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1. RESUMEN

La desregulacion de canales idnicos en respuesta a lesiones en el sistema nervioso
somatosensorial resulta en un aumento de la excitabilidad neuronal que subyace al
desarrollo del dolor neuropatico. Los canales TREK-1 son miembros de la familia de
canales de K* con dos segmentos de poro que contribuyen a las corrientes de fuga
gue mantienen el potencial de membrana en reposo en los nociceptores. El canal
TREK-1 se modula por una amplia variedad de estimulos fisicos y quimicos
(estimulacién mecénica, acidificaciéon intracelular, &cidos grasos poliinsaturados y
fosfolipidos). La activacion de receptores acoplados a proteinas G inhibe la actividad
del canal TREK-1, a traves de la fosforilacion en la region C-terminal del canal por
las proteinas cinasas A (PKA) y C (PKC). En el presente trabajo se determind la
participacion del canal TREK-1 en la alodinia mecéanica inducida por la ligadura de
los nervios espinales L5 y L6. Asimismo, se evaluo el papel de la PKA y PKC sobre
el efecto antialodinico del canal TREK-1 en ratas neuropaticas. La ligadura de los
nervios espinales L5 y L6 produjo alodinia tactil a partir del dia 3 y hasta 21 dias
posteriores a la lesion. La inyeccion intratecal de BL-1249 (1-100 uM), activador del
canal TREK-1, pero no el vehiculo, disminuyé de manera dosis dependiente la
alodinia tactil inducida por la ligadura de los nervios espinales. De manera opuesta,
la inyeccion intratecal de espadina (1-10 pM), bloqueador del canal TREK-1, produjo
alodinia tactil en ratas intactas, ademas previno el efecto antialodinico inducido por
BL-1249 (100 uM) en ratas neuropaticas. Por otra parte, la administracion de los
activadores de la PKA y PKC, forskolina y forbol 12,13-dibutirato (0.1 y 1 mM),
disminuy6 el efecto antialodinico de BL-1249 (100 upM). En contraste, la
administracién de inhibidores de la PKA y PKC, Rp-cAMP y G6-6983 (1 mM),
aumenté ligeramente el efecto antialodinico de BL-1249 (1 uM). Finalmente, la
ligadura de los nervios espinales L5 y L6 aumenté la expresion del canal TREK-1
en el GRD lesionado (L5) y no lesionado (L4) los dias 7 y 14 después de la lesion.
Los datos obtenidos sugieren que el canal TREK-1 juega un papel antinociceptivo
en ratas con dolor neuropatico. Ademas, se demostré que la PKA y PKC regulan el

efecto antialodinico de los canales TREK-1 en condiciones de dolor neuropatico.
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2. ABSTRACT

Dysregulated ion channel function in response to nerve injury results in enhanced
neuronal excitability that underlies neuropathic pain. TWIK-related 1 potassium
channel (TREK-1) is member of the two-pore domain potassium channel family that
contributes to background conductances in nociceptors. TREK-1 channel is
modulated by a variety of different physical and chemical stimuli (mechanical,
intracellular acidification, poly-unsaturated fatty acids and phospholipids). TREK-1
activity is inhibited in the C-terminal region of the channel by phosphorilation induced
by G-protein coupled receptors activation through protein kinase A (PKA) and protein
kinase C (PKC) activity. The aim of the present investigation was to determine the
participation of TREK-1 in the mechanical hypersensitivity induced by a neuropathic
pain model in rats. We also assessed the rol of PKA and PKC on the TREK-1
antiallodynic effect in neuropathic rats. The L5 and L6 spinal nerve ligation induced
tactile allodynia from 3 to 21 days after injury. Intrathecal injection of the TREK-1
activator BL-1249 (1-100 uM), but not vehicle, reduced in a dose-dependent manner
established tactile allodynia. Contrarywise, intrathecal injection of the TREK-1
blocker spadin (1-10 uM) produced tactile allodynia in a dose-dependent manner in
naive rats and prevented the antiallodynic effect induced by BL-1249 (100 uM) in
neurpathic rats. Furthermore, the intrathecal injection of PKA and PKC activators,
forskolin and phorbol 12,13- dibutyrate (0.1 and 1 mM), decreased the antiallodynic
effect of BL-1249 (100 uM). By contrast, administration of PKA and PKC inhibitors,
Rp-cAMP (1 mM), and G6-6983 (1 mM), slightly increased the antiallodynic effect of
BL-1249 (1 uM). Spinal nerve ligation enhanced TREK-1 expression in injured (L5)
and uninjured (L4) dorsal root ganglia at 7 and 14 days post-injury. The data
obtained suggest that TREK-1 channels play an antinociceptive role in neuropathic
pain. Also, we demonstrated that in neuropathic conditions PKA and PKC regulate

the antiallodynic effect of TREK-1 channels.
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3.1.

INTRODUCCION

Dolor

El dolor cumple funciones relevantes para la proteccion del organismo, ya que evita

la interaccion con estimulos nocivos que ponen en peligro su integridad. Sin

embargo, cuando existe un funcionamiento anormal en las estructuras que regulan

este mecanismo, el dolor sobrepasa su funcion y se vuelve patoldgico. La

Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés)

lo define como una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a un

dafo tisular real o potencial que puede ser descrito en términos de la magnitud del

dafio (Jensen et al., 2011). Actualmente la clasificacion del dolor méas aceptada es

la propuesta por Woolf, la cual se basa en los mecanismos fisiologicos que lo

originan para clasificarlo en 4 tipos (Woolf, 2004):

Dolor nociceptivo: Dolor transitorio que responde a estimulos nocivos. Se
considera un sistema de alerta ante estimulos potencialmente dafiinos.
Dolor inflamatorio: Dolor agudo que se presenta de manera espontanea y
responde a un dafio tisular. Se acompafa de hipersensibilidad y se produce
por la estimulacion de nociceptores presentes en el tejido lesionado.

Dolor neuropético: Dolor crénico espontdneo acompafiado de
hipersensibilidad que se genera por lesiones en el sistema nervioso, tanto a
nivel periférico como a nivel central.

Dolor funcional: Dolor no adaptativo ya que carece de un motivo de respuesta
especifico, se origina como consecuencia de un procesamiento central
alterado (Woolf, 2004).



3.2. Fisiologia del dolor

La integracion de la informacion nociceptiva conforma una serie de eventos
fisioldgicos que colectivamente se denominan nocicepcion. La nocicepcion
comprende los procesos de transduccion, conduccioén, transmision y percepcion. La
transduccion es el proceso por el cual un estimulo térmico, mecénico o quimico se
convierte en un impulso eléctrico por canales i6nicos expresados en las fibras
aferentes primarias. Por su parte, la conduccion es la propagacién de los
potenciales de accidén desde las terminales periféricas hacia el ganglio de la raiz
dorsal (GRD) donde el estimulo se transmite a las neuronas de proyeccién dentro
del asta dorsal de la médula espinal. Un subconjunto de estas neuronas de
proyeccion tranfieren la informacion a la corteza somatosensorial a través del
talamo, proporcionando informacion sobre la ubicacion y la intensidad del estimulo
doloroso. Finalmente la percepcion es el proceso por el cual se integran los
estimulos nociceptivos con factores cognoscitivos y emocionales para crear la

experiencia subjetiva de dolor (Scholz y Woolf, 2002).

La transduccion y la transmision de la informacion nociceptiva permiten detectar
estimulos térmicos, mecanicos o quimicos de alta intensidad por una subpoblacién
de fibras nerviosas periféricas llamadas nociceptores o fibras aferentes primarias.
Estas fibras tienen una estructura pseudomonopolar que se bifurca por axones
perifericos hacia la piel y axones centrales hacia la médula espinal (Steeds, 2016).
Los cuerpos celulares de los nociceptores se localizan en el GRD y se clasifican de

acuerdo con su diametro, grado de mielinizacion y velocidad de conduccion en:

+ Fibras AB. Son fibras densamente mielinizadas de mas de 10 um de diametro
y una velocidad de conduccion mayor a los 30 m/s. Estas fibras, también
llamadas mecanoreceptores, se encargan de codificar la informacion

mecanica inocua de bajo umbral (Millan, 1999).

» Fibras Ad. Son fibras medianas poco mielinizadas de 2-6 um de diametro y
presentan una velocidad de conduccion relativamente rapida, entre 5 a 30

m/s. Las fibras Ad se han dividido en tipo | y Il. Las fibras Ad de tipo |



responden a estimulos térmicos de alto umbral (temperaturas mayores de 50
°C o por debajo de los 8 °C) y a estimulos mecanicos. Las fibras Ad de tipo
Il responden a estimulos térmicos (entre 40 a 45 °C) y mecanicos de alto
umbral (Giordano, 2005; Basbaum et al., 2009).

» Fibras C. Constituyen la mayoria de la inervacion nociceptiva y son fibras no
mielinizadas polimodales; es decir, se activan por estimulos mecénicos,
térmicos y/o quimicos. Las fibras C tienen una velocidad de conduccion entre
0.5y 2 m/s y un diametro de 0.4 a 1.2 um (Millan, 1999; Giordano, 2005).

Las fibras C suelen clasificarse anatdbmicamente en dos grupos dependiendo de la
presencia de neuropéptidos, de su regulacion por factores de crecimiento y de su
patron de inervacion en el asta dorsal de la médula espinal. Las fibras C
peptidérgicas contienen sustancia P y el péptido relacionado al gen de la calcitonina
(CGRP). Ademas, expresan el receptor tirosina cinasa A (RTK), responden al factor
de crecimiento neural (NGF) e inervan la lamina | y la lamina Il externa del asta
dorsal de la médula espinal. Por su parte, las fiboras C no peptidérgicas expresan
sitios de union a isolectina B4 y a receptores purinérgicos P2X3. Ademas,
responden al factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF) y terminan
principalmente en la lamina Il interna del asta dorsal de la médula espinal (Snider y
McMahon, 1998; Sawynok y Liu, 2003).

El asta dorsal de la médula espinal es la zona que recibe la mayor inervacion por
parte de las fibras aferentes primarias. De acuerdo con el tamafio y
empaquetamiento de la densidad neuronal se ha descrito la organizacién anatomica
de ésta en; lamina | (capa marginal), Il (sustancia gelatinosa), Ill y IV (nucleos
propios), asi como las V y VI (capas profundas). Las laminas mas superficiales (I y
II), junto con las profundas (V y VI) constituyen las regiones principalmente
implicadas en la recepcién, procesamiento y transmision de la informacion
nociceptiva (Todd, 2010). El asta dorsal de la médula espinal es también el sitio
donde las fibras aferentes primarias hacen sinapsis con neuronas de segundo orden
y ocurre la primera sinapsis en la via ascendente que transmite la informacién

sensorial para la percepcién del dolor (Patestas y Gartner, 2009).



La informacion nociceptiva se transmite de las laminas superficiales de la médula
espinal al cerebro mediante neuronas de proyeccion cuyos cuerpos celulares estan
ubicados en la lamina | de la médula espinal. Los axones de las neuronas de
proyeccion cruzan la linea media hacia el lado contralateral y se unen al tracto
espinotalamico (STT) que se proyecta al tAlamo y al tracto espinoparabranquial que
se proyecta al tronco cerebral (Basbaum et al., 2009; lkoma et al., 2011; Cameron
et al., 2015).

El tAlamo es convencionalmente una estacion de relevo para la informacion
nociceptiva. Los axones que viajan en los tractos espinotalamico lateral y medial
terminan en sus respectivos nucleos medial y lateral, y desde aqui las neuronas
proyectan a la corteza somatosensorial primaria y secundaria, las areas
involucradas en el procesamiento emocional y de recompensa (corteza cingulada
anterior y prefrontal, amigdala y sistemas limbicos) asi como areas involucradas en
la conciencia (corteza insular) para finalmente percibir el estimulo nocivo como dolor
(Steeds, 2016) (Fig. 1).
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Figura 1. Estructura del sistema nociceptivo. Los nociceptores responden a estimulos térmicos,
mecanicos o quimicos, mediante la activacién de receptores expresados en la terminal periférica de
las fibras C y AD, las cuales transducen la sefial en potenciales de accion que se propagan hacia la
médula espinal donde se transmiten a neuronas de segundo orden encargadas de proyectar la

informacién nociceptiva a centros supraespinales en donde se integra la percepcion del dolor.
Modificado de Treede, 2003.



3.3. Dolor neuropético

Segun la IASP el dolor neuropético es el dolor causado por una lesion o enfermedad
gue afecta el sistema nervioso somatosensorial (Jensen et al., 2011; Finnerup et al.,
2016). El dolor neuropético es una condicion discapacitante que afecta del 7 al 8%
de la poblacibn mundial (Smith y Torrance, 2012; Van Hecke et al., 2014).
Enfermedades tales como la esclerosis multiple, mielitis transversal, diabetes,
infecciones, compresion o lesion del nervio, lesibn de la médula espinal,
canalopatias y enfermedades autoinmunes son algunas de las causas implicadas
en el desarrollo del dolor neuropético (Finnerup et al., 2007).

Las neuropatias cronicas alteran las propiedades eléctricas de los nervios
sensoriales, lo que conduce a desequilibrios entre la sefializacion excitatoria e
inhibitoria central, ocasionando sintomas clinicos tales como sensaciones
eléctricas, dolor punzante y quemante, hiperalgesia (dolor exagerado ante un
estimulo nocivo) y alodinia (respuesta dolorosa ante un estimulo inocuo)
(Sandkuhler y Lee, 2013; Colloca et al., 2017).

3.3.1. Sensibilizacién periférica

La sensibilizacion periférica es resultado de un proceso inflamatorio que modifica el
entorno quimico del nervio lesionado (Cook et al., 2018). En respuesta al dafio al
tejido se liberan un conjunto de moléculas de sefializacién conocidas como "sopa
inflamatoria". La sopa inflamatoria representa una amplia gama de mediadores que
incluyen: serotonina, histamina, glutamato, ATP, adenosina, bradicinina,
eicosanoides, CGRP, lipidos (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos,
endocannabinoides), neurotrofinas, citocinas y quimiocinas, asi como proteasas y
protones extracelulares. Estos factores pueden ser producidos y liberados, ya sea
por el propio nociceptor o por células residentes al tejido lesionado como células
cebadas, basofilos, plaquetas, macréfagos, neutréfilos, células endoteliales,
gueratinocitos y fibroblastos que residen o se infiltran en el area lesionada
(Basbaum et al., 2009).



Estos mediadores inflamatorios pueden activar directamente a los nociceptores
disminuyendo el umbral de activacion del potencial de accién, favoreciendo la
excitabilidad neuronal y generando el proceso de sensibilizacién (Ji et al., 2003). La
sensibilizacion facilita la activacion de las terminales centrales de los nociceptores
produciendo una accion refleja del axén que provoca la liberacion de CGRP y
sustancia P de terminaciones libres adyacentes del mismo axén. Este proceso
favorece la despolarizacion de las terminales nerviosas y la secrecion de
mediadores inflamatorios por nociceptores y células inmunes, lo cual favorece la
expansion de las areas de inflamacion neurogénica prolongado de forma continua

la sensibilizacion (lyengar et al., 2017).

Adicionalmente, los mediadores inflamatorios y neuropéptidos liberados se unen a
uno o mas receptores de la superficie celular, incluidos los receptores acoplados a
proteina G (GPCR), los canales de potencial transitorio (TRP), los canales i6nicos
sensibles a acido (ASIC), los canales de potasio con dos segmentos de poro (K2P)
y el receptor RTK. Este proceso promueve la activacion de segundos mensajeros y
cascadas de sefializacion que conducen al incremento de calcio (Ca?*) intracelular
y la fosforilacion de receptores y canales idnicos a través de la activacion de la
proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK), la proteina cinasa activada por sefial
extracelular (ERK), la proteina cinasa C (PKC), la proteina cinasa A (PKA), cinasas
c-Jun N-terminal (JNK) y p38 MAPK. Ademas, la activacion de factores de
trascripcion modifica la expresion de canales ionicos y proteinas de membrana
aumentando la excitabilidad celular y contribuyendo al proceso que amplifica la

respuesta inflamatoria (Basbaum et al., 2009).

Como se mencioné anteriormente las citocinas inflamatorias son mediadores clave
durante la sensibilizacion periférica. En particular, se ha demostrado que la IL-1p,
IL-6, TNF-a, interleucina-17A (IL-17A) e IL-5 regulan de forma directa la actividad
de los nociceptores (Pinho-Ribeiro et al., 2017). La IL-1pB facilita la generacién de
potenciales de accién en los nociceptores mediante la activacion de la p38 MAPK,
lo cual promueve la fosforilacion de los canales de sodio Nay1.8 (Binshtok et al.,

2009). La IL-1B también regula la expresion del receptor de potencial transitorio del



subtipo vanilode 1 (TRPV1) al interaccionar con el receptor tipo 1 de interleucina 1
(IL-1R1) aumentando asi la sensibilidad al dolor ante estimulos térmicos (Fang et
al., 2015). La IL-6 induce la produccién de prostaglandinas al unirse a la
glicoproteina 130 (gp130), un receptor de transduccion de sefiales para citocinas
expresado en los nociceptores, el cual aumenta la expresion de los canales de
potencial transitorio del subtipo anquirina 1 (TRPAL) y los canales TRPV1 (Malsch
et al., 2014;) La sensibilizacion neuronal inducida por el TNF-a esta relacionada con
la fosforilaciéon de los canales de sodio Nav1.8 y Nav1.9 a través de la sefializacion
de la p38 MAPK. Adicionalmente, el TNF-a también aumenta la expresion del canal
TRPV1 en los nociceptores al interaccionar con el receptor 2 del factor de necrosis
tumoral (TNFR2) (Constantin et al., 2008). La IL-183, la IL-6 y el TNF-a activan
diferentes mecanismos de sefializacion para inducir la sintesis de prostaglandinas
0 para potenciar la activacion de los receptores TRP y los canales Nav, lo cual

conduce a la sensibilizacion rapida de los nociceptores (Pinho-Ribeiro et al., 2017).

Otro neuromodulador importante en el proceso de sensibilizacion periférica es el
NGF el cual es producido por células inmunes innatas durante el proceso de
inflamacion. EI NGF en los nociceptores activa al receptor de tropomiosina cinasa
A (TrkA) desencadenando la sefalizacion de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y
Src. La activacion de estas cinasas conduce a la fosforilacion del canal TRPV1 que
a su vez se inserta rapidamente en la membrana, promoviendo la sensibilizacién de
los nociceptores (Zhang et al., 2005; Eskander et al., 2015). Ademas de favorecer
la translocacion del canal TRPV1 a la membrana, el NGF induce la activacion de la
p38 MAPK aumentando la expresion del canal TRPV1 de manera independiente a

la trascripcion (Ji et al., 2002).

Los lipidos también son factores clave en la sefalizacion al dolor. El acido
lisofosfatidico y la esfingosina-1-fosfato, por ejemplo, actian directamente sobre los
nociceptores para aumentar la actividad del canal TRPV1 (Nieto-Posadas et al.,
2012; Langeslag et al., 2014). El leucotrieno B4 (LTB4) induce la activacion de fibras
C y fibras Ad. Un subconjunto de fibras positivas para el canal TRPV1 expresan al

receptor para leucotrieno B4, que media el flujo de Ca?* en respuesta a la activacion



del ligando (Andoh y Kuraishi, 2005). Estas interacciones mejoran la excitabilidad
neuronal, aumentando asi la sensibilidad a la temperatura o al tacto (Basbaum et
al., 2009).
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Figura 2. Representacién esquematica de los mecanismos de sensibilizacion periférica. Las lesiones
en los nervios periféricos inducen la liberacion de mediadores inflamatorios por parte de células
adyacentes al tejido lesionado como IL-1B, TNF-a, bradicinina, sustancia P, CGRP, NGF vy
prostaglandinas. Los mediadores inflamatorios sensibilizan a las neuronas sensoriales a través de
la accion de segundos mensajeros (por ejemplo, PKA, PKC, ERK, JNK y p38 MAPK). La activacion
de segundos mensajeros conduce a la fosforilacién y activacién de factores de transcripcién que
conducen a cambios en la expresién de neurotransmisores, receptores y canales i6nicos. Modificado
de Ellis y Bennett, 2013.

3.3.2. Sensibilizacién central

La sensibilizacion central es resultado de la facilitacion y amplificacion de la
respuesta sinaptica entre las terminales postsinapticas de las fibras aferentes
primarias y las neuronas del asta dorsal de la médula espinal (Latremoliere y Woolf,
2009). Este proceso conlleva a cambios en el sistema nervioso central que
promueven la trasmision anormal de la informacién nociceptiva e incluso

contribuyen a los procesos a largo plazo que producen el mantenimiento del dolor
(Costigan et al., 2009).



Los mecanismos que participan en el establecimiento de la sensibilizacion central
implican la alteracién de la trasmision glutamatérgica y la activacion continua de los
receptores amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA), N-metil-D-
apartato (NMDA) y los receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuR), asi como
la liberacién de BDNF, sustancia P, CGRP y 6xido nitrico (Costigan y Woolf 2000).
La activacion del receptor AMPA permite la entrada de iones Na* en la neurona
postsinaptica y su despolarizacion. Esta despolarizaciéon parcial remueve el ion de
magnesio (Mg?*) del canal NMDA (Mayer et al., 1984). La eliminacién de este
bloqueo dependiente del voltaje es un mecanismo importante para aumentar
rapidamente la eficacia sinaptica y permitir la entrada de Ca?* en las neuronas. El
aumento de Ca?* intracelular activa una gran cantidad de vias de sefializacion
dependientes de segundos mensajeros incluidos la via de las MAPK, PKC, PKA,
PI3K y Src. Estas vias de sefalizacion facilitan la transmisién de la informacion
nociceptiva al favorecer la expresion y fosforilacion de receptores postsinapticos
incluidos los receptores NMDA (Ashmawi y Freire., 2016). Adicionalmente, la
liberacién de neuromoduladores como sustancia P y BDNF promueven la activacion
de vias de sefalizacion intracelular al unirse a sus receptores metabotropicos
acoplados a proteinas G, los cuales, aumentan las concentraciones de Ca* y
desencadenan la activacion de PKA, PKC y la proteina cinasa Il dependiente de
calmodulina (CaMKIl). Estas cinasas, asi como la cinasa Src, fosforilan a los
receptores NMDA y AMPA, lo que contribuye a la sensibilizacién central (Miyabe y
Miletic, 2005). La participacion de estos mediadores conlleva a la activacion de
mecanismos postraduccionales y transcripcionales que producen alteraciones a
largo plazo (Ji et al., 2003). Adicionalmente, el aumento de BDNF promueve una
diminucion en la expresion del cotransportador KCC2, lo cual provoca un aumento
en los niveles intracelulares de CI- (Rivera et al., 2002). El aumento en el gradiente
de aniones intracelulares por la activacion del receptor GABAa convierte la inhibicion
GABAérgica de estas células en excitacion y potencia la actividad glutamatérgica a
través de los receptores NMDA (Coull et al., 2003). Este cambio en el gradiente

intracelular favorece el aumento de la excitabilidad sinaptica y conduce a la
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activacion de potenciales de accion en las neuronas de la ldmina | del asta dorsal

de la médula espinal (Ferrini et al., 2016) (Fig.3).
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Figura 3. Representacion esquematica de los mecanismos de sensibilizacion central. El aumento de
la actividad presinaptica promueve la despolarizacién postsindptica prolongada a través de la accion
glutamatérgica de los receptores NMDA. Por otra parte, la activacién de receptores microgliales
favorece la activacién de p38 MAPK y posteriormente la liberacién de IL-13 y BDNF; a través de la
activacion del receptor TrkB por el BDNF se regula la actividad del cotrasportador KCC2,
promoviendo un cambio en el gradiente de aniones que favorece la generacién de potenciales de
accion. Modificado de Ellis y Bennett, 2013.

La sensibilizacién central también puede ser causada por una reduccion en la
trasmision inhibitoria debido a una pérdida de neuronas liberadoras de acido y-
aminobutirico (GABA) en el asta dorsal de la médula espinal (Gwak y Hulsebosch,
2011). Las lesiones en los nerviosos periféricos inhiben la transmisién GABAérgica
y glicinérgica provocando un procesamiento aberrante de la informacion sensorial
(Prescott et al., 2014). La disminucién de la transmision GABAérgica facilita cambios
en el gradiente de cloruro (CI) (Coull et al., 2003) vy limita la liberacién de glicina
(Imlach et al.,, 2016). En condiciones fisiolégicas la inhibicibn GABAergica y
glicinérgica suprimen la actividad de los circuitos sindpticos modulando el trasporte

de las fibras AB, que hacen sinapsis en las laminas Ill y IV (Abraira et al., 2017), asi
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como fibras C y Ad que se transmiten a las laminas superficiales | y Il de la médula
espinal (Peirs y Seal, 2016). En respuesta a una pérdida de las terminales
GABAérgicas y a la disminucién de glicina, la informacion tactil e inocua que viaja a
las laminas Il y IV es trasmitida por las laminas | y Il, produciendo que los estimulos
inocuos se perciban como dolor (Lu et al., 2013; Sascha et al., 2018).

Los canales TRPV1 expresados en la médula espinal también contribuyen a la
sensibilizacion central favoreciendo procesos de desinhibiciéon impulsados por las
interneuronas GABAérgicas. La activacion de los canales TRPV1 en las
interneuronas GABAEérgicas reduce la sefializacion inhibitoria de las neuronas de
proyeccion del tracto espinotalamico (Kim et al., 2012). Ademas, el aumento en la
excitabilidad de las neuronas que expresan TRPV1 puede contribuir a la
sensibilizacion central de manera indirecta al aumentar la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica y de la médula espinal (Beggs et al., 2010). Esto permite
el acceso de citocinas proinflamatorias y células inmunocompetentes como los

linfocitos T y macrofagos (Calvo et al., 2012).

Las células no neuronales del sistema nervioso central, monocitos, macrofagos,
células Ty células gliales, desempeiian funciones importantes durante el desarrollo
de la sensibilizacion central. Los primeros hallazgos sobre el papel de la microglia
a nivel espinal identificaron la participacion de receptores purinérgicos (P2X4) y de
p38 MAPK como moléculas microgliales especificas que se regulaban y activaban

después de la lesidon neural (Felmy et al., 2003; Jin et al., 2003).

Recientemente se ha demostrado que la activacién de la microglia esta asociada a
cambios en la expresion génica. Los andlisis de transcriptomas de la microglia
espinal aislada han identificado un conjunto de genes que muestran una expresion
alterada (Inoue y Tsuda, 2018). Estos patrones de expresion son altamente
selectivos en las células gliales, lo cual indica que durante estados de dolor crénico
existe una regulacién transcripcional selectiva de la microglia. Uno de los
reguladores clave de la expresién génica de la microglia es el factor regulador de
interferon 8 (IRF8) el cual esta asociado a la trascripcion de genes como BDNF, el

receptor tipo Toll 2 (TIr2), el receptor de citocinas P2ryl2 y el receptor 1 de

12



guimiocinas-CX3C (Cx3crl). La deficiencia de IRF8 reduce la expresion de estos
genes y por lo tanto la hipersensibilidad al dolor (Masuda et al., 2012).

La actividad prolongada de las células gliales expresadas en el sistema nervioso
central en respuesta a una lesién neural es un proceso conocido como microgliosis.
La microgliosis en el asta dorsal de la médula espinal puede inducirse por la
sefalizacion del factor 1 estimulante de colonias (CSF1) el cual es activado de forma
selectiva en estados de dolor neuropético por la accién de la IL-1B liberada por
células satélites circundantes a las neuronas a través de la activacion del factor
nuclear-kB (NF-kp) (Lim et al., 2017). El factor CSF1 se transporta de forma
anterégrada a lo largo de los axones hacia las terminales presinapticas del asta
dorsal de la médula espinal y actia sobre su receptor CSF1 (CSF1R) en la microglia
induciendo procesos de proliferacion (Guan et al., 2015).

Por otra parte, la sefializacién de la proteina adaptadora de membrana microglial
(DAP12) también contribuye a la microgliosis promoviendo la activacion del receptor
CSF1R mediado por la accién de cinasas de la familia Src y por la activacion del
receptor expresado en las células mieloides 2 (TREM2), el cual induce la expresion
de genes que codifican citocinas proinflamatorias (IL13, BDNF y TNF-a). La
expresion de estos genes contribuye al estado funcionalmente activo de la microglia
(Kobayashi et al., 2016).

En resumen, estos mecanismos moleculares conducen al desarrollo de sensibilidad
central facililitando el desarrollo de actividad espontanea, diminuyendo el umbral de
activacién por estimulos perifericos y amplificando la respuesta sinaptica (Meacham
et al., 2017).
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3.3.3. Actividad ectopica

Las propiedades eléctricas de los nociceptores se basan en la actividad de canales
iGnicos expresados en la membrana plasmatica. Debido a que los canales i6nicos
establecen el potencial de membrana en reposo, la iniciacion del potencial de
accion, la despolarizacién y la repolarizacion, el periodo refractario entre potenciales
de accidén y la liberacion de neurotransmisores, sus funciones son esenciales para

la transmision de la informacion nociceptiva (Waxman y Zamponi, 2014).

Los mediadores inflamatorios interactian con receptores y canales ionicos en las
fibras aferentes primarias favorenciendo la actividad ectépica que contribuye al
dolor espontaneo (Devor, 2009). La actividad ectopica o generacion de potenciales
aberrantes es un evento caracterizado por fluctuaciones constantes del potencial de
membrana en reposo que conducen a la despolarizacion de la membrana. Este
mecanismo facilita la frecuencia de disparo de los potenciales de accion y es
consecuencia directa de cambios en la funcidon de canales idnicos expresados en

los nociceptores (Du y Gamper, 2013; North et al., 2018).

Los nociceptores expresan una amplia variedad de canales iénicos como canales
de Na*, K*y Ca?* dependientes de voltaje, canales TRP, canales ASIC y receptores
purinérgicos P2X y P2Y (Tsantoulas y McMahon, 2014). El dolor crénico altera la
expresion de canales ionicos induciendo la hiperexitabilidad de los nociceptores lo
gue facilita la generacion de potenciales de accidén que se propagan a lo largo de
los axones de las fibras aferentes primarias a sitios sinapticos en el asta dorsal de
la médula espinal. Esto desencadena la liberacion de neurotransmisores, como el
glutamato y sustancia P, que activan neuronas de segundo orden que proyectan
hacia el tdlamo y estructuras encefalicas para favorecer la percepcion al dolor
(Waxman y Zamponi, 2014) (Fig. 4).
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Figura 4. Mecanismos periféricos y centrales que contribuyen al dolor neuropatico. Modificado de
Meacham et al., 2017.

3.4. Canales de potasio

Los canales de K* son proteinas de membrana que permiten el flujo rapido y
selectivo de iones de K* a través de la membrana celular (Li y Toyoda, 2015). Los
canales de K* se encuentran codificados por mas de 70 genes diferentes (Maljevic
y Lerche, 2013) y son la clase de canales i6énicos mas ampliamente distribuida y
diversa (Tsantoulas y McMahon, 2014). Basados en sus caracteristicas
estructurales y fisioldgicas, los canales de K* se pueden dividir en 4 grupos: canales
de K* activados por voltaje (Kv), canales de K* activados por iones (es decir,
activados por Ca?* o Na*), canales K2P y canales de K* rectificadores entrantes
(Kir) (Kubo et al., 2005). Dependiendo del perfil biofisico y de su localizacion en las
neuronas sensoriales, la actividad de los canales de K* puede contrarrestar la
iniciacién de los potenciales de accidn, reducir la conduccién a través del axén o
limitar la liberacién de los neurotransmisores a nivel central (Busserolles et al.,
2016).
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La lesion en los nervios sensoriales afecta la funcion de los canales de K*
expresados en los nociceptores. La ausencia de corrientes hiperpolarizantes
impulsadas por la actividad de los canales de K* es una de las principales causas
de la sensibilizacion periférica y, por lo tanto, es un factor clave en el desarrollo del
dolor neuropético (Duy Gamper, 2013). En estos casos, la actividad de los canales
de K* puede convertirse en un regulador importante de la excitabilidad al influir en
la propagacién y generacion del potencial de accién (Busserolles et al., 2016). Los
canales de K* que participan en esta funcién son los expresados en los segmentos
somal o axonal como los canales Kv4.3 en fibras C mecanosensibles o los canales
Kv2 y Kv9.1 en fibras A (Chien et al., 2007; Tsantoulas et al., 2014). Los canales
K2P (TRESK, TREK-1, TASK-3, TASK-1 y TRAAK) generan corrientes
hiperpolarizantes que estabilizan el potencial de membrana en reposo (Enyedi y
Czirjk, 2015). En las terminales centrales, los canales de K* activados por Ca?*
(BKca) regulan la liberacion de neurotransmisores en la médula espinal en respuesta
al flujo de Ca?* durante el disparo del potencial de accién (Chen et al., 2009) . Por
su parte, los canales Kv3.4 y Kv1.2 participan en la transmision sinaptica al limitar
la duracion del potencial de accion (Dodson et al.,, 2003). Los canales de K*
expresados en células gliales, como los canales Kir6.1 y Kir4.1 en astrocitos,
amortiguan el K* extracelular para mantener el potencial de equilibrio durante el

disparo neuronal en el GRD y el ganglio trigeminal (Tsantoulas y McMahon, 2014)
(Fig. 5).
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Figura 5. Expresion de los canales de K* en las neuronas sensoriales. Localizacién celular de las
subunidades de los canales de K* en las fibras aferentes primarias A y C en modelos murinos.
Modificado de Tsantoulas y McMahon, 2014.

3.5. Canales de potasio K2P

Los canales K2P generan corrientes de fuga hiperpolarizantes que mantienen el
potencial de membrana en reposo, reduciendo la exitabilidad celular (Enyedi y
Czirjak, 2010). Debido a sus caracteristicas funcionales, los canales K2P participan
en procesos fisiolégicos y farmacolégicos como la depresion, la anestesia, la
neuroproteccion y el dolor (Heurteaux et al., 2004; Kennard et al., 2005; Alloui et al.,
2006; Noél et al., 2011; Borsotto et al., 2015).

Los canales K2P se expresan en neuronas sensoriales (Bearzatto et al., 2000; Alloui
et al., 2006) y estdn ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central y

periférico (Medhurst et al., 2001; Du y Gamper., 2013), asi como en varios tejidos y
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organos no neuronales de mamiferos (Kim, 2005). Los canales K2P son proteinas
transmembranales (TM) con el amino y el carboxilo terminal intracelular. El poro del
canal resulta del ensamblaje de dos subunidades que contienen cuatro segmentos
transmembranales helicoidales (M1-M4) dispuestos en tandem con dos dominios
de poros (P1-P2) y dos hélices extracelulares (C1y C2) (Fig. 6) (Milac et al., 2011).
La familia de los canales K2P se divide con base en sus propiedades funcionales
en 6 subfamilias (TREK, TASK, TWIK, THIK, TRESK y TALK). La actividad de los
canales K2P esta regulada por una diversidad de mediadores farmacoldgicos y
fisioldgicos como anestésicos volatiles, calor, estiramiento de la membrana, lipidos
y por un gran numero de vias de sefalizacion activadas por neurotransmisores
(Milac et al., 2011).

Los canales TREK-1, TREK-2, TRAAK y TRESK contribuyen al establecimiento del
potencial de membrana en reposo en neuronas del GRD (Dobler et al., 2007;
Yamamoto et al., 2009; Tulleuda et al., 2011) donde regulan la trasmision de
estimulos mecanicos, térmicos y quimicos (Alloui et al., 2006; Marsh et al., 2012;
Acosta et al., 2014).
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Figura 6. Organizacion estructural de los canales K2P (modificado de Feliciangeli et al.,
2015).
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3.6. Canal TREK-1

El canal TREK-1 atribuye su nombre a su similitud estructural con el canal TWIK-1
(Fink et al., 1996). Fue el primer canal de K* mecano-sensible que se identificé a
nivel molecular en mamiferos. El canal TREK-1 se expresa en el sistema nervioso
en el cerebro, la médula espinal, la corteza prefrontal, el hipocampo, el hipotdlamo,
la amigdala, los ganglios basales (Hervieu et al., 2001) y en las neuronas
sensoriales pequeiias y medianas del GRD (Medhurst et al., 2001), donde
colocalizan con el canal TRPV1 (Maingret et al., 2000; Talley et al., 2001; Alloui et
al., 2006).

En condiciones fisiologicas los canales TREK-1 expresados en los nociceptores
contribuyen a las corrientes de fuga de K* que restablecen el potencial de
membrana en reposo. Ademas, estos canales participan en procesos de

transduccion sensorial y regulaciéon metabolica (Mathie y Veale, 2015).

La funcionalidad de los canales TREK-1 esta regulada por factores fisiologicos y
farmacolégicos como cambios en el voltaje (Maingret et al., 2002), cambios en la
temperatura (temperaturas entre 32-37 °C inducen la activacion del canal) (Maingret
et al., 2000), estimulacidbn mecéanica y cambios de pH (Maingret et al., 1999). El
canal TREK-1 puede modularse mediante diversos agentes quimicos, como los
acidos grasos poliinsaturados, el &acido araquidénico (AA) o el &cido
docosahexaenoico y los fosfolipidos (fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilestererina y acido fosfatidico), ademas de anestésicos volatiles (cloroformo,

éter dietilico y 6xido nitroso) (Mathie y Veale, 2007; Honoré, 2007) .

Los canales TREK-1 son inhibidos por agonistas que actlan sobre los receptores
acoplados a proteinas Gs y Gq (Shrestha et al., 2010), y por lo tanto son blanco de
los mediadores del dolor que ejercen su accion a través de estas vias, tales como,
PGE2 o serotonina (Alloui et al., 2006). Ademas, varias vias de segundos
mensajeros estan involucradas en la regulacion del canal TREK-1. Por ejemplo, la
activacion de las proteinas PKA y PKC fosforila residuos del extremo C-terminal

citoplasmico del canal lo cual inhibe su conductancia (Murbartian et al., 2005). De
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igual forma, la serotonina a través de la activacion del receptor 5-HT la proteina de
anclaje AKAP150 y los receptores metabotropicos de glutamato, mGIluR1 y mGIuR5
disminuyen la apertura del canal TREK-1 (Treptow y Klein, 2010; Vivier et al., 2016).

El canal TREK-1 estd compuesto por 426 aminoacidos. Sin embargo, existe una
variante de empalme alternativo del canal la cual origina una forma mas corta que
se trunca en el extremo N- terminal (Eckertet al., 2011). Las formas proteicas cortas
y largas del canal TREK-1 se expresan en neuronas (Thomas et al., 2008) y
sistemas de expresion heterologa (Eckert et al., 2011). EIl coddn de iniciacion de la
traduccion alternativa es una metionina que precede inmediatamente a la primera
hélice transmembranal y produce una eliminaciéon completa del extremo N- terminal
intracelular del canal. La isoforma truncada da lugar a una corriente con una
probabilidad de apertura muy reducida y cierta permeabilidad al Na* (Veale et al.,
2014).

Los ratones knockout a los canales TREK-1 muestran un fenotipo normal (color de
la piel, tono corporal, peso). Sin embargo, son menos sensibles a los anestésicos
volatiles (Heurteaux et al., 2004; Steinberg et al., 2015), son mas resistentes a la
depresion (Heurteaux et al., 2006), son extremadamente sensibles a las crisis
epilépticas y son mas perceptivos a las sensaciones dolorosas (Alloui et al., 2006;
Deuvilliers et al., 2013; Ehling et al., 2015; Mathie y Veale, 2015). En este sentido,
estudios previos demuestran que los ratones knockout al canal TREK-1 son mas
sensibles a estimulos mecéanicos (Heurteaux et al., 2004; Alloui et al., 2006; Noél et
al., 2009; Rodrigues et al., 2014), asi como a sensaciones dolorosas causadas por
estimulacion térmica (20 °C y 40 °C) (Maingret et al., 2000), en comparacion con los
animales intactos. Ademas, se ha reportado que en el dafio al nervio aumenta la
expresion del ARNm y proteina de TREK-1 en las neuronas de GRD y en la médula
espinal (Han et al., 2016; Fang et al., 2017; Shi et al., 2018).
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3.7. Fosforilacion inducida por la PKA y la PKC en la nocicepcioén

La PKC en una enzima clave en la regulacion neuronal, tanto en la sintesis y
liberacion de neurotransmisores, como en la transduccion de sefiales que controlan
procesos bioldgicos importantes tales como la desensibilizacién de receptores,
procesos metabdlicos, neurotransmision, regulacion de la transcripciéon, mediacién

de la respuesta inmune, memoria y diferenciacion celular (Rosse et al., 2010).

Las distintas isoformas de la PKC se pueden categorizar en tres familias:
convencionales o clasicas, nuevas y atipicas. Las isoformas convencionales
incluyen a la PKC a, B, Bll, y y y son activadas por Ca?* y diacilglicerol (DAG). Las
isoformas nuevas incluyen a la PKC-9, €, ny 6, y requieren DAG pero no Ca?* para
su activacion (Rosse et al., 2010). Por ultimo, las isoformas atipicas PKC-C, Ay 1 son
insensibles a Ca?* y DAG (Ron y Kazanietz, 1999). Las distintas isoformas de la
PKC se translocan a la membrana y fosforilan directamente a receptores o canales

idnicos (Velazquez et al., 2007).

La via canodnica de activacion de la PKC inicia cuando un agonista sintético o
enddgeno se une a un receptor acoplado a proteina Gq. La union de la proteina G
promueve el intercambio de GDP (guanosin difosfato) por GTP (guanosin trifosfato)
en la subunidad a que activa a la fosfolipasa C, la cual cataliza la hidrolisis del
fosfatidilinositol-4-5 bifosfato (PIP2). La hidrolisis del PIP2 resulta en la formacion
de dos segundos mensajeros: el DAG que activa a la PKC; y el inositol-1,4,5-
trifosfato (IP3) el cual facilita la liberaciéon de Ca?* de depdsitos intracelulares. Los
receptores acoplados a proteinas G son capaces de activar la via de sefalizacion
de las MAPK, a través de la PKC. La traduccion de sefales por la activacion de esta
via regula una amplia variedad de respuestas celulares que incluyen la proliferacién,

diferenciacion y muerte celular (Neer, 1995).

Por su parte, la PKA representa una familia de cinasas tetraméricas compuestas
por subunidades reguladoras (R) y cataliticas (C), cuya actividad depende de la
concentracion de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). A bajas

concentraciones de AMPc, la PKA se mantiene como una holoenzima (R2C2)

21



inactiva. La union de AMPc a subunidades R induce la disociacion del complejo y la
liberacion de las subunidades C, facilitando la fosforilacion del sustrato (Taylor et
al.,, 1990). Cuatro subunidades reguladoras (Rla, RIb, Rlla, RIIb) y cuatro
subunidades cataliticas (Ca, Chb, Cc, PrkKX) conforman mudltiples isoenzimas,
clasificadas por sus subunidades R en PKA-1y PKA-II. Estas isoenzimas difieren en
sus propiedades bioquimicas, patron de expresion, proteinas con las que
interactian, asi como su localizacion subcelular (Pidoux y Taskén, 2010). La
activacion de la PKA requiere de la union de un ligando a un receptor acoplado a
proteinas Gs, lo cual promueve la estimulacion del adenilato ciclasa, que cataliza la
formacion de AMPc a partir de ATP, favoreciendo la disociacion de la proteina
tetramérica inactiva. Las subunidades C se liberan de las subunidades R para
posteriormente ser diana de numerosas proteinas (Dremier et al., 2003). La PKA
puede migrar al nucleo y fosforilar al factor de trascripcion CREB, que regula la
trascripcion de genes como c-Fos, BDNF y somatostatina, entre otros (Gonzalez y
Montminy, 1989; Ginty et al., 1994; Luo et al., 2017).

La PKA y la PKC regulan de la actividad de canales ionicos expresados en la
membrana plasmatica. Por ejemplo, la aplicacion de foskolina, un activador de la
PKA, sensibiliza al canal TRPA1 aumentando las corrientes del canal y potenciando
las respuestas producidas por la administracion de su agonista carvacrol. Sin
embargo, este fendmeno se previene por la aplicacion de inhibidores de la PKA.
Estos efectos en el canal TRPAL pueden estar mediados en parte por la presencia
de 4 sitios especificos de fosforilacion de la PKA en el canal TRPAL1 (Meents et al.,
2017). Ademas, la inhibicién farmacoldgica de la PKA y la PKC disminuye también
las corrientes del canal TRPAL evocadas por bradicinina en neuronas del GRD
(Wang et al., 2008).

Por otra parte, la aplicacion de ésteres de forbol (activadores de la PKC) en células
gue expresan el canal i6nico TRPV1 potencian las corrientes inducidas por
temperatura, reduciendo asi el umbral de estimulacion por calor y sensibilizando al
canal TRPV1 tras la estimulacion con capsaicina (Crandall et al., 2002). El

mecanismo por el cual ocurre este proceso parece implicar la fosforilacién directa
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del canal (Bhave et al., 2003) que conduce, entre otros cambios, a la insercién
dependiente de PKC de los canales TRPV1 en la membrana plasmatica (Morenilla-
Palao et al., 2004).

Debido a que las cinasas PKA y PKC modulan la expresién y funcion de receptores
y canales idnicos en las neuronas sensoriales (Fan et al., 2009; Li et al., 2014;
Isensee etal., 2014; Meents et al., 2017), su funcién es relevante para la transmision
nociceptiva. En este sentido, estudios in vivo han reportado que la administracion
de inhibidores de las cinasas disminuye las conductas nociceptivas en modelos de
dolor neuropatico e inflamatorio (Souza et al., 2002; Kassuya et al., 2007; Sachs et
al., 2009). En contraste, la administracion de activadores de las cinasas tiene
efectos pronociceptivos (Souza et al., 2002; Di Castro et al., 2006) (Tabla 1y 2).

Tabla 1. Efecto de la administracion de inhibidores y activadores de la PKC en el

dolor.
INHIBIDORES DE LA PKC
Farmaco Administracion Efecto Prueba Referencia
Bisindolilmal- Intraplatar, 4 hipersensibilidad mecénica Filamentos  Kassuya et
eimidall Ratones (20 nmol) producida por la de Von al., 2007.
PGE2 (0.1 nmol) Frey
Intraplatar, 4 hipersensibilidad mecanica Filamentos = Souza et
Celeritrina Ratas Wistar (1 mg) producida por la de Von al., 2002.
administracién de formalina Frey
al 0.92%
Intraplatar, 4 hipersensibilidad mecanica Filamentos = Souza et
Bisindolilmal-  Ratas Wistar (10 pg) producida por la de Von al., 2002.
eimida | administracion de bradicinina  Frey
(10 pg)
Intratecal, J efecto antialodinico (0.24 Filamentos Huaetal.,
Bisindolilmal- Ratas Sprague nmol) producido por la de Von 1999.
eimidall Dawley ligadura de nervios espinales Frey
(L5/L6)
Intratecal, J efecto antialodinico Filamentos Huaetal.,
PKC19-3y Ratas producido por la ligadurade  de Von 1999.
Celeritrina Sprague nervios espinales (L5/L6). Frey
Dawley PKC19-31 (3.0-30 nmol) y
queleritrina (2.6—26 nmol)
ACTIVADORES DE LA PKC
Intraplatar, Produce hipersensibilidad Filamentos  Souza et
PDD Ratas Wistar  mecanica y conductas de Von al., 2002.
espontaneas de sacudida de Frey

la pata en ratones naive
(0.01,0.1y 1 pg)

Tabla 2. Efecto de la administracion de inhibidores y activadores de la PKA en el dolor.



INHIBIDORES DE LA PKA

Farmaco Administracion Efecto Prueba Referencia
Intratecal, J efecto antialodinico (5.8 nmol) Filamento Huaetal.,
H89 Ratas Sprague  producido por la ligadura de sdeVon  1999.
Dawley nervios espinales (L5/L6) Frey
Intraplatar, 4 hipersensibilidad mecanica Filamento Kassuya et
KT-5720 Ratones (0.1, 3 nmol) producida por la sdeVon  al., 2007.
PGE2 (3 nmol) Frey
Rp-cAMP y Intraplatar, 4 hipersensibilidad mecanica Randall- Aley y
WIPTIDE Ratas Sprague (0.1, 3 nmol) producida por la Selitto Levine,
Dawley PGE2 (3 nmol) 1999.
Intraplatar, J hipersensibilidad mecanica (1  Randall- Taiwo y
Rp-cAMP Ratas Sprague  pug) Selitto Levine,
Dawley 4 hipersensibilidad mecanica 1991.
producida por la PGE2 y
forskolina
Intraplatar, Previene la hipersensibilidad Randall- Sachs et
AKAPI Ratas Wistar mecanica (0.03, 0.1,0.3 pg) Selitto al., 2009.
inducida por PGE2
H89 Intraplatar, 4 la hipersensibilidad mecanica  Randall- Cunha et
Ratas Wistar (1, 3,9y 27 pg) inducida por la  Selitto al., 1999.
administracion de PGE2 (100
ng)
ACTIVADORES DE LA PKA
Forskolina Intraplatar, % hipersensibilidad mecanica de  Randall- Taiwo y
Ratas Sprague  manera dosis dependiente (1, Selitto Levine,
Dawley 10, 100 y 1000 ng) 1991.
PMA Intraplatar, % hipersensibilidad mecanica de  Filamento Di Castro et
Ratas Sprague  manera dosis dependiente (16, sde Von  al., 2006.
Dawley 160, y 1,600 pmol) Frey

3.8. Regulacién del canal TREK-1 por fosforilacion

La actividad del canal TREK-1 se inhibe por la estimulacion de receptores acoplados
a proteinas G (Lesage et al., 2000) a través de la fosforilacion de la PKA y la PKC
(Kemp y Pearson 1990; Fink et al., 1996; Koh et al., 2001; Murbartian et al., 2005).
La activacion de receptores acoplados a proteinas Gs y Gq desencadena un
mecanismo de sefializacion intracelular que conlleva a la activacion de la adenilato
ciclasa y la fosfolipasa C, lo que resulta en un aumento en los niveles de AMPc y
DAG vy finalmente la consecuente activacion de la PKA y la PKC (Chemin et al.,
2003). La activacion de estas cinasas promueve la fosforilacion de residuos en el
extremo carboxilo terminal citoplasmatico del canal TREK-1. La estimulacién de los

receptores acoplados a proteinas Gs inhibe las corrientes del canal TREK-1 por la
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fosforilacion de la PKA en el residuo Ser-333 (Patel et al., 1998); mientras que la
estimulacion de receptores acoplados a proteinas Gq inhibe las corrientes de TREK-
1 por la fosforilacion de los residuos Ser-333 seguida de Ser-300, a traves de la
PKC (Murbartian et al., 2005). La fosforilacién del canal adiciona cargas negativas
al extremo carboxilo terminal del canal TREK-1, lo que provoca un cambio
conformacional en el canal, que reduce la union del extremo C-terminal a la
membrana plasmatica favoreciendo su conformacion cerrada (Sandoz et al., 2011).
De esta forma la activacion de receptores acoplados a las proteinas G facilita la
fosforilacion del canal TREK-1 provocando el cierre del canal y disminuyendo asi

las corrientes de fuga.

4. JUSTIFICACION
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Las neuropatias periféricas alteran las propiedades eléctricas de las neuronas
sensoriales debido a cambios en la expresion y funcién de canales idnicos. Este
desequilibrio favorece un aumento de la excitabilidad neuronal que subyace al
desarrollo del dolor neuropatico. El canal TREK-1 genera corrientes de fuga que
mantienen el potencial de membrana en reposo y estabilizan a los nociceptores por
debajo del umbral de disparo del potencial de accion. Estas propiedades podrian
modular la hiperexcitabilidad que se desarrolla durante el dolor neuropatico.
Asimismo, la liberacion sostenida de mediadores inflamatorios es un mecanismo
por el cual las cinasas PKA y PKC modulan el estado de fosforilacion del canal

TREK-1y por lo tanto su posible efecto antialodinico.

5. HIPOTESIS
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La fosforilacion del canal TREK-1 por las cinasas PKA y PKC reduce el efecto
antialodinico inducido por la activacion del canal TREK-1 en ratas neuropaticas.
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6. OBJETIVO

Estudiar el papel del canal TREK-1 en el dolor neuropético y su modulacién por

proteinas cinasas.

7. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto de la activaciéon y el bloqueo del canal TREK-1 en la alodinia
tactil inducida por la ligadura de los nervios espinales de L5/L6.

Evaluar el efecto de la activacion e inhibicion de las cinasas PKA y PKC sobre
la actividad del canal TREK-1 en el dolor neuropatico inducido por la ligadura
de los nervios espinales de L5/L6.

Determinar si la ligadura de los nervios espinales L5 y L6 modifica la
expresion de los canales TREK-1 en neuronas del GRD de los nervios

espinales L4 y L5.
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8. METODOLOGIA

8.1. Animales

Se utilizaron ratas hembra Wistar de 120 a 130 g de peso provenientes del bioterio
del Cinvestav, Sede Sur, alojadas en cajas de acrilico. Las ratas se mantuvieron
durante todo el experimento con alimento y agua a libre demanda en un ciclo de luz/
obscuridad de 12/12 horas, con temperatura y humedad controladas. El manejo de
los animales se realiz6 de acuerdo con el protocolo nUmero 0092-14, aprobado por
el comité interno del Cinvestav para el uso de animales y de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 de las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

8.2. Ligadurade los nervios espinales

La cirugia para la ligadura de los nervios espinales se desarroll6 de acuerdo al
meétodo descrito por Kim y Chung (1992). Los animales se anestesiaron con una
mezcla de ketamina y xilazina (50 y 10 mg/kg respectivamente) por via
intraperitoneal (i.p.). Posteriormente, se realizd una incision y se expuso la columna
vertebral dorsal, se ligaron los nervios de L5 y L6 del lado izquierdo con una sutura

6-0. Solo se utilizaron animales que no presentaban alteraciones motoras.

8.3. Farmacos

Los farmacos se administraron de manera intratecal entre las vértebras L4
y L5 con una aguja de 30G en ratas naive y en ratas con ligadura de los nervios
espinales siete dias después de la cirugia. Se administré BL-1249 (Cat. # B2186,
Sigma-Aldrich, St Louis MO), espadina (Cat. # SML1500, Sigma-Aldrich, St Quentin
Fallavier), Rp-adenosina 3',5' monofosforotioato ciclico (Cat. # A165, Sigma-Aldrich,
St Louis, MO), Go- 6983 (Cat. # G1918. Sigma-Aldrich, Temecula, CA), forskolina
(Cat. # F6886 Sigma-Aldrich, St Louis, MO) y forbol 12,13-dibutirato (Cat. # P1269,

Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Cada farmaco se administré en un volumen final de
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10 uL. Para todos los farmacos se utiliz6 como vehiculo DMSO al 1%, a excepcion

de la espadina para la cual se utiliz6 como vehiculo solucion salina.

Tabla 4. Clsoy CEso de los farmacos

Farmacos Concentracion Referencia
BL-1249 CEso=1.12-0.37 uM Tertyshnikova et al.,
2005.
Espadina Clso= 0.70 pM Mazella et al., 2010.
Rp-cAMP Clso= 4.9 uM Torgersen et al., 1997.
G0-6983 Clso= PKCa 7 nM, PKCB 7 nM, PKCa 7 nM, PKCB = Gschwendt et al.,
7 nM, PKCy 10 nM, PKC® 6 nM, PKCC 60 nM 1996.
Forskolina CEs0: 5-10 uM Joan D. Robbins et al.,
1996.
Forbol 12,13- CEso: 12.4-1.2 yM Ko et al., 1993.
dibutirato

8.4. Evaluacion de la conducta nociceptiva

Se evaluo la alodinia tactil en el modelo de ligadura de los nervios espinales. Los
animales se colocaron en cajas de acrilico con fondo de malla metalica y se permitié
su ambientacion 30 minutos previos a la evaluacion. Posteriormente, se determiné
el umbral de retiro de la pata mediante el método up and down (Chaplan et al.,
1994), el cual consiste en utilizar una serie de filamentos de von Frey calibrados. La
evaluacion se inicio con el filamento de 1 g y se estimul6 durante 10 segundos la
superficie plantar de los animales; el calibre aumenté o disminuyé segun la
respuesta del animal. Los patrones de registro de respuesta se utilizaron para
calcular el 50% de umbral de retiro usando la férmula (Chaplan et al., 1994): 50%
umbral (g) = (10[xf+k®])/10,000 Dénde: Xf es el valor del ultimo filamento de von
Frey utilizado; k es el factor de correccion basado en los patrones de respuesta de
la tabla de calibracién y al valor tabulado en base al patron de respuestas positivas
y negativas; & es la diferencia de promedio entre estimulos. El 50% del umbral de
retiro se define como la intensidad de estimulo que se requiere para provocar una

respuesta en el 50% de las aplicaciones para cada animal.
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8.5. Inmunodeteccidon de los canales TREK-1 por Western blot

Para determinar el curso temporal de la expresion de TREK-1, las ratas se
sacrificaron 1, 3, 7 y 14 dias posteriores a la ligadura de los nervios espinales. Se
obtuvieron por separado los GRD L4 y L5. Estos se colocaron en nitrogeno liquido

y se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

8.6. Extraccién y cuantificacion de proteinas totales

Los tejidos se homogenizaron en frio con un amortiguador de lisis (NaCl 150 mM,
TrisHCI 50 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, Triton X100 al 1%), mas inhibidores de
proteasas (aprotinina 2 mg/ml, leupeptina 2 mg/ml, pepstatina 10 mg/ml y PMSF
100 mM). Las muestras se incubaron por 10 minutos a 4°C y se centrifugaron por
10 minutos a 14,000 rpm para obtener el sobrenadante. La cuantificacion de

proteinas se realizo por el método de Bradford (BioRad, Hercules, CA).

8.7. Western Blot

Se utilizaron 40 ug de proteina total para realizar la electroforesis en un gel
desnaturalizante de SDS-poliacrilamida al 10%. Posteriormente, se realizé la
electrotransferencia de las proteinas a una membrana de PVDF la cual se bloqued
con 5% de leche descremada en PBS-Tween20 al 0.1% durante toda la noche a
4°C. Al dia siguiente, la membrana se incub6 a una dilucion de 1:300 con el
anticuerpo primario TREK-1 (mouse anti-TREK-1; Cat. # APC-047, Alomone,
Jerusalem, Israel) en PBS-Tween 20 al 0.1%. Al término, el anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa (anti-rabbit; Cat # 711-035-152, 1:3000, Jackson,
InmunoResearch Laboratories Inc, West Grove, PA, EUA) se incub6 durante una
hora y se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con leche al 1% en PBS-
Tween20 al 0.1%. La inmunodeteccion de las proteinas de interés se realizd
mediante quimioluminiscencia. Las imagenes obtenidas se analizaron utilizando el
equipo C-Digit (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE) para cuantificar la densidad de la

sefial Optica. Para normalizar la expresion de TREK-1 se utilizé la expresion de B-
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actina (mouse anti-actina; Cat. # MAB1501, 1:10000, Millipore, Darmstadt,

Alemania) como control de carga.

8.8. Diseflo experimental

Para determinar el papel funcional del canal TREK-1 en la alodinia tactil inducida
por la ligadura de los nervios espinales, se evalud el efecto de la administracién
intratecal de dosis crecientes de BL-1249 (1, 10 y 100 uM) y de DMSO al 1% en
ratas neuropaticas. Por otra parte, para evaluar el efecto pronociceptivo inducido
por el bloqueo del canal TREK-1 se administré espadina (1 y 10 uM), bloqueador
del canal TREK-1, en ratas intactas. Posteriormente se evalud el efecto de la
espadina sobre la respuesta antialodinica inducida por BL-1249 para lo cual se
realizaron dos protocolos de administracion: un pretratamiento que consistio en la
administracion de espadina (1 y 10 pM) 10 minutos antes de la administracion de
BL-1249 (100 uM) y un postratamiento en el cual la espadina (1 y 10 uM) se
admnistro 2 horas después de BL-1269 (100 puM).

Para evaluar el efecto de las cinasas PKA y PKC sobre el canal TREK-1, se
administraron de manera intratecal los activadores (forskolina y forbol 12,13-
dibutirato) e inhibidores (Rp-cAMP, G6-6983) de las cinasas a las dosis de 100 uM
y 1 mM, previo a la administracion de BL-1249 (1 uM) 10 minutos antes. En todos
los protocolos experimentales se evalud la alodinia mecanica 7 dias después de la
ligadura de los nervios espinales L5 y L6 en las ratas. La conducta nociceptiva se

evalud durante 8 horas, posteriores a la administracion de los farmacos (Fig. 7).
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Figura 7. Disefio experimental de la evaluacion conductual del canal TREK-1 en ratas neuropaticas.

8.9. Andlisis estadistico

A partir del umbral de retiro se determinaron los cursos temporales de las conductas
nociceptivas en funcion del tiempo. Posteriormente se establecieron los cursos
temporales mediante el método de los trapezoides. Los datos se reportan como el

promedio (n=6) * error estandar de las unidades de area (UA) para cada grupo.

En el caso de la expresion de la proteina TREK-1 se determind el porcentaje de
intensidad relativa y los resultados se reportan como el promedio (n=3) * error

estandar para cada grupo.

Para determinar si existen diferencias significativas entre los grupos, se empleé el
analisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias seguido de la prueba de Student-
Newman- Keuls (SNK).

Todos los analisis se realizaron mediante el programa estadistico Graph Prism 6.0
(GraphPad Inc., San Diego, CA, EUA). Una P<0.05 se considero significativa.
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9. RESULTADOS

9.1. Curso temporal de la alodinia tactil inducida por la ligadura de los
nervios espinales en ratas

La ligadura de los nervios espinales produjo alodinia tactil en la rata manifestandose
como una disminucion del umbral de retiro de la pata ante la estimulacion mecéanica.
La alodinia fue evidente desde el primer dia posterior a la cirugia y se mantuvo
constante hasta 21 dias posteriores a la lesion, comparada con ratas naive. No se
encontraron diferencias significativas en el umbral de retiro de la pata entre los

grupos naive y sham (Fig. 8 Ay B).
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Figura 8. La ligadura de los nervios espinales L5y L6 produce alodinia mecéanica. A) Curso
temporal del 50% de umbral de retiro de la pata (g) en ratas con ligadura de los nervios espinales
(LNE). B) Area bajo la curva (ABC) de la grafica (A). Los datos se presentan como el promedio del
efecto antialodinico + E.E. (n=6). *p<0.05 vs naive. (A) ANOVA de dos vias seguidas de la prueba
de Student-Newman-Keuls y (B) ANOVA de una via seguida de la prueba de Student-Newman-
Keuls.
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9.2. Efecto antialodinico de BL-1249 en ratas con ligadura de los nervios
espinales

El BL-1249 produjo un aumento significativo en el umbral de retiro de la pata
comparado con el grupo administrado con vehiculo (DMSO 1%). Estos datos
sugieren que el canal TREK-1 tiene un papel antialodinico en el dolor neuropético
(Fig. 9 Ay B).
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Figura 9. Efecto antialodinico de la activacion del canal TREK-1 en ratas con ligadura de los
nervios espinales. A) Curso temporal de la administracion intratecal de BL-1249 (BL) en ratas con
ligadura de los nervios espinales. B) Area bajo la curva (ABC) de la gréafica (A). Los datos se
presentan como el promedio del efecto antialodinico + E.E. del 50% del umbral de retiro de la pata
(9) (n=6). #p<0.05 vs grupo sham, *p<0.05 vs grupo con DMSO al 1%, ANOVA de una via seguida
de la prueba de Student-Newman-Keuls.
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9.3. Efecto de la espadina en la antinocicepcion inducida por BL-1249 en
ratas con ligadura de los nervios espinales

La administracion intratecal de 1y 10 uM de espadina disminuyé de manera dosis
dependiente el efecto antialodinico inducido por BL-1249 (100 uM) en ratas
neuropaticas (Fig. 10 A y B). Estos datos sugieren que el efecto antialodinico

producido por el BL-1249 se debe a la activacion especifica del canal TREK-1.
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Figura 10. Efecto del bloqueo del canal TREK-1 en ratas con ligadurade los nervios espinales.
A) Curso temporal del pretratamiento intratecal de espadina (Esp) sobre el efecto de 100 uM de BL-
1249 (BL) en ratas con ligadura de los nervios espinales (LNE). B) Area bajo la curva (ABC) de la
grafica (A). Los datos se presentan como el promedio del efecto antialodinico = E.E. del 50% del
umbral de retiro de la pata (g) (n=6). #p<0.05 vs grupo sham, *p<0.05, ANOVA de una via seguida
de la prueba de Student-Newman-Keuls.

36



Por otra parte, la administracion intratecal de espadina (1-10 uM) 2 horas después
de la administracion de BL-1249 (100 uM), revirtié el efecto antialodinico inducido

por BL-1249 en ratas con ligadura de los nervios espinales (Fig. 11 Cy D).
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Figura 11. Efecto del bloqueo del canal TREK-1 sobre el BL-1249 en ratas con ligadura de los
nervios espinales. C) Curso temporal del postratamiento (2 h) intratecal de espadina (Esp) sobre el
efecto de 100 pM de BL-1249 (BL). D) Area bajo la curva de la grafica (C). Los datos se presentan
como el promedio del efecto antialodinico = E.E. del 50% del umbral de retiro de la pata (g) (n=6).
#p<0.05 vs grupo sham, *p<0.05, ANOVA de una via seguida de la prueba de Student-Newman-
Keuls.
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9.4. Efecto del bloqueo de TREK-1 en ratas naive

La administracion intratecal de espadina (1 y 10 uM) disminuy6 el umbral de retiro
de la pata en ratas naive lo que se interpreta como alodinia tactil. Ademas, la
administracion de 100 uM de BL-1249 no modifico el umbral de retiro de la pata (Fig.
12 Ay B). Los datos obtenidos sugieren que en ratas naive la actividad del canal
TREK-1 es importante para generar las corrientes de fondo que mantienen a las
fibras aferentes primarias silentes ante estimulos mecénicos inocuos en ratas naive

(tono inhibidor).
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Figura 12. Efecto del bloqueo de TREK-1 en ratas naive. A) Curso temporal de la administracion
intratecal de espadina (Esp) en ratas naive. B) Area bajo la curva (ABC) de la gréfica (A). Los datos
se presentan como el promedio del efecto antialodinico + E.E. del 50% del umbral de retiro de la
pata (g) (n=6). *p<0.05 vs grupo naive, ANOVA de una via seguida de la prueba de Student-
Newman-Keuls.
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9.5. Efecto delaactivacion de la PKA en laantinocicepcién inducida por BL-
1249 en ratas con ligadura de los nervios espinales

Para determinar si la activacion de la PKA modifica el efecto antialodinico de BL-
1249, se administré forskolina a las dosis de 0.1 y 1 mM previo a la administracién
de 100 uM de BL-1249. La forskolina no tuvo efecto sobre la alodinia tactil inducida
por la ligadura de los nervios espinales (Fig. 13 B). Sin embargo, disminuy0 el efecto
antialodinico de BL-1249 en ratas neuropaticas (Fig. 13 Ay B). Los datos obtenidos
sugieren que la fosforilacion de TREK-1 por la PKA disminuye el efecto antialodinico

de BL-1249 en ratas neuropaticas.
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Figura 13. Efecto de la activacion de la PKA sobre el canal TREK-1 en ratas con LNE. A) Curso
temporal del pretratamiento intratecal de forskolina (FSK) sobre el efecto de 100 uM de BL-1249
(BL). B) Area bajo la curva (ABC) de la gréfica (A). Los datos se presentan como el promedio del
efecto antialodinico + E.E. del 50% del umbral de retiro de la pata (g) (n=6). *p<0.05 vs grupo BL 100
MM, ANOVA de una via seguida de la prueba de Student-Newman-Keuls.
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9.6. Efecto delainhibicion de la PKA en la antinocicepcion inducida por BL-
1249 en ratas con ligadura de los nervios espinales

La administracion de 1 mM de Rp-cAMP disminuyé de manera estadisticamente

significativa la alodinia tactil inducida por la ligadura de los nervios espinales (Fig.

14 B). Ademas, el Rp-cAMP aumento el efecto antialodinico de BL-1249 en ratas

neuropéticas (Fig. 14 A y B). Estos datos sugieren que la inhibicion de la cinasa

PKA podria disminuir la fosforilaciéon del canal TREK-1 aumentando el efecto

antialodinico de BL-1249 en ratas con ligadura de los nervios espinales.
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Figura 14. Efecto de la inhibicion de la PKA sobre el canal TREK-1 en ratas con ligadura de
los nervios espinales. A) Curso temporal del pretratamiento intratecal de Rp-cAMP sobre el efecto
de 1 uM de BL-1249 (BL). B) Area bajo la curva (ABC) de la gréfica (A). Los datos se presentan
como el promedio del efecto antialodinico + E.E. del 50% del umbral de retiro de la pata (g) (n=6).
#p<0.05 vs DMSO 1%, *p<0.05 vs BL 1 pM, ANOVA de una via seguida de la prueba de Student-
Newman-Keuls.
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9.7. Efecto delaactivacion de la PKC en la antinocicepcién inducida por BL-
1249 en ratas con ligadura de los nervios espinales

La administracion intratecal de forbol 12,13-dibutirato a las dosis de 0.1 y 1 mM no
tuvo efecto sobre la alodinia tactil inducida por la ligadura de los nervios espinales
(Fig. 15 B). Sin embargo, redujo el efecto antialodinico de BL-1249 (0.1 mM) en
ratas neuropéticas (Fig. 15 Ay B). Los datos obtenidos sugieren que la fosforilacién
del canal TREK-1 por la PKC disminuye el efecto antialodinico de BL-1249 en ratas

con ligadura de los nervios espinales.
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Figura 15. Efecto de la activaciéon de la PKC sobre el canal TREK-1 en ratas con LNE. A) Curso
temporal del pretratamiento intratecal de forbol 12,13-dibutirato (PDBu) sobre el efecto de 100 uM
de BL-1249 (BL). B) Area bajo la curva (ABC) de la grafica (A). Los datos se presentan como el
promedio del efecto antialodinico + E.E. del 50% del umbral de retiro de la pata (g) (n=6). *p<0.05 vs
grupo BL 100 uM, ANOVA de una via seguida de la prueba de Student-Newman-Keuls.
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9.8. Efecto delainhibicién de la PKC en la antinocicepcion inducida por BL-
1249 en ratas con ligadura de los nervios espinales

La administracion de 1 mM de G6-6983, disminuyé de manera estadisticamente
significativa la alodinia tactil inducida por la ligadura de los nervios espinales (Fig.
16 B). Ademas, el G6-6983 aumentoé el efecto antialodinico de BL-1249 en ratas
neuropéticas (Fig. 16 A y B). Estos datos sugieren que la inhibicion de la cinasa
PKC podria disminuir la fosforilacion del canal TREK-1 aumentando el efecto

antialodinico de BL-1249 en ratas con ligadura de los nervios espinales.
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Figura 16. Efecto de la inhibicién de la PKC sobre el canal TREK-1 en ratas con LNE. A) Curso
temporal del pretratamiento intratecal de G6-6983 (Gd) sobre el efecto de 1 uM de BL-1249 (BL). B)
Area bajo la curva (ABC) de la gréfica (A). Los datos se presentan como el promedio del efecto
antialodinico + E.E. del 50% del umbral de retiro de la pata (g) (n=6). #p<0.05 vs DMSO 1%, *p<0.05
vs BL 1 uM, ANOVA de una via seguida de la prueba de Student-Newman-Keuls.

42



9.9. Efecto delaligadurade los nervios espinales en la expresion de TREK-
1

El canal TREK-1 se expreso de manera constitutiva en ratas naive y sham. Ademas,

la ligadura de los nervios espinales L5/L6 aumentd la expresion de TREK-1 en el

GRD L5 lesionado (Fig. 17 A) y L4 no lesionado (Fig. 17 B) los dias 7 y 14 después

de la lesion. No se encontraron diferencias significativas en la expresion de TREK-

1 entre el grupo naive y el grupo sham de los GRD evaluados (Fig. 17).
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Figura 17. Curso temporal de la expresién de TREK-1. A y B) Expresion del canal TREK-1 en el
ganglio de la raiz dorsal (GRD) de L5 y L4 en ratas con ligadura de los nervios espinales (LNE). Los
datos se expresan como la media + E.E. de la expresion normalizada contra B-actina (n = 4). N:
naive, S: sham *P<0.05 vs N. Prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Student-

Newman-Keuls.
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10. DISCUSION

10.1. Modelo de neuropatia de Kim y Chung

Se han utilizado diversos modelos de lesibn a los nervios periféricos como
herramientas para comprender los mecanismos fisiol6gicos que contribuyen al dolor
neuropético. Los distintos modelos presentan condiciones fisiopatologicas similares
a las reportadas en humanos, manifestandose con la presencia de alodinia e
hiperalgesia (Huang et al., 2016).

El modelo de ligadura de los nervios espinales, descrito por Kim y Chung en 1992
(Kim y Chung, 1992), es uno de los modelos de dolor neuropatico mas utilizados
debido a que presenta una baja variabilidad experimental y ausencia de autotomia
en comparacion con otros modelos (Wang y Wang, 2003). La alodinia tactil que
produce el modelo de Kim y Chung es resistente al efecto analgésico de opioides
administrados de manera espinal (Kim y Chung, 1992). Ademas, el procedimiento
quirdrgico es estereotipado y los segmentos espinales intactos son aislados,
permitiendo manipulaciones experimentales independientes. Una desventaja de
este modelo es que la cirugia es considerablemente mas extensa y complicada que
los modelos de constriccidon cronica del nervio ciatico (Bennett y Xie, 1988). La
ligadura de los nervios espinales disminuye drasticamente el umbral de retiro de la
pata provocando alodinia mecanica, la cual persiste y presenta baja variabilidad

biologica 20 dias postcirugia (Chaplan et al., 1994).

En el presente estudio mas del 90% de las ratas con ligadura de los nervios
espinales L5 y L6 desarrollaron alodinia mecanica. Asimismo, la estimulacién de la
pata del animal con los filamentos de Von Fray produjo un estimulo aversivo que se
tradujo como alodinia tactil con valores por debajo de los 4 g. La administracion de
los vehiculos (solucién salina, DMSO 1%) no modificé el umbral de retiro durante el
tiempo que duro la evaluacion y éste no fue estadisticamente significativo respecto
al grupo sham en el cual el umbral de retiro siempre se mantuvo por arriba de los
12 g. La ambientacion previa de los animales durante una hora, la temperatura en

un rango de 25 a 27 °C y el aislamiento en un cuarto con el minimo de ruido tienen
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un papel muy importante para encontrar un patrén de umbral de retiro coherente y

similar al reportado.

10.2. Efecto del BL-1249 en ratas con dolor neuropético

En el presente estudio se observé que la administracion intratecal de BL-1249
disminuyé de manera dosis dependiente la alodinia tactil inducida por la ligadura de
los nervios espinales L5 y L6. Dado que estudios electrofisioldgicos indican que el
BL-1249 es un activador del canal TREK-1 en cultivos de neuronas del GRD y
sistemas de expresion heterdloga (Tertyshnikova et al., 2005; Plant, 2012; Veale et
al., 2014; Dong et al., 2015; Loucif et al., 2018; Decher et al., 2017), nuestros
resultados sugieren que el efecto antialodinico de BL-1249 se debe a la activacion
de los canales TREK-1. A nuestro conocimiento este es el primer estudio que
demuestra el efecto antialodinico del BL-1249 en un modelo de dolor neuropatico

en la rata.

El BL-1249 no actua de forma selectiva y aumenta la actividad de canales TASK-3
(Cao etal., 2010), ademas de inhibir la actividad de los canales Kcal.l1, Kv7.2, Ky7.3
y Navl.7 (Loucif et al., 2018). Para resolver este problema, utilizamos espadina,
bloqueador selectivo del canal TREK-1. Nuestros datos indican que el efecto
antialodinico del BL-1249 se previene por la administracion de espadina. Estos
resultados sugieren que el efecto antialodinico del BL-1249 es debido solo a la
activacion de los canales TREK-1. En apoyo a nuestros datos un estudio reciente
demostré que la administracion intratecal de espadina abate el efecto analgésico
del riluzol, un activador no selectivo del canal TREK-1, en un modelo de dolor
neuropatico inducido por la administracion aguda de oxaliplatino (Poupon et al.,
2018). Ademas, estudios electrofisiologicos indican que la espadina bloquea de
forma selectiva la actividad de los canales TREK-1 en células COS-7, en cultivos de
neuronas piramidales, asi como en neuronas de la region CA3 del hipocampo
(Mazella et al., 2010; Heurteaux et al., 2011). De forma interesante también se ha
descrito que la espadina promueve la internalizacion de aproximadamente el 80%
de los canales expresados en la membrana plasmatica, proceso por el cual se inhibe

la actividad del canal (Mazella et al., 2010).
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Por otra parte, la administracion intratecal de espadina disminuy6 los umbrales de
estimulacion mecanica en ratas intactas, efecto que es consistente con la alodinia
tactil reportada en ratones knockout al canal TREK-1 (Alloui et al., 2006; Noél et al.,
2009). De forma particular, estos datos sugieren que en condiciones basales los
canales TREK-1 inhiben de forma constante la excitabilidad en neuronas
sensoriales. Este mecanismo podria deberse a que el canal TREK-1 participa en el
mantenimiento del potencial de membrana en reposo y su inhibicién facilita la
generacion de potenciales de accion que contribuyen a la excitabilidad de los
nociceptores (Bockenhauer et al., 2001; Wang et al., 2011).

10.3. Efecto de laforskolinay el forbol 12, 13-dibutirato sobre el BL-1249 en
ratas con dolor neuropéatico

La administracion intratecal de forskolina y forbol 12,13-dibutirato, activadores de la
PKA y la PKC respectivamente, disminuyé de manera dosis dependiente el efecto
antialodinico inducido por la administracion de BL-1249 en ratas con ligadura de los
nervios espinales L5y L6. De acuerdo con nuestros datos, un estudio in vitro reporto
gue la aplicacion de forskolina y forbol 12,13-dibutirato bloquea la actividad del canal
TREK-1 al facilitar la fosforilacion de dos residuos de serina (S300 y S333) en el
dominio C-terminal del canal (Murbartian et al., 2005). Con base en lo anterior,
nuestros datos sugieren que la activacion de las cinasas PKA y PKC podrian
fosforilar al canal TREK-1 provocando una disminucion en la probabilidad de
apertura del canal y reduciendo su efecto antialodinico en ratas con dolor
neuropatico. En este contexto un niamero importante de estudios han evidenciado
los efectos pronociceptivos de la administracion de activadores de las cinasas en
modelos in vivo. Por ejemplo, en ratas intactas la administracion intraplantar de
analogos de AMPc (Ferreira y Nakamura, 1979; Taiwo et al., 1989; Cunha et al.,
1999; Sachs et al.,, 2009) o del activador de la adenilato ciclasa, la forskolina,
producen alodinia mecénica (Taiwo y Levine, 1991; Kress et al., 1996). Asimismo,
diversos estudios reportan que la PKA participa en el desarrollo de hipersensibilidad

mecdnica inducida por mediadores inflamatorios como PGE2 (Taiwo y Levine, 1991;
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Malmberg et al., 1997a; Aley y Levine, 1999; Cunha et al., 1999; Kassuya et al.,
2007).

Por otra parte, la administracion intratecal de forbol 12,13-dibutirato, activador de la
PKC, en ratas intactas disminuy6 los umbrales de estimulacion mecanica; efecto
que se previno cuando se administr6 GF109203X, inhibidor de la PKC (Sluka y
Audette, 2006). Aunque en el presente estudio la administracién de forskolina y
forbol 12,13-dibutirato no agravo el umbral de estimulacion mecénica en ratas con
ligadura de los nervios espinales, se ha reportado que la administracion periférica
de forbol-12,13-didecanoate (PDD), activador de la PKC, induce alodinia mecanica
en ratones intactos, asi como aumento de las conductas nociceptivas espontaneas
(Souza et al., 2002). Ademas, la administracion de forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA), activador de la PKC, aumenta las conductas nociceptivas en ratas con dolor

neuropatico inducido por cancer de hueso (An et al., 2018).

Algunos efectos pronociceptivos inducidos por la activacion de la PKA y la PKC se
han asociado a la fosforilacion y sensibilizacion de canales idnicos, tales como los
canales Nav 1.8, Nav 1.9, TRPV1, canales ASIC y P2X3. Estos canales son
cruciales en la regulacion de la excitabilidad neuronal (England et al., 1996;
Fitzgerald et al., 1999; Rathee et al., 2002; Bhave et al., 2003; Moriyama et al., 2003;
Wang et al., 2008; Li et al., 2014).

Es importante mencionar que en estados de dolor neuropatico se promueve la
liberacidon sostenida de mediadores inflamatorios (Basbaum et al., 2009), los cuales
interaccionan con receptores acoplados a proteinas G en la membrana plasmatica
desencadenando la activacion de la PKA y PKC (Maingret et al., 2000; Dong et al.,
2001; Hucho y Levine, 2007; Basbaum et al., 2009). Este mecanismo de
retroalimentacién positiva podria inhibir de forma constante la funcion del canal
TREK-1, favoreciendo su fosforilacion, reduciendo su probabilidad de apertura y
contribuyendo al aumento de la excitabilidad neuronal lo que propicia el

establecimiento de condiciones de dolor crénico.
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10.4. Efecto de Rp-cAMP y G0-6983 sobre el BL-1249 en ratas con dolor
neuropatico

De manera opuesta al efecto inducido por los activadores de las cinasas, la
administracion de Rp-cAMP y G3-6983 a las dosis de 1 mM, pero no a la dosis de
100 uM, aumento6 sutiimente el efecto antialodinico inducido por la administracion
de BL-1249 (1 pM). De acuerdo con nuestra observacion, un estudio
electrofisiolégico demostré que la aplicacion de forskolina o forbol 12,13-dibutirato
disminuye la conductancia del canal TREK-1; efecto que se previene cuando se
incuba con bisindoliimaleimida y Rp-cAMP, inhibidores de la PKC y PKA,
respectivamente (Murbartian et al., 2005). Ademas, se ha reportado que la inhibicion
farmacoldgica de las cinasas tiene efectos antinociceptivos en modelos in vivo. Por
ejemplo, en ratas con dolor neuropatico la administracion intratecal de H89, inhibidor
PKA, disminuyod la hipersensibilidad mecanica inducida por la ligadura de los nervios
espinales L5 y L6 (Hua et al., 1999). De igual manera, los inhibidores de la PKC,
bisindolilmaleimida I, PKC (19-3) y celeritrina, administrados de manera intratecal,
generaron efectos antialodinicos en ratas con dolor neuropatico (Hua et al., 1999).
Con base en la evidencia mostrada previamente, nuestros datos sugieren que la
reduccion en la actividad de la PKA y la PKC favorece el efecto antialodinico del

canal TREK-1 en ratas con dolor neuropatico.

Es importante enfatizar que la administracion de Rp-cAMP y G6-6983 disminuyo la
alodinia tactil inducida por la ligadura de los nervios espinales. Este efecto puede
explicarse debido a que la PKA y PKC son efectoras de multiples mecanismos de
sefalizacion (Murray, 2008; Rosse et al., 2010). En este contexto, se sabe que
existen al menos seis isoformas de la PKC expresadas en neuronas del GRD
(PKCa, PKCB | y Il, PKC8, PKCe y PKCp) (Morioka et al., 2013) y en la médula
espinal (PKCa, PKCB I, PKC Il, y PKCy) (Sluka y Audette, 2006). Estudios previos
han demostrado que solo la PKCe en neuronas del GRD contribuye en el desarrollo
de alodinia e hiperalgesia (Cesare et al., 1999; Khasar et al., 1999; Olah et al., 2002;
Parada et al., 2005; Amadesi et al., 2006). La isoforma PKCy participa en gran

medida a la trasmisidn nociceptiva a nivel espinal (Polgar et al., 1999; Martin et al.,
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2001), incrementando las corrientes evocadas por el canal NMDA en la médula
espinal, impidiendo el bloqueo dependiente de voltaje del ion Mg?* y contribuyendo
asi en el mecanismo de sensibilizacion central (Chen y Huang, 1992). Aunque la
mayoria de los estudios en el contexto del dolor no toman en cuenta las diferentes
isoformas de la PKA, recientemente se ha demostrado que la subunidad RIIB de la
isoforma PKA-Il se expresa de forma selectiva en fibras aferentes primarias.
Ademas, solo la isoforma PKA-Il se activa en respuesta a PGE2 en neuronas del
GRD (Isensee et al., 2014).

De acuerdo con la evidencia mencionada anteriormente, aunque las cinasas ejercen
funciones fisioldgicas intrinsecas (Malmberg et al., 1997b; Hu, 2003; Velazquez et
al., 2007; Sachs et al., 2009; Isensee et al., 2014), nuestros datos sugieren que la
fosforilacion del canal TREK-1, por la cinasas PKA y PKC, regula su papel

antialodinico en el dolor neuropatico.

10.5. La ligadura de los nervios espinales aumenta la expresion del canal
TREK-1 en neuronas del GRD

El canal TREK-1 se expresa predominantemente en el sistema nervioso central. De
manera especifica se encuentra en la amigdala, los ganglios basales, la corteza, los
GRDs y el hipocampo (Talley et al., 2001; Medhurst et al., 2001; Alloui et al., 2006).
En neuronas del GRD su expresion se asocia a neuronas pequefias y medianas
donde se encuentra en fibras C peptidérgicas y no peptidérgicas (Talley et al., 2001,
Alloui et al., 2006; Loucif et al., 2018; Viatchenko et al., 2018). Estudios de
secuenciacion del ARN en neuronas del GRD de rata demuestran que los canales
TREK-1 se encuentran mayoritariamente en fibras C no peptidérgicas,
contrariamente su expresion en fibras A es baja (Loucif et al., 2017). Durante el
desarrollo de dolor crénico, las fibras mielinizadas AR que en condiciones basales
participan como mecanorreceptores de bajo umbral, modifican su fenotipo
convirtiéndose en fibras de tipo C y Ad de alto umbral (Costigan y Woolf, 2000).
Aunado a esto, dichas fibras presentan cambios en su patron de inervacion en el
asta dorsal de la médula espinal proyectando ahora hacia laminas mas superficiales

(lamina 1), lo que les permite contribuir en el desarrollo de alodinia mecanica
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(Sawynok y Liu, 2003). EI cambio en el fenotipo de las fibras sensoriales podria
favorecer la expresion del canal TREK-1, proporcionando un tono inhibitorio basal
gue regule el potencial de membrana en reposo y contrarreste el desarrollo de la
alodinia mecanica durante el dolor neuropatico (Levitz et al., 2016).

Nuestros datos indican que la ligadura de los nervios espinales aumenta la
expresion del canal TREK-1 en neuronas de GRD de L5y L4. Debido a que la lesién
de los nervios espinales favorece de forma particular la expresion del canal los dias
7y 14, es probable que el canal TREK-1 ejerza un efecto neuroprotector durante el
mantenimiento del dolor crénico. En este sentido se ha reportado que los canales
TREK-1 aumentan su expresion en la region CAl del hipocampo durante el
desarrollo de isquemia cerebral en ratas (Wang et al., 2012). Ademas, el efecto
neuroprotector del canal TREK-1 en condiciones patologicas como la isquemia esta
asociado a su interaccion con activadores endogenos como los acidos grasos
poliinsaturados y fosfolipidos. Estos mecanismos contrarrestan la excitabilidad
neuronal confiriendo un papel neuroprotector a los canales TREK-1 (Lauritzen et al.,
2000; Blondeau et al., 2002; Buckler y Honoré, 2005; Wang et al., 2012). De acuerdo
con lo anterior, durante el desarrollo del dolor neuropatico los canales TREK-1
podrian desempefiar un papel neuroprotector, aumentando su expresion y

contrarrestando la excitabilidad periférica desregulada.

El aumento en la expresion de los canales TREK-1 observado en el presente estudio
coincide con lo reportado por Han y colaboradores (Han et al., 2016), los cuales
observaron que el canal TREK-1 aumentaba su expresion en los GRD de raton 7
dias después de la constriccion cronica del nervio ciatico. Asimismo, otro estudio
publicado recientemente demuestra que los canales TREK-1 aumentan su
expresion en el GRD de L4 y L5 después de la constriccion cronica del nervio ciatico
(Shi et al., 2018).

Es importante mencionar que la ligadura de los nervios espinales aumenté la
expresion del canal TREK-1 en el GRD L4 no lesionado (7 y 14 dias después de la
lesion). De acuerdo con lo anterior, diversos estudios han reportado que las

neuronas no lesionadas del GRD participan en el desarrollo del dolor neuropatico
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contribuyendo al aumento de la excitabilidad neuronal (Michaelis et al., 2000; Wu et
al., 2001; Hudson et al., 2001; Sapunar et al., 2005; Chen et al., 2011). Los cambios
en las fibras no lesionadas podrian explicarse debido a la accién crénica de citocinas
y factores neurotréficos liberados por fibras aferentes o células adyacentes
lesionadas, las cuales promueven cambios fenotipicos en la expresion de
receptores y canales ionicos de las fibras no lesionadas. En este sentido, se ha
reportado que disminuir la expresion del receptor al factor de necrosis tumoral
(TNFR1) y del receptor a TNF-a en neuronas del GRD L4 no lesionado inhibe
significativamente la expresion de los canales Nav1.3 y Nav1.8 en un modelo de
dolor neuropatico inducido por la transeccion ventral del ganglio L5 (He et al., 2010;
Chen et al., 2011). Ademas, el aumento de IL-1p se ha asociado al incremento en
la expresion del canal Cav2.2 en el GRD L4 no lesionado (Yang et al., 2018).

Es importante enfatizar que en fibras no lesionadas existe una expresion diferencial
de canales i6nicos. Por ejemplo, datos de nuestro grupo de trabajo demuestran que
en el dolor neuropatico inducido por la ligadura de los nervios espinales L5y L6
aumenta la expresion del canal anoctamina-1 en neuronas del GRD L4 no
lesionadas (Garcia et al., 2018). Asimismo, se ha reportado que el canal TRPV1
aumenta su expresion en el GRD L4 no lesionado, posterior a la ligadura del nervio
espinal L5 (Hudson et al., 2001). De igual forma, en fibras no lesionadas aumenta
la expresion de canales Nay 1.8 y Nay 1.3, mecanismo que esta asociado a la
actividad ectépica de las fibras no lesionadas (Gold et al., 2003; Zhang et al., 2004;
He et al., 2010; Chen et al., 2011).

De acuerdo con la evidencia mostrada anteriormente es posible inferir que las fibras
aferentes primarias lesionadas promueven la liberacibn de mediadores
inflamatorios, como IL-1B (Yang et al., 2018), TNF-a (Schafers et al., 2003; Xu et
al., 2006) y BDNF (Fukuoka et al., 2001), en las fibras no lesionadas adyacentes,
generando cambios en la expresidon de canales idnicos que finalmente contribuyen

al desarrollo y mantenimiento del dolor neuropatico.
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11. CONCLUSIONES

» La activacion del canal TREK-1 tiene efecto antialodinico en ratas con dolor

neuropatico.

» La activacion de la PKA y PKC reduce el efecto antialodinico inducido por la
activacion de los canales TREK-1, mientras que la inhibicion de la PKAy PKC

aumenta el efecto antialodinico de los canales TREK-1.
» El canal TREK-1 tienen un papel inhibitorio tonico en ratas intactas.

» La ligadura de los nervios espinales L5 y L6 aumenta la expresion del canal
TREK-1 en el GRD de L4 y L5.

12. CONCLUSION GENERAL

» Los datos obtenidos indican que el canal TREK-1 tiene un papel antialodinico
en el dolor neuropatico y que este efecto puede ser regulado por mecanismos
de sefalizacion intracelular dependientes de la fosforilacidn por la PKA y
PKC.
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13. PERSPECTIVAS

Evaluar mediante inmunohistoquimica la distribucién subcélular del canal
TREK-1y las cinasas PKA y PKC en neuronas del GRD de rata.

Evaluar mediante western blot la expresion del canal TREK-1 fosforilado
después de la induccién de dolor neuropético.

Evaluar mediante electrofisiologia el papel de los inhibidores y activadores
de las cinasas PKA y PKC sobre el canal TREK-1 en cultivo de neuronas
del GRD.
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