1 se encontré principalmente en las
células gliales satelitales alrededor de las neuronas del GRD. No obstante, los
experimentos de electrofisiologia sugieren que el efecto de la zoniporida en las
corrientes ionicas del canal TRPA1 se debe a una interaccion NHE1-TRPAL a nivel
neuronal, ya que los registros de las corrientes idnicas se determinaron en células con
un potencial de membrana en reposo (Vm) de -50 a -60 mV (tipico de las neuronas del
GRD). En contraste, el valor de Vm de las células satelitales es de -80 mV (Cherkas et
al., 2004).

De forma global, los mecanismos asociados al desarrollo y mantenimiento del dolor
inflamatorio crénico disminuyen la expresion de NHE1 (Castafieda-Corral et al., 2012)
y aumentan la expresion del intercambiador AE3 (Barragan-lglesias et al., 2014)
favoreciendo la acidificacion intracelular. Ademas, en este estudio demostramos que
la formalina aumenta la expresion del canal TRPAL. Por lo tanto, estas condiciones
facilitarian el acople funcional entre el NHE1 y el canal TRPAl en las neuronas

sensoriales nociceptivas durante el dolor inflamatorio cronico (Figura 37).
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Figura 37. El dolor inflamatorio crénico disminuye la expresion de NHE1 y aumenta la expresion de
AE3, lo que favorece la acumulacién intracelular de los H*. Bajo las mismas condiciones, la expresion
del canal TRPA1 aumenta, por lo cual la acidosis intracelular favoreceria la transmision nociceptiva
mediante la actividad del canal TRPAL.

69



8. CONCLUSIONES

La inhibicion del intercambiador NHE1 por zoniporida disminuye el pH
intracelular en neuronas del GRD aisladas de rata adulta.

La co-expresion de las proteinas NHE1 y TRPA1, el incremento de la [Ca?*];
inducido por zoniporida en neuronas que responden a la aplicacion de AITC y
la reduccion de la desensibilizacion de la corriente ionica del canal TRPAL en
presencia de zoniporida, sugieren que existe un acople funcional de TRPAL-
NHEL1 en neuronas del GRD.

Los canales TRPALl expresados a nivel periférico y espinal participan la
nocicepcion aguda, asi como en el desarrollo y mantenimiento de las conductas
nociceptivas de largo plazo inducidas por la administracion de formalina.
Ademas, el proceso inflamatorio de largo plazo inducido por formalina al 1%,
aumenta la expresion de los canales TRPA1 en los GRD y la porcion dorsal de
la médula espinal en la rata.

La zoniporida (inhibidor de NHE1l) aumenta las respuestas nociceptivas
inducidas AITC y CFA en la rata. Dicho efecto se reduce en presencia del A-
967079 (bloqueador del canal TRPA1). Estos datos sugieren que el efecto
pronociceptivo evocado al inhibir al NHE1, podria aumentar la acidosis

intracelular y con ello favorecer la activacion del canal TRPAL.

Los datos obtenidos en la presente tesis mediante técnicas espectrofluorimétricas,

electrofisiolégicas, moleculares y conductuales sugieren que el canal idnico TRPAL y

el intercambiador NHE1 son proteinas que se acoplan funcionalmente para favorecer

la transmisidn nociceptiva en las neuronas del GRD en procesos de dolor inflamatorio.
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9. PERSPECTIVAS

e Determinar, mediante estudios de mutagénesis dirigida, si las cisteinas 422 y

622 son fundamentales para la activacion del canal TRPAL por los H*.

e Caracterizar biofisicamente la cinética de activacion del canal TRPA1 evocada

por la acidificacién intracelular.

e Evaluar la interaccién fisica entre NHE1-TRPA mediante inmunoprecipitacion

en neuronas del GRD aisladas de rata adulta.

e Identificar la actividad funcional de la interaccion NHE1-TRPA1 en neuronas del

GRD aisladas de ratas con dolor inflamatorio.
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Background: Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) is a non-selective cation channel
expressed by a subset of nociceptive neurons that acts as a multimodal receptor. Its activity contributes
to modulate nociceptive transmission in acute inflammatory pain. However, the role of this channel
in chronic pain has been less studied. The purpose of this study was to investigate the local periph-
eral and spinal participation of TRPA1 channels in formalin-induced long-lasting hypersensitivity.
Materials and methods: Formalin (1%)-induced chronic hypersensitivity was determined by
the application of von Frey filaments to ipsilateral and contralateral paws and through pharma-
cological testing using a selective TRPA1 blocker (A-967079). TRPA1 expression in the dorsal
root ganglion (DRG) and spinal cord was analyzed by Western blotting.

Results: Formalin (1%) injection produced acute flinching behavior (1 h) as well as secondary
allodynia and hyperalgesia (12 days). Local peripheral pretreatment (10 min before) or posttreat-
ment (6 days later) with A-967079 (1-100 uM) partially prevented and reversed, respectively, in
a dose-dependent manner, long-lasting secondary mechanical allodynia and hyperalgesia evoked
by 1% formalin. Likewise, intrathecal pretreatment or posttreatment with A-967079 partially
prevented and reversed, respectively, formalin-induced long-lasting hypersensitivity. A-967079
(100 uM) completely abolished the pro-nociceptive effect of formalin (adjusted to pH 7.4).
Finally, formalin injection increased TRPA1 protein expression in the DRG and spinal cord.
Conclusion: Results indicate that TRPA1 expressed in the DRG and spinal cord plays a relevant
role in formalin-induced long-lasting secondary nociceptive hypersensitivity.

Keywords: allodynia, chronic pain, formalin, hyperalgesia, TRPA1

Introduction
The transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) is a polymodal cation channel that
is highly expressed in nociceptors, where it functions to detect several pro-nociceptive
molecules involved in pain and pruritus.' However, TRPA1 is also expressed in non-
neuronal cells such as keratinocytes,” megakaryocytes,® or enterochromaffin cells.’
With regard to pain, this channel has been found in the dorsal root ganglion (DRG),
trigeminal ganglion, and spinal cord.!*!* Activation of TRPA1 leads to activation of
sensory neurons, release of inflammatory neuropeptides, and pain hypersensitivity.*!4
Several studies have reported that TRPA1 participates in inflammatory'** and
neuropathic'®*28 pain models. It has been reported that the TRPA1 channel blocker
Chembridge-5861526 (CHEM), given intrathecally, diminishes formalin-induced
secondary mechanical hypersensitivity'® suggesting that TRPA1 channels play an
important role in the acute and short-lasting effects of formalin. The role of this channel
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in the development of long-lasting secondary mechanical
allodynia and hyperalgesia induced by formalin remains
unknown. Accordingly, we hypothesized that local peripheral
and spinal TRPA 1 underlies formalin-induced acute nocicep-
tion and long-lasting secondary hyperalgesia and allodynia.
Therefore, the purpose of this study was to investigate the
participation of peripheral and spinal TRPA1 channels in the
development and maintenance of formalin-induced acute
nociception and long-lasting secondary mechanical allodynia
and hyperalgesia in rats. Moreover, we analyzed TRPA1 pro-
tein expression in sites relevant to the nociceptive processing
(DRG and spinal cord) in naive and formalin-treated rats.

Materials and methods

Subjects

Experiments were carried out in female Wistar rats (180—
200 g) of 8 to 10 weeks old at the beginning of experiments.
At the time of the experiment, animals were 1 week old or
older. Animals were housed in a room on a 12-h light/dark
cycle and had free access to food and drinking water before
the experiments. Experiments were conducted in accordance
with the Guidelines of Ethical Standards for Investigation of
Experimental Pain in Animals.? In addition, the Institutional
Animal Care and Use Committee approved our study (Cin-
vestav, Protocol 0092-14). All tests were undertaken during
the light phase. The number of experimental animals was
kept to a minimum.

Reagents

Formalin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was freshly
prepared and dissolved in 0.9% NaCl (sterile saline) in
most of the experiments. In one experiment, formalin was
dissolved in phosphate-buffered saline (pH 7.4). Then,
(1E,3E)-1-(4-Fluorophenyl)-2-methyl-1-penten-3-one oxime
(A-967079, Tocris Bioscience, Ellisville, MO, USA) was
dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) to make a stock
solution and kept at —20°C until the day of the experiment.
The final concentration of DMSO was less than 1% (v/v).
For local peripheral administration, drugs were given in a
volume of 50 pL into the formalin-treated paw. For intrathecal
(i.t.) administration, drugs were administered in a volume of
10 uL (into the subarachnoid space) through lumbar puncture.

Induction and assessment of acute
nociception and long-lasting secondary

mechanical allodynia and hyperalgesia
Rats (n=6 per group) were briefly immobilized in a manner
that allowed access to the right hind limb. Then, animals

received a subcutaneous injection of 1% formalin (50 pL)
into the dorsal surface on the right hind paw (ipsilateral)
with a 30-gauge needle. Acute nociception was assessed
using the formalin test.® Rats were placed in open acrylic
observation chambers for 30 min to allow them to acclimate
to their surroundings; then, they were removed for formalin
administration. Mirrors were placed in each chamber to
enable unhindered observation. Nociceptive behavior was
quantified as the number of flinches of the injected paw during
1-min periods every 5 min, for up to 60 min after injection.*
Flinching was characterized as rapid and brief withdrawal,
or as flexing of the injected paw. Formalin-induced flinching
behavior was biphasic. The initial acute phase (Phase 1, 0-10
min) was followed by a relatively short quiescent period,
which was then followed by a prolonged tonic response
(Phase 2, 15-60 min). After acute nociceptive evaluation,
animals were maintained for the next 12 days.

The hypersensitivity induced by formalin was tested at
baseline and also 1, 3, 6, and 12 days after injection. How-
ever, for subsequent experiments, the sixth day was chosen
to evaluate nociceptive behaviors as, at this time, nocicep-
tive behaviors are already established.>'*> To evaluate the
evoked nociceptive behaviors, rats were placed into testing
cages on a wire-mesh bottom and allowed to acclimate for
30 min. Rats were stimulated 10 times with two von Frey
filaments (Stoelting Co, Wood Dale, IL, USA) to the base of
the third toe on the plantar surface of both paws. Three trials
were carried out to determine the paw response frequency. A
force of 10 mN (1 g) does not activate cutaneous nociceptors
in naive rats, as it does not lead to paw withdrawal. Thus,
a response to this filament is an indication of allodynia.
Likewise, a force of 250 mN (26 g) is considered a noxious
stimulus.?* An increased response to this filament indicates
hyperalgesia. Rats were killed in a CO, chamber at the end
of the experiment.

Western blot analysis

Western blot analysis was used to determine the expression
of TRPA1 in ipsilateral DRG and the dorsal spinal cord. For
this, naive and formalin-treated rats (n=3 per group) were
killed by decapitation. DRGs (L4-L6), corresponding to the
afferent pathway from the hind paw, and the dorsal spinal cord
(L4-L6 segment) were carefully removed and processed as
previously described.* Tissues from individual animals were
homogenized in ice-cold lysis buffer (in mM: 150 NaCl, 50
Tris—-HCI, 5 EDTA), pH 7.4 for 30 min at 4°C. The protease
inhibitors phenylmethylsulfonyl fluoride (1 mM), aprotinin
(10 pg/mL), leupeptin (10 pg/mL), pepstatin A (10 pg/mL),
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and the surfactant 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) were added to the lysis buffer immedi-
ately prior to use. The homogenate was then centrifuged
(Eppendorf, Hamburg) at 14,000 rpm for 10 min to remove
cellular debris. The resultant supernatant was used to measure
protein concentration by using Bradford’s method (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).

Fifty micrograms of total protein were separated by
electrophoresis in 10% SDS-polyacrylamide gels and
transferred to polyvinylidene fluoride membranes. Mem-
branes were blocked in 5% non-fat milk in PBS at pH 7.4
(in mM: 137 NaCl, 2.7 KCl, 10 Na,HPO,, and 2 KH,PO,)
with 0.05% Tween-20 for 1 h. After that, they were washed
and incubated overnight at 4°C in 5% non-fat dry milk/PBS
containing rabbit anti-TRPA1 antibody (1:2,000, Cat. No.
68847, Abcam, Cambridge, MA, USA). Membranes were
incubated for 1 h at room temperature in 1% non-fat milk/
PBS containing the horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody (bovine anti-rabbit 1:3000, Cat. No.
sc-2370, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA or
goat anti-mouse 1:10,000, Cat. No. 115-035-003, Jackson
Immuno Research, West Grove, PA, USA). Protein signal
detection was achieved with the ECL chemiluminescence
system (Millipore, Billerica, MA, USA). The next day, blots
were incubated with a monoclonal antibody directed against
B-actin (1:5,000, Cat. No. MAB1501R, Millipore, Billerica,
MA, USA), which was used as internal control to normalize
TRPA1 protein expression level. Bands were analyzed with
Image Studio Ver. 4.0 (LI-COR, Lincoln, NE, USA).

Experimental design

To determine whether blockade of TRPA1 channels at the
peripheral or spinal level modifies formalin-induced second-
ary allodynia and hyperalgesia, we used the highly selective
TRPA1 blocker A-967079 (IC,: 289 nM).* Dose selection
was based on previous studies'”?* and pilot experiments in
our laboratory. Formalin (1%) was selected because, at this
concentration, formalin activates C fibers wherein TRPA1 is
mainly expressed.>*

In order to assess the participation of local peripheral
and spinal TRPA1 channels in the development of formalin-
induced secondary allodynia and hyperalgesia, rats received
a subcutaneous (s.c.) injection into the dorsal surface of the
right hind paw (50 pL) or an i.t. injection (10 uL) of vehicle
(1% DMSO) or increasing doses of A-967079 (1-100 uM) 10
min before 1% formalin injection into the right (ipsilateral)
paw. Allodynia and hyperalgesia were evaluated 6 days later
in both paws. To determine whether A-967079 acted locally,

the maximal dose of A-967079 used (100 pM) was injected
into the left (contralateral) paw 10 min before a 1% formalin
injection into the right paw, and the effect on nociceptive
behavior was assessed in both paws.

In order to determine the participation of local peripheral
and spinal TRPA1 channels in the maintenance of formalin-
induced secondary allodynia and hyperalgesia, rats received
a s.c. injection into the dorsal surface of the right hind paw
(50 pL) or an i.t. injection (10 pL) of vehicle (1% DMSO) or
increasing doses of A-967079 (1-100 uM) 6 days after 1%
formalin injection into the right (ipsilateral) paw. Animals
were tested before drug administration to register a baseline
of nociceptive behaviors. Allodynia and hyperalgesia were
evaluated 1 h after drug administration because, at this time,
we observed the maximal antinociceptive response.

In order to discharge the effects of hydrogen ions (H*) in
the development of formalin-induced secondary allodynia
and hyperalgesia, rats received a local peripheral pretreatment
with vehicle (1% DMSO) or A-967079 (100 uM) 10 min
before the administration of 1% formalin pH 7.4, instead of
regular formalin (without controlling the pH).

In order to assess the role of TRPA1 channels in sites
related to nociceptive processing induced by formalin, we
determined the expression of this channel at the ipsilateral
DRG and dorsal spinal cord at 1 h as well as on days 1, 6,
and 12 after the 1% formalin injection.

Data and statistical analysis
Behavioral data are expressed as mean = SEM of the hind paw
withdrawal response of six rats for each group. Protein expres-
sion data are the mean = SEM of three independent experiments.
Data were analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by the Student-Newman—Keuls post
hoc test; p-values less than 0.05 were considered significant.
Statistical analyses were conducted using GraphPad Prism
6.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

Results
Acute and secondary allodynia and

hyperalgesia induced by formalin

Formalin administration into the dorsal surface of the right
hind paw resulted in acute nociception (spontaneous flinching)
lasting approximately 1 h (data not shown) as well as second-
ary mechanical allodynia and hyperalgesia lasting from 1 to
12 days in the injected (ipsilateral; Figure 1A and C) and in
the uninjured (contralateral; Figure 1B and D) hind paw. This
was observed as a bilateral increase in the paw withdrawal
responses to application of von Frey filaments, which was
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Figure | The time course of the mean number of paw withdrawal responses (n=6 = SEM) to 10 applications of von Frey filaments of two different bending forces 10 (circles,
A and B) and 250 mN (triangles, C and D) following subcutaneous administration of 1% formalin (1% F).

Note: p<0.05 by two-way ANOVA followed by the Student—-Newman—Keuls test.
Abbreviations: IL, ipsilateral; CL, contralateral; ANOVA, analysis of variance.

significant 1 day after formalin administration and lasted for
at least 12 days (p<0.05). For experiments with the TRPA1
channel blocker, the sixth day was chosen to evaluate noci-
ceptive behaviors as previously reported.*® In addition, effects
in the contralateral paw were omitted for the sake of clarity.

Effects of A-967079 on formalin-induced

acute and long-lasting hypersensitivity

Local peripheral and i.t. pretreatment (10 min before) with
A-967079 (1-100 uM) partially prevented formalin-induced
acute (1 h) nociceptive flinching during phases 1 and 2
(p < 0.05, Figure 2). Moreover, local peripheral (p<0.05,
Figure 3) or spinal (p<0.05, Figure 4) pre- or posttreatment
(6 days later) with A-967079 (1-100 uM) partially prevented
and reversed, respectively, 1% formalin-induced secondary
mechanical allodynia and hyperalgesia in ipsilateral and
contralateral paws. Of note, local peripheral administration
of A-967079 (100 uM) into the contralateral paw did not
affect formalin-induced hypersensitivity, indicating that the

antinociceptive effect of A-967079 is mediated by the block-
ade of TRPA1 located in the periphery (Figure 3).
Formalin (adjusted to pH 7.4) injection produced lesser
nociceptive behaviors than formalin dissolved in saline.
Interestingly, local peripheral pretreatment with A-967079
(100 uM) completely prevented formalin (pH 7.4)-induced
long-lasting allodynia and hyperalgesia (p<0.05, Figure 5).

Effect of formalin on TRPA| expression in
DRG and spinal cord

Western blot analysis identified a 123-kDa band corre-
sponding to the molecular weight expected for TRPAI in
the ipsilateral DRG and dorsal spinal cord of naive and
formalin-treated rats (Figure 6). Moreover, formalin (1%)
injection increased TRPA 1 protein expression on days 6 and
1 after injection in the ipsilateral DRG (p<0.05, Figure 6A)
and dorsal spinal cord (p<0.05, Figure 6B). No change in
TRPAL1 protein expression was detected in the contralateral
DRG or dorsal horn (data not shown).
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Figure 2 Antinociceptive effect of the local peripheral (s.c.; A and C) and intrathecal (i.t.; B and D) pretreatment with A-967079 (I-100 pM) in rats subjected to the 1%

formalin test.

Notes: (A and B) The time course observed during phases | and 2 of the formalin test after administration of 100 pM of A-967079 into the dorsal part of the paw (A) or i.t.
(B) 10 min before formalin injection. C and D show the data on the area under the curve for the phases | and 2 for local peripheral and intrathecal administration, respectively.
Data are mean (n=6 + SEM). In plots C and D, *p<0.05, significantly different from the formalin (F) group, by one-way ANOVA followed by the Student—-Newman—Keuls test.

Abbreviation: ANOVA, analysis of variance.

Discussion

In this study, we found that either local peripheral or i.t.
administration of the TRPA1 channel blocker A-967079
prevented acute nociception in the formalin test. Further-
more, this drug prevented and reversed formalin-induced
long-lasting hypersensitivity in rats. As formalin is a TRPA1
channel agonist* and A-967079 is a highly selective TRPA1
channel blocker,?* our data suggest that peripheral and spinal
TRPA1 channels participate in acute nociception as well as in
the development and maintenance of long-lasting secondary
allodynia and hyperalgesia induced by formalin. These data
suggest that acute nociception and secondary allodynia and
hyperalgesia depend on TRPA1 channel-induced persistent
small afferent input as well as a sensitized dorsal horn. Our
results agree with previous observations demonstrating
that TRPA1, indeed, participate in formalin-induced acute
nociception.'®*> Moreover, the fact that acute nociception
induced by the selective TRPA 1-channel agonist allyl isothio-
cyanate (AITC) is prevented by A-967079 further supports
that TRPA1 plays an important role in formalin-induced acute
nociception.* However, to our knowledge, this is the first

report about the anti-allodynic and anti-hyperalgesic effect
of A-967079 in formalin-induced long-lasting nociceptive
hypersensitivity. Our study agrees with a previous report
showing that the TRPA 1-channel blocker CHEM diminishes
formalin-induced secondary mechanical hypersensitivity
(24 h),'" suggesting that TRPA1 channels play an impor-
tant role in the short- (1 day) and long-lasting (6—12 days)
effects of formalin. Moreover, our data concord with those
showing that i.t. injection of the TRPA1-channel blocker
HC-030031 reduces long-lasting (28 days) mechanical and
cold allodynia induced by complete Freund’s adjuvant (CFA)
in mice."! The fact that A-967079 blocks AITC-induced acute
nociceptive behaviors in vivo,?* further suggest that TRPA1
channels are important for the development and maintenance
of nociceptive hypersensitivity induced by formalin. More-
over, our data agree with several studies reporting that other
TRPA1 antagonists (HC030031, CHEM) or genetic dele-
tion of 7rpal reduces nociceptive hypersensitivity induced
by colorectal distension, pancreatitis, colitis, osteoarthritis,
REM-sleep deprivation, skin incision, intraplantar capsaicin,
carrageenan, and peripheral nerve injury.!-242%373¢ Thus, our
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Figure 3 Antinociceptive effect of the local peripheral (s.c.) pretreatment (A and B) or posttreatment (C and D) with A-967079 (1-100 pM) on formalin-induced secondary

mechanical allodynia (A and C) and hyperalgesia (B and D) in rats.

Notes: Data are expressed as the mean (n=6 = SEM) paw withdrawal responses to the application of von Frey filaments (10 and 250 mN) to the plantar surface of rat paws
before (naive, N) and after 1% formalin (F). In all cases, #p<0.05 versus N group; *p<0.05 versus F group, by one-way ANOVA followed by the Student—Newman—Keuls test.
Abbreviations: pre-T; pretreatment; post-T, posttreatment; ANOVA, analysis of variance; CL, contralateral.

results extend these observations by showing that blockade of
TRPA1 channels has important consequences on the devel-
opment and maintenance of formalin-induced nociceptive
hypersensitivity. Some studies have reported that oral admin-
istration of A-967079 does not diminish mechanical allodynia
induced by CFA, chronic constriction injury, or spinal nerve
ligation models.? It is likely that this discrepancy is due to
the low amount of compound that reaches local peripheral
or spinal sites after oral administration. In support of this,
1.t. administration of CHEM or HC-030031 reduces tactile
allodynia in neuropathic rats.?*?’

It has been established that activation of TRPA1 channels
by its agonists (cinnamaldehyde, AITC, and formalin) in the
paw produces mechanical sensitization in rats.'>%3>3 Forma-

lin injection induces peripheral and central sensitization. In
the first case, there is evidence that formalin injection leads
to serotonin (5-HT), histamine, IL-1f, and TNFo. release at
the periphery, which in turn activate their receptors to pro-
duce direct nociception or sensitization.***? With regard to
central effects, formalin injection starts a cascade of events
including release of glutamate, prostaglandins, and 5-HT at
the dorsal horn spinal cord®* and activation of microglia
which, in turn, releases nitric oxide, nerve growth factor,
cytokines (IL-1P and TNF), and brain-derived neurotrophic
factor (BDNF).314346 Acting at their receptors, these mol-
ecules promote central sensitization and nociception. Thus,
the local peripheral anti-allodynic and anti-hyperalgesic
effects of A-967079 could be due, in the first instance, to the
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Figure 4 Antinociceptive effect of the intrathecal (i.t.) pretreatment (A and B) or posttreatment (C and D) with A-967079 (I-100 uM) on formalin-induced secondary

mechanical allodynia (A and C) and hyperalgesia (B and D) in rats.

Notes: Data are expressed as the mean (n=6 + SEM) paw withdrawal responses to the application of von Frey filaments (10 and 250 mN) to the plantar surface of rat paws
before (naive, N) and after 1% formalin (F). In all cases #p<0.05 versus N group; *p < 0.05 versus F group, by one-way ANOVA followed by the Student-Newman—Keuls test.
Abbreviations: pre-T, pretreatment; post-T, posttreatment; ANOVA, analysis of variance.

blockade of TRPA1 channels located on peripheral endings
of primary afferent neurons. This will reduce the release
of several pro-nociceptive substances, avoiding peripheral
sensitization. On the other hand, A-967079 — given into
the spinal cord — may reduce formalin-induced secondary
allodynia and hyperalgesia by diminishing release of pro-
nociceptive molecules as well as activation of microglia.
In addition, i.t. A-967079 could reduce dorsal root reflexes
or direct antidromic activation and cutaneous blood flow
leading to a reduction in substance P and calcitonin gene-
related peptide release in peripheral and central terminals
of primary afferent neurons.?**#74% Moreover, activation of

spinal TRPA1 channels leads to an increase of the excitatory
synaptic transmission in substantia gelatinosa neurons,*-*
which in turn reduces activation thresholds and enhances
afferent activity.® Thus, i.t. A-967079 could block this
excitatory synaptic transmission and some consequences of
the descending pain facilitation.'® All of these actions would
reduce the pre- and postsynaptic excitability of afferent and
convergent pain-relay neurons.

Local peripheral or i.t. administration of A-967079
produced a partial reversal of secondary allodynia and
hyperalgesia in the formalin model. This result may suggest
that other mechanisms, besides activation of TRPA1 chan-
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Figure 5 The antinociceptive effect of the local peripheral pretreatment with A-967079 (100 pM) on 1% formalin (pH 7.4)-induced secondary mechanical allodynia (A) and

hyperalgesia (B) in rats.

Notes: Data are expressed as the mean (n=6 + SEM) paw withdrawal responses to the application of von Frey filaments (10 and 250 mN) to the plantar surface of rat paws
before (naive, N) and after 1% formalin without control of pH [F] or 1% formalin at pH7.4 [F(7.4)]. In all cases, *p<0.05 versus N group; *p < 0.05 versus F group; ¥<0.05
versus F(7.4) group, by one-way ANOVA followed by the Student—-Newman—Keuls test.

Abbreviation: ANOVA, analysis of variance.
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Figure 6 Effect of 1% formalin on the TRPAI protein expression levels in the ipsilateral DRGs (A) and dorsal SC (L4-L6) (B) from rats.

Notes: Insets show representative blots obtained with TRPAI and B-actin primary antibodies. The specific signal for TRPAI was quantified and plotted as the percentage of
expression against -actin (n=3 = SEM). *p<0.05 compared to the naive group, by one-way ANOVA followed by the Student—-Newman—Keuls test.

Abbreviations: N, naive; IH, | hour; ID, | day; 6D, 6 days; 12D, 12 days; ANOVA, analysis of variance; DRG, dorsal root ganglion; SC, spinal cord.

nels, are involved in the development and maintenance of
secondary allodynia and hyperalgesia. Former studies have
established that activation of acid-sensing ion channels
(ASICs) and TRPV1 is a common feature in inflammatory
pain in which pH is not controlled.’!*2 Furthermore, we have
demonstrated that hydrogen ions (H*) indeed contribute to
the development of secondary allodynia and hyperalgesia
induced by formalin.>® Thus, injection of formalin without
pH control would stimulate several targets, including ASICs,
TRPV1,** and TRPA1% channels. In order to discharge the
participation of H* and activation of TRPV1 and ASICs,
we designed an experiment controlling the pH of formalin
to 7.4. We observed that 1% formalin at pH 7.4 produced

lower levels of secondary allodynia and hyperalgesia than
1% formalin (without pH control). This result agrees with
a previous observation showing that 0.5% formalin at pH
7.4 induced lower nociceptive behaviors than either 0.5%
formalin at pH 5.8 or non-pH-adjusted formalin.>® In this
condition (1% formalin at pH 7.4), local peripheral admin-
istration of A-967079 completely abolished development of
formalin-induced secondary allodynia and hyperalgesia in
rats. Thus, it seems that under controlled conditions of pH,
the only target responsible of the nociceptive hypersensitivity
is TRPA1 channel.

In line with the behavioral results, Western blot data
revealed that formalin injection increases TRPA1 protein
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expression in the ipsilateral DRG and dorsal region of the
spinal cord. Thus, our data indicate that this channel is located
in sites related to the peripheral and spinal processing of pain.
Our data are the first to demonstrate that formalin enhances
TRPA1 protein expression in the DRG and spinal cord. These
results concord with those from other studies demonstrating
that CFA, colitis, and nerve injury enhances TRPA1 protein
and mRNA expression in the DRG of rats and mice.!113%55-58

Conclusion

Formalin produces long-lasting nociceptive hypersensitivity,
which is sensitive to TRPA1 blockade. Data suggest that the
peripheral and spinal TRPA 1 channel located in the DRG and
spinal cord is important for the development and maintenance
of formalin-induced secondary allodynia and hyperalgesia.
This channel could be a target to develop useful drugs to treat
long-lasting nociceptive hypersensitivity.
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