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V. RESUMEN

El estrés agudo genera una respuesta fisiolégica normal que promueve la
supervivencia, pero en condiciones crénicas desencadena procesos patoldgicos. Se
ha descrito que el estrés se puede transferir de un individuo estresado a otro sujeto
gue cohabita con éste mediante la interaccion entre ellos. Este fendmeno se define
como transferencia social del estrés. Por otra parte, se ha reportado que el estrés
cronico incrementa la percepcion del dolor y se sugiere una relacion entre los
sistemas que regulan el estrés y el dolor; sin embargo, los mecanismos que
subyacen a esta interaccion no se conocen bien. El estrés cronico por restriccion de
movimiento en la rata genera alodinia mecanica. El TNFa y el receptor TNFR1
participan de manera importante en procesos de estrés cronico y en el dolor, pero
su participacion en la alodinia inducida por estrés cronico por restriccion de
movimiento no se conoce. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue
determinar si el TNFa y su receptor TNFR1 participan en la alodinia mecanica
inducida por estrés crénico por restriccion de movimiento en ratas. Asimismo, se
determind si los animales que cohabitan con individuos estresados por restriccion
de movimiento desarrollan alodinia mecanica y si en estos sujetos también
participan el TNFa y el receptor TNFR1. Los datos obtenidos sugieren que el estrés
cronico por restriccion de movimiento produce alodinia tactil en ratas hembras y
machos. De manera interesante, la cohabitacién con sujetos estresados produjo
alodinia tactil tanto en ratas hembras como machos. Los animales que no recibieron
el estimulo estresor y que cohabitaron con sujetos estresados presentaron
conductas de olfateo y exploracion de la zona torso-cabeza y anogenital de los
animales estresados, lo que sugiere una transferencia social del estrés. La
administracion intraperitoneal e intratecal de talidomida (un inhibidor de la sintesis
de TNFa), asi como la administracion intratecal de R7050 (un antagonista del
TNFR1) revirtieron la alodinia tactil de forma dosis dependiente, tanto en animales
con estrés crénico por restriccion de movimiento como en los animales que
cohabitaron con sujetos estresados. La talidomida y el R7050 tuvieron efectos
similares en ratas machos y hembras. Los datos obtenidos sugieren que la
transferencia social del estrés produce alodinia mecénica en ratas que cohabitan
con sujetos estresados. Ademas, el TNFa y el receptor TNFR1 participan en la
alodinia tactil inducida por estrés cronico por restriccibn de movimiento y por
transferencia social del estrés en ratas hembras y machos.




VI. ABSTRACT

Acute stress induces a normal physiological response that promotes survival,
however in chronic conditions it can trigger pathological processes. In addition, it has
been described that stress can be transferred from a stressed individual to another
subject who cohabit with him through the interaction between them. This
phenomenon is defined as social transfer of stress. On the other hand, it has been
reported that chronic stress increases the perception of pain and suggests a
relationship between stress and pain; however, the mechanisms underlying this
interaction are not well understood. The chronic restraint stress in rat, the animals
develop mechanical allodynia. TNFa and the TNFR1 receptor have an important role
in chronic stress and pain processes, but their participation in allodynia induced by
chronic stress is unknown. Therefore, the aim of this study was to determine if TNFa
and TNFR1 are involved in mechanical allodynia induced by chronic stress by
movement restriction in rats. Likewise, it was determined if animals that cohabit with
stressed individuals in this model develop mechanical allodynia and if TNFa and
TNFR1 also participate in this mechanism. The data obtained suggest that chronic
restraint stress produced tactile allodynia in female and male rats. Interestingly, the
cohabitation with stressed subjects produced tactile allodynia in both female and
male rats. Animals that did not receive the stressor stimulus and cohabited with
stressed subjects exhibited sniffing behavior and exploration of the torso-head and
anogenital area of the stressed animals, suggesting a social transfer of stress.
Intraperitoneal and intrathecal administration of thalidomide (an inhibitor of TNFa
synthesis) as well as intrathecal administration of R7050 (a TNFR1 antagonist),
reversed tactile allodynia in a dose-dependent manner, in both animals with chronic
restraint stress and in animals that cohabited with stressed subjects. Thalidomide
and R7050 had similar effects in male and female rats. The data obtained suggest
that the social transfer of stress produces mechanical allodynia in rats that cohabit
with stressed subjects. In addition, the data suggest that TNFa and TNFR1
participate in tactile allodynia induced by chronic restraint stress and social transfer
of stress in both female and male rats.




1. Introducciéon
1.1. Estrés

El estrés es una respuesta del organismo ante un ambiente o estimulo que amenaza
su supervivencia (McEwen, 2007). El estrés genera una gran variedad de
respuestas fisiolégicas y conductuales que alteran el estado metabdlico y el
comportamiento, tanto en humanos como en animales (Ulrich-Lai et al., 2015).

El estrés se clasifica en agudo o cronico dependiendo del tipo y duracion del
estimulo que lo produce. El estrés agudo es una respuesta fisioldgica normal que
permite al individuo combatir el estimulo estresor. El circuito del estrés activa
mecanismos neuronales, neuroendocrinos y conductuales que promueven la
supervivencia (Senst y Bains, 2014). Por otra parte, el estrés cronico se caracteriza
por la exposicion prolongada al estimulo. La exposicion a estrés cronico puede
sobrepasar el umbral de resistencia del organismo y desarrollar un estado
patolégico (Almela, 2006). En este caso, los ejes neuroendocrinos generan un
control hormonal deficiente, donde los glucocorticoides, catecolaminas
(noradrenalina y epinefrina) y citocinas aumentan su concentracion y afectan al
sistema nervioso central (SNC), sistema inmune y endocrino (Rohleder, 2014;
Calcia et al., 2016).

1.2. Respuesta al estrés

En mamiferos, el estimulo estresor activa la respuesta al estrés mediante la
activacion del sistema nervioso autonomo (SNA) y del eje hipotalamo-hipdfisis-
médula adrenal (HHA) (Fig. 1). Estos sistemas promueven diversos procesos
fisiol6gicos y estrategias para asegurar la sobrevivencia del organismo (Deak et al.,
2015; Balsevich et al., 2019).

1.2.1 Sistema nervioso autbnomo

El sistema nervioso autbnomo regula las funciones viscerales del organismo y esta
conformado por dos partes: la simpatica y la parasimpatica. El estimulo estresor

puede desencadenar la activacion del sistema nervioso simpatico a través de la




activacion del ndcleo paraventricular (PVN) del hipotalamo. Las neuronas del PVN
activan a las neuronas preganglionares simpaticas de la médula espinal. A su vez,
las neuronas preganglionares liberan acetilcolina y estimulan a las neuronas
postganglionares que proyectan sus axones a distintos 6érganos como corazon,
pulmones, higado, vasos sanguineos, etc. y liberan noradrenalina (Chabner y
Knollman, 2012). Por otro lado, las neuronas preganglionares simpéticas activan de
manera directa a la médula adrenal para estimular la liberacion de adrenalina
(Chabner y Knollman, 2012; Balsevich et al., 2019). La activacion del SNA aumenta
la frecuencia cardiaca, el catabolismo de glucdgeno a glucosa para una liberacién
rapida de energia, la dilatacion bronquial y el patrén del flujo sanguineo cambia para
aportar oxigeno y glucosa a los musculos esqueléticos y al cerebro, aumentando el
estado de alerta. Por otro lado, la activacion del SNA disminuye la actividad del
sistema digestivo y la produccion de orina (Guilliams, 2015).

Estrés

Externo / Intermo
Real o Percibido

\é
Hipotalémo — '
CFR (Factor liberador

de coticotropina)

Células corticotropicas de la
Médula espinal — ‘ ___— pituitaria anterior | jheracién a torrente
B

\), sanguineo
/ A\CTH ) D Corteza

Médula adrenal
adrenal

\T
o
DHEA(S) o
® \o
Mineralocorticoides Glucocorticoides 2 5 \ .

Catecolaminas \ ———

®  (epinefrina y norepinefrina)

- Aumento de la frecuencia cardiaca. - Retencion de sodio y agua 1 Gluconeogénesis

- Aumento de Ia presion arterial por los rifiones. -l Sensibilidad a la insulina

- El higado convierte el glucégeno en glucosa y libera glucosa a la sangre. L GH LT3

- Dilatacién de los bronguiolos. - Aumento del volumen I Respuesta inmune / inflamatoria
- Cambios en los patrones de flujo sanguineo que conducen a un mayor estado de sanguineo y presion arterial. /I Movilizacién de grasas y proteinas

alerta, disminucion de la actividad del sistema digestivo y menor produccion de orina
- Aumento de la tasa metabdlica

Figura 1. Respuesta al estrés. Los estimulos estresores activan al sistema nervioso autbnomo y el
eje hipotalamico-hipdfisis-adrenal para responder ante el estimulo. La respuesta al estrés provoca el
aumento en la frecuencia cardiaca y la presion arterial, la liberacién de glucosa, la dilatacién de los
bronquiolos, cambios en el patron del flujo sanguineo y aumento en la tasa metabdlica. Modificado
de Guilliams, 2015. HHA: eje hipotalamico-hipdfisis-adrenal, CFR: factor liberador de corticotropina,
ACTH: hormona adrenocorticotrépica, DHEA(S): dehidroepiandrosterona (s).




1.2.2 Eje hipotalamo-hipdfisis-médula adrenal

La presencia del estimulo estresor estimula a las neuronas del PVN, liberando
corticotropina (CRF), arginina y vasopresina. La CFR actla sobre la hipofisis
anterior (adenohipdfisis) y promueve la sintesis y liberacion de la hormona
adrenocorticotrépica (ACTH) al torrente sanguineo. La ACTH estimula la liberacién
de glucocorticoides de la médula suprarrenal (Carrasco y Van De Kar, 2003; Ulrich-
Lai et al., 2015). Los glucocorticoides como la corticosterona (en ratas) y el cortisol
(en humanos) tienen diversas funciones necesarias para controlar la respuesta al
estrés (Denver, 2009). Los glucocorticoides promueven la glucolisis y la lipolisis, lo
gue permite la liberacion de glucosa para satisfacer la demanda de energia de la
respuesta al estrés (lucha o huida) (Balsevich et al., 2019). Los niveles circulantes
de glucocorticoides funcionan como un mecanismo de retroalimentacion negativa
en el eje HHA. El cortisol y la corticosterona inhiben la produccion de CRF y ACTH
a través de los receptores de glucocorticoides localizados en el hipotalamo y la
hipofisis. Este mecanismo permite mantener una respuesta controlada al estrés
(Carrasco y Van De Kar, 2003).

1.3. Modulacion y transferencia social del estrés

Diversas especies sociales como los humanos, primates, caninos, elefantes y
roedores presentan conductas de consuelo hacia individuos afligidos. Esto se
conoce como comportamiento de consolacion (Burkett et al., 2016; Sterley et al.,
2018). El comportamiento de consolacion consiste en un aumento en el contacto de
afiliaciéon de un individuo no involucrado hacia un individuo angustiado con la
finalidad de producir un efecto calmante (de Waal y van Roosmalen, 1979). La
vinculacion social reduce la activacion del eje HHA, los comportamientos tipo
depresivo, el desequilibrio autondmico y la produccion de hormonas o péptidos
(como el cortisol, ACTH, etc.) en el sistema nervioso central de sujetos sometidos
a estrés (McNeal et al., 2017). De hecho, se ha demostrado que la interaccién social
disminuye los cambios conductuales vy fisiolégicos de individuos expuestos a estrés

cronico y agudo. Kirschubaum y colaboradores (1995) reportaron que el apoyo




social reduce los niveles de cortisol en saliva en seres humanos sometidos a estrés
agudo que estaban acompafados comparado con aquellos individuos sin
compafiia. Asimismo, Burkett y colaboradores (2016) demostraron que las
conductas de consuelo amortiguan el estrés en roedores. Adicionalmente, la
interaccion social reduce las concentraciones plasméticas de ACTH y corticosterona
después de un protocolo de estrés cronico en ratones (McNeal et al., 2017).

Recientemente se reportd que el estrés puede transmitirse de forma social en
ratones que no han sido expuestos a estrés. El estudio demostré que los ratones no
expuestos a estrés, pero que observan a ratones estresados, presentan cambios
fisiologicos y conductuales (Burkett et al., 2016). Por otra parte, Carneiro de Oliveira
y colaboradores (2017) demostraron que los ratones no estresado que cohabitan
con ratones sometidos a estrés cronico tienen conductas ansiogénicas e
hipernocicepcion. Asimismo, se ha reportado que la interaccion con animales
estresados provoca cambios en los niveles de corticosterona en sangre e induce
cambios en las sinapsis de las neuronas del PVN en ratones no estresados (Sterley
et al., 2018). En conjunto, estos datos sugieren que el estrés es un fenbmeno social
gue puede ser amortiguado entre individuos y que los efectos producidos por estrés
también pueden transmitirse de individuos estresados a animales que cohabitan con

ellos.

1.4. Dolor

El dolor forma parte importante de la homeostasis del organismo y funciona como
un sistema de alerta ante estimulos potencialmente dafinos (Ortega et al., 2002).
La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés)
define al dolor como “una experiencia sensorial y emocional desagradable
relacionada con un dafio tisular potencial o real y descrito en términos de tal dafio”
(Merskey y Bogduk, 1994). Esta definicion refleja que el dolor es subjetivo, ya que
su intensidad, apariencia e interpretacion es particular de cada individuo. El dolor
es un proceso sensorial complejo que muestra la integracion de las sefales
nociceptivas periféricas y un procesamiento cerebral elaborado (Hladnik et al.,
2015).




1.4.1 Clasificacion del dolor

El dolor se clasifica en agudo y cronico de acuerdo con su temporalidad. El dolor
agudo funciona como un mecanismo de proteccidén ante estimulos nocivos y es de
corta duracion. Por el contrario, el dolor cronico es el resultado de la actividad
alterada en neuronas sensoriales primarias y secundarias y puede ser
consecuencia de estimulos continuos y prolongados en el sitio de la lesion,
generalmente perdura por mas de 3 meses y puede iniciar como un dolor agudo
(Woolf, 2004; Kuner, 2010). El dolor crénico se puede presentar de manera
episddica; es decir, periodos sin dolor entre episodios dolorosos que fluctian en
frecuencia e intensidad (Woolf, 2004).

El dolor se clasifica también de acuerdo con el mecanismo neurobioldgico que lo

produce como: dolor nociceptivo, inflamatorio, neuropatico y funcional.

e Eldolor nociceptivo surge en respuesta a estimulos nocivos quimicos, fisicos
0 mecanicos (Woolf, 2004) y se subdivide en dolor somatico y visceral. Se
considera somatico cuando los nociceptores se encuentran en los tejidos
superficiales y mucosas, mientras que en el visceral se localizan en 6rganos
y cavidades internas (Fig. 2A).

e EIl dolor inflamatorio se origina por un dafio al tejido que genera una
respuesta inflamatoria (Su et al., 2014). Este dolor involucra la activacion del
sistema inmunoldégico y promueve la liberacion de citocinas y otros
mediadores inflamatorios liberados por células del sistema inmune, el tejido
dafado y neuronal (Costigan y Woolf, 2000) (Fig. 2B).

e El dolor neuropatico es el dolor que surge de una lesién del sistema nervioso
periférico o central (Finnerup et al., 2016). El dolor neuropatico se caracteriza
por la aparicibn de signos sensoriales anormales como hiperalgesia
(respuesta exagerada a un estimulo nocivo), alodinia (respuesta dolorosa
ante estimulos inocuos) y dolor espontaneo (Colloca, 2017) (Fig. 2C).

e Eldolor funcional es un tipo de dolor que aparentemente carece de una causa
especifica o de dafio al tejido neuronal. Sin embargo, este tipo de dolor es

consecuencia de una percepcion anormal o de un procesamiento alterado de




la transmision nociceptiva. La fibromialgia, el dolor de cabeza por estrés y

muchos estados de dolor visceral (como el sindrome del colon irritable) son
ejemplos de dolor funcional (Fong y Schug, 2014) (Fig. 2D).
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Figura 2. Clasificacion del dolor. El dolor se clasifica segun el mecanismo neurobiolégico en: a)
nociceptivo, b) inflamatorio, c) neuropatico y d) funcional. Modificado de Scholz y Woolf, 2002.
TRPV1-3: canal de potencial transitorio de vaniloide 1-3; TREK-1: canal de K* de dos poros; ASIC:
canal idnico sensible al &cido; DRASIC: canal ibnico sensible al &cido de la médula espinal; MDEG:
canal idbnico de degerina de mamiferos; TRPM8: canal de potencial transitorio de melastatina; GRD:
ganglio de la raiz dorsal; ATP: adenosina trifosfato; NGF: factor de crecimiento neuronal; TNFa:

factor de necrosis tumoral alfa.

1.4.2 Fisiologia del dolor

1.4.2.1 Nocicepcion

La nocicepcién es el proceso fisiolégico encargado de decodificar y procesar los

estimulos nocivos y comprende la transduccion, transmision, modulacion y

percepcién del dolor (Dubin y Patapoutian, 2010) (Fig. 3).

El sistema nociceptivo

estd formado por las neuronas aferentes primarias (neuronas de primer orden o

nociceptores), neuronas de proyeccion (neuronas de segundo orden) y neuronas de

tercer orden.




1.4.2.2 Neuronas aferentes primarias

Las neuronas aferentes primarias transducen, conducen y transmiten los estimulos
externos de alta intensidad y se encuentran distribuidas en la piel y en los tejidos
profundos (Baron, 2000). Las neuronas aferentes primarias se dividen en fibras A,
Ad y C de acuerdo a su nivel de mielinizacion, diametro y velocidad de conduccion.
Las fibras AB son mielinizadas, de diametro grande (>10 ym) y velocidad de
conduccién rapida (30-100 m/s). Estas fibras transmiten informacion sensorial
inocua y se consideran mecanosensores (Dubin y Patapoutian, 2010). Las fibras Ad
son ligeramente mielinizadas, de diametro mediano (2-6 um) y con velocidad de
conduccion moderada (5-25 m/s). En contraste, las fibras C carecen de mielina, son
de diametro pequefio (0.4-1.2 um) y de velocidad de conduccién lenta (<2 m/s).
Aunque las tres clases de fibras transmiten informacién sensorial, solo las fibras Ad
y C transmiten informacion nociceptiva en condiciones normales. El umbral de
activacion de los nociceptores depende de sus propiedades biofisicas, moleculares
(tipo y densidad de receptores) y de la duracion e intensidad del estimulo (Millan,
1999; Basbaum et al., 2009). Los nociceptores son células cuyo soma se encuentra
en el ganglio de la raiz dorsal (GRD) o en el ganglio trigeminal (GT). Los
nociceptores poseen una prolongacion axénica que envian a la periferia y sirve
como receptor de estimulos nocivos y otra prolongacion axonica central dirigida

hacia el asta dorsal de la médula espinal (Basbaum y Jessell, 2000).

1.4.3 Transmisidn nociceptiva

La transmisién nociceptiva inicia con la activacion de los nociceptores. Los
nociceptores transducen los estimulos fisicos, quimicos o mecanicos de alto umbral
a potenciales de accién (Basbaum et al., 2009; Ottestad y Angst, 2013). Los
potenciales de accion dependen de la activacion de los canales de sodio activados
por voltaje (Nav) y se transmiten hacia a las laminas | y Il del asta dorsal de la médula
espinal (Kuner, 2010; Svensson y Sorkin, 2017). La terminal central de los
nociceptores libera glutamato, sustancia P (SP), somatostatina, el péptido

relacionado con el gen de calcitonina (GCRP), entre otros. Estos neurotransmisores




activan a sus respectivos receptores expresados en las neuronas de segundo
orden. Las neuronas de segundo orden median un proceso sensorial-discriminativo
que integra la entrada y la salida de informacion sensorial hacia centros superiores
(Millan, 1999; Dubin y Patapoutian, 2010). La informacion se transmite a centros
superiores a través de los tractos espinomesencefalico (que proyecta hacia la
formacion reticular mesencefalica), espinoreticular (que proyecta hacia la formacion
reticular del bulbo) y espinotalamico (proyecta al talamo) (Kuner, 2010). Finalmente,
la informacion nociceptiva se procesa en la corteza somatosensorial,
comprendiendo la percepcion, atencion y la respuesta al dolor (Borstad y Woeste,
2015) (Fig. 3).
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Figura 3. Nocicepcion. La nocicepcion comprende cuatro etapas para la transmision de la
informacion nociceptiva. La transduccion es el mecanismo por el cual los nociceptores convierten los
estimulos fisicos, quimico o0 mecénicos a potenciales de accién. La transmision es la conduccion de
potenciales de accion a las neuronas de segundo orden localizadas en el asta dorsal de la médula
espinal. En este sitio la informacién nociceptiva se modula y se transmite a centros superiores del
SNC, principalmente al tAlamo. Finalmente, la informacién se percibe como una sensacion dolorosa
en la corteza somatosensorial. Modificado de Kuner, 2010.




1.4.4 Sensibilizacién

La sensibilizacion es un estado de mayor excitabilidad de las aferentes primarias y
de las neuronas de segundo orden por lo que se tiene un aumento en la percepcion
del dolor (Dubin y Patapoutian, 2010). La estimulacion nociva repetida reduce el
umbral de activacién de los nociceptores facilitando su activacion ante estimulos
subumbrales, por lo que se amplifican las respuestas a estimulos dolorosos
(Merskey y Bogduk, 1994; Latremoliere y Woolf, 2009). Las células implicadas en el
proceso de sensibilizacién son las neuronas aferentes primarias, las neuronas de
segundo orden, la microglia, las células de Schwann, las células satélite y los
astrocitos (Abbadie et al., 2009; Gao y Ji, 2010; Ottestad y Angst, 2013). La
sensibilizacion se produce a nivel periférico y central (Woolf, 2004).

1.4.4.1 Sensibilizacion periférica

La sensibilizacion periférica resulta de la reduccion en el umbral de activacion en la
terminal aferente primaria debido a cambios en su fenotipo y propiedades
intrinsecas, facilitando su activacién por estimulos subumbrales, por lo que las
respuestas a estimulos dolorosos se amplifican (Merskey y Bogduk, 1994;
Latremoliere y Woolf, 2009). Las neuronas aferentes primarias, el tejido lesionado,
las células del sistema inmune (macréfagos residentes, neutrofilos y linfocitos) y las
células de Schwann liberan mediadores quimicos que provocan la inflamacién del
tejido afectado (Gangadharan y Kuner, 2013). Entre los mediadores liberados se
encuentran prostaglandinas, serotonina (5-HT), bradicinina, epinefrina, adenosina,
adenosina trifosfato (ATP), factor de crecimiento neuronal (NGF), SP, CGRP y
citocinas, entre otros (Woolf y Salter, 2000). Estos mediadores activan a sus
respectivos receptores en la terminal periférica del nociceptor. La interaccion
ligando-receptor activa diversas cascadas de sefalizacion que modulan la actividad
transcripcional y la excitabilidad de las neuronas nociceptivas a través de la
activacion de cinasas como la proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa C (PKC),
proteina cinasa dependiente de calmodulina (CaMK) y proteina cinasa activada por

mitégenos (MAPKSs) que fosforilan diversos receptores y canales iénicos (TRPAL,




TRPV1, P2X3, ASICs, Navi7, Navis, Navig) (Gangadharan y Kuner, 2013). La
fosforilacion modifica el umbral y la tasa de activacidn e inactivacion de los canales
iGnicos y aumenta la magnitud de las corrientes despolarizantes (Woolf y Salter,
2000). Por otro lado, la activacion de las fibras Ad y C generan potenciales de
accion antidromicos y ortodrémicos que inducen la liberacién periférica y central de
neuropéptidos como la SP y el CGRP (Wall y Devor, 1983). La SP y el CGRP
provocan la despolarizacion de las terminales nerviosas vecinas y causan
vasodilatacién y extravasacion plasmatica que contribuyen al proceso inflamatorio
y a la sensibilizacién (Adwanikar et al., 2007). Todos estos procesos incrementan la
excitabilidad de los nociceptores, exacerbando y manteniendo el dolor (Fig. 4).
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Figura 4. Sensibilizacién periférica. Las lesiones tisulares desencadenan la sensibilizacion
periférica. La lesion tisular provoca la liberacion de mediadores inflamatorios provenientes del tejido
dafiado, las neuronas aferentes primarias y las células del sistema inmune. Estos mediadores
inflamatorios actlan sobre sus receptores ubicados en la membrana de la fibra aferente primaria y
provocan una despolarizacién sostenida y reducen el umbral de activacién de los nociceptores, lo
gue facilita la transmision del dolor. Modificado de Ji et al., 2014. CGRP: péptido relacionado con el
gen de calcitonina; a-HL: toxina a-hemolisina formadora de poros; FPs: péptidos N-formilados; NGF:
factor de crecimiento neuronal; RTK: receptor de tirosina cinasa; PGE2: prostaglandina E2; CCL2:
guimiocina CC-L2 o proteina quimioatrayente de monocitos 1; CCL5: quimiocina CC L5 0 RANTES;
CXCL1: quimiocina ligando 1 (CXC); GPCR’s: receptores acoplados a proteina G; cAMP: adenosina
monofosfato, ciclico; IL-1B: Interleucina 1B; TNF: factor de necrosis tumoral; RNAs: acidos
ribonucleicos; HMGB1: proteina de alta movilidad 1; TLRs: receptores tipo Toll; 4HNE: 4-
hidroxinonenal; TRPAL: receptor de potencial transitorio de anquirina 1; 5,6-EET: acido 5,6-
epoxieicosatrienoico; HETE: acido 5-hidroxiicosatetraenoico; H*: protén; TRPV1: receptor de
potencial transitorio de vaniloide 1; ATP: adenosina trifosfato; P2X3: receptor purinérgico P2X3;
ASICs: canales idnicos sensibles a acido; Nav1.7: canal de sodio sensible a voltaje 1.7; Nay1.8: canal
de sodio sensible a voltaje 1.8; Nay1.9: canal de sodio sensible a voltaje 1.9; PKA: proteina cinasa
A; PKC: proteina cinasa C; CaMK: proteina cinasa dependiente de calmodulina; PI3K: cinasa
dependiente de fosfoinositol 3; MAPKSs: proteinas cinasas activadas por mitégenos; ERK: cinasa
regulada por sefial extracelular; p38 MAPK: p38 proteina cinasa activada por mitégenos; JNK: cinasa
c-Jun N-terminal.




1.4.4.2 Sensibilizacion central

La activacion sostenida de la terminal periférica provoca la sensibilizacion de las
neuronas de segundo orden (Millan, 1999). La terminal central de las fibras Ad y C
libera neurotransmisores (glutamato, SP y CGRP, entre otros), que actlan sobre
sus receptores en las neuronas de segundo orden y activan cascadas de
sefializacion. La sensibilizacion central modifica las corrientes ionicas, las
propiedades eléctricas y provoca cambios en la expresion génica en las neuronas
de proyeccién (Costigan y Woolf, 2000). Los mecanismos que subyacen a la
sensibilizacion central son diversos y se pueden mencionar entre ellos a:

e Alteracion en la transmision glutamatérgica (Fig. 5 - 1). La terminal central de
los nociceptores libera glutamato. Este genera corrientes post-sinapticas
excitatorias (EPSCs) en las neuronas de segundo orden por la activacion de
los receptores a acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
(AMPA) y kainato. La despolarizacion de la membrana postsinaptica conduce
a la activacion del receptor a glutamato tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). La
activacion de los receptores AMPA, NMDA y de receptores a glutamato de
tipo metabotrépicos (MGIUR) permiten la entrada de Ca?* al interior de la
neurona post-sinaptica. La entrada de Ca?* provoca la activacion de
cascadas de sefalizacion que activa a cinasas intracelulares, tales como la
cinasa Src, ERK y la proteina cinasa Ca?*/calmodulina Il (CamKIll). La cinasa
Src fosforila al receptor NMDA y permite que permanezca activo.
Adicionalmente, la cinasa ERK activa a la PKC que fosforila a los receptores
AMPA y NMDA. La fosforilacién de estos receptores aumenta su sensibilidad
por glutamato, aumenta el tiempo de apertura (cinética) e incrementa su
distribucion, provocando la excitabilidad sostenida de las neuronas del asta
dorsal (Baranauskas y Nistri, 1998; Yu y Salter, 1999; Costigan y Woolf,
2000; Basbaum et al., 2009).

e Desinhibicion o la pérdida del control inhibidor (Fig. 5 - 2). Se ha descrito que
el dolor cronico disminuye la expresion del cotransportador KCC2 en las
neuronas de segundo orden. Este cotransportador es esencial para mantener

el gradiente de cloruro (CI) (Coull et al., 2003). La disminucién de KCC2 en




la neurona de proyeccidén aumenta la concentracion de CI- intracelular ([CI:).
Bajo estas condiciones, la activacion de los receptores GABAA provoca la
despolarizacion de la membrana, favoreciendo la excitabilidad y la
transmisién del dolor (Basbaum et al., 2009). Ademas, la modulacion
glicinérgica se pierde en la sensibilizacion central. La prostaglandina E2
(PGEZ2) que se libera por la neurona de proyeccion actia sobre los receptores
EP2 expresados en interneuronas excitadoras y en las mismas neuronas de
segundo orden. La activacion del receptor EP2 activa la via AMPc-PKA que
fosforila a la subunidad GlyRa3 del receptor de glicina, provocando que las
neuronas no respondan a los efectos inhibidores de la glicina (Harvey et al.,
2004).

Activacion de la microglia (Fig. 5 - 3). En condiciones de dolor crénico, el ATP
liberado de sitios lesionados activa a los receptores purinérgicos P2Xs4, P2X7
y P2Y1,> presentes en la microglia. Esto provoca a su vez la activacion y
proliferacion de la microglia en el asta dorsal de la médula espinal (Tsuda et
al., 2003; Chessell et al., 2005; Haynes et al., 2006; Kobayashi et al., 2008).
La activacion del receptor P2X4 induce la sintesis y la liberacion del factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF). EI BDNF actia sobre los
receptores TrkB en las neuronas de segundo orden, generando un cambio
en el gradiente de CI. Adicionalmente, la fractalcina (CX3CL-1) activa a la
microglia. La CX3CL-1 funciona como un mecanismo de retroalimentacion
positiva entre las fibras nerviosas lesionadas y la microglia (Basbaum et al.,
2009; Ji et al.,, 2014). La activacion de la microglia conduce a cambios
moleculares que involucran la secrecién de moléculas de sefializacion como
BDNF, ATP, éxido nitrico (NO), quimiocinas (CCL2), interleucina 1B (IL-1B),
interleucina 6 (IL-6) y citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), que sensibilizan a las neuronas de proyeccion (Costigan y Woolf,
2000; Basbaum et al., 2009).
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Figura 5. Sensibilizacién central. La sensibilizacién central se produce por 3 mecanismos
principales: 1) la sefializacion mediada por el receptor NMDA, 2) la desinhibicion o pérdida del control
inhibidor y 3) la activacion de la microglia. Los tres mecanismos pueden funcionar de forma
independiente o paralela. Modificado de Basbaum et al., 2009. Glu: glutamato; SP: sustancia P;
CGRP: péptido relacionado con el gen de la calcitonina; ATP: adenosina trifosfato; NMDA: receptor
de glutamato NMDA,; Gly-R: receptor de glicina; MAPK: proteina cinasa activada por mitégenos;
PKC: proteina cinasa C; PI3K: cinasa PI3; PKA: proteina cinasa A; Src: proteina cinasa Src; GABA-
R: receptor de GABA: Toll-R: receptor tipo Toll; P2-R: receptor purinérgico 2; CXRCRL1: receptor de
fractalcina 1; BDNF: factor neurotréfico derivado de cerebro.

1.5. Participacion de las citocinas en el dolor

Las citocinas, entre las que se encuentran las linfocinas, monocinas, quimiocinas e
interleucinas, son un grupo de proteinas secretadas por células del sistema inmune
gue se liberan al medio extracelular en respuesta a diversos estimulos
inmunoldgicos (Zhang y An, 2007).

Las lesiones en la fibra nerviosa y los procesos inflamatorios reclutan macréfagos y
células de Schwann alrededor del sitio de lesidn. Estas células secretan citocinas y
factores de crecimiento necesarios para la regeneracién del nervio lesionado y
participan también en la modulacion de la respuesta nociceptiva. Por ejemplo, las
citocinas proinflamatorias promueven la sensibilizacion de neuronas en la periferia
y en el SNC (Zhang y An, 2007; Kawasaki et al., 2008; Ren y Dubner, 2010; Gao y
Ji, 2010). Entre las citocinas que se han relacionado con procesos de dolor se
encuentran IL-1B, IL-2, IL-6, IFN-y y TNFa. Se ha demostrado que estas citocinas
aumentan en el plasma de pacientes con dolor crénico y se han correlacionado con

la intensidad del dolor (Koch et al., 2007). Por otra parte, la administracion del




adyuvante completo de Freund eleva la concentracion de TNFa, IL-18 y NGF en
ratas (Woolf et al., 1997). Ademas, las citocinas TNFa e IL-1B inducen
sensibilizacion de las neuronas del asta dorsal y aumentan la neurotransmision
excitadora, mientras que la IL-6 bloguea la neurotransmision inhibidora en modelos
animales (Kawasaki et al., 2008). De acuerdo con esto, se ha demostrado que
farmacos con actividad antiinflamatoria, como la minociclina, previenen y retrasan
el desarrollo del dolor (Raghavendra et al., 2003; Hua et al., 2005; Curiel-Gémez,
2018). Estos datos sugieren que las citocinas proinflamatorias son esenciales en la
sensibilidad periférica y central para inducir dolor.

1.5.1 Factor de necrosis tumoral

El TNFa es un mediador de la respuesta inflamatoria a patdgenos y/o dafio (Abbas
et al., 2015). Esta citocina regula varios procesos celulares como proliferacion,
supervivencia, diferenciacion y apoptosis en linfocitos, miocitos, macrofagos,
células endoteliales, mastocitos, fibroblastos y neuronas (Aggarwal, 2003; Ma et al.,
2016). El TNFa se sintetiza como una proteina transmembranal de 212 aminoacidos
(tmTNF) y posteriormente se escinde del dominio extracelular por la enzima
convertidora de metaloproteasa de matriz TNF (TACE). El TNFa se libera como un
homotrimero soluble (STNF) que es biologicamente activo (Olmosy Lladé, 2014; Ma
et al., 2016).

El TNFa actua sobre los receptores TNFR1 y TNFR2 que tienen patrones diferentes
de expresion y de cascadas de sefalizacion (Olmos y Lladd, 2014; Abbas et al.,
2015). El receptor TNFR1 se expresa de forma constitutiva en el SNC, los nervios
periféricos y las células de Schwann (Breder et al.,1993; Ren y Dubner, 2010). Por
otro lado, el TNFR2 es inducible en el SNC y no se expresa de forma constitutiva
en células del GRD y de la médula espinal (Wheeler et al., 2014). El TNFa tiene
mayor afinidad por el TNFR1 (Ma et al., 2016). El receptor TNFR1 tiene dominios
citoplasmaticos homélogos llamados dominios de muerte (DD) esenciales para
iniciar la apoptosis. La formacion del complejo TNFa-receptor provoca un cambio
conformacional que resulta en la separacion del receptor de las proteinas

inhibidoras de DD para formar un complejo con la proteina de dominio de muerte




relacionada con TNFR1 (TRADD). Este complejo recluta a la proteina RIP, al factor
2 asociado al receptor de TNF (TRAF2) y al dominio de muerte asociado a Fas
(FADD). Este ultimo activa a las caspasas 8 y 10 que conducen a la apoptosis.
Ademas, el TNFa activa la via del factor nuclear kB (NF-kB), la via de la p38 MAPK,
la cinasa regulada por sefal extracelular (ERK), la cinasa c-Jun N-terminal (JNK),
la esfingomielinasa &cida (A-SMase) y la esfingomielinasa neutra (N-SMase). La
activacion de estas vias provoca la expresion de citocinas proinflamatorias (Olmos
y Lladd, 2014; Ma et al., 2016).

1.5.2 TNFay dolor

El TNFa tiene un papel importante en la sensibilizacion periférica y central al unirse
a sus receptores presentes en neuronas de primer y segundo orden. El TNFa reduce
el umbral de activacién de las fibras C generando alodinia mecanica (Junger y
Sorkin, 2000). También se ha reportado que las lesiones a la fibra aferente primaria
aumentan la expresion de los receptores TNFR1 y TNFR2 en axones y cuerpos
celulares del GRD vy su activacion aumenta la tasa de descarga en las fibras Ad
(Shubayev y Myers, 2001; Schafers et al., 2008). La uniéon de TNFa con su receptor
activa la via p38 MAPK que incrementa la corriente de los canales Nay resistentes
a tetrodotoxina, promoviendo un estado de mayor excitabilidad (Chen et al., 2015;
Gudes et al., 2015). Ademas, se ha reportado que el TNFa aumenta las corrientes
de Ca?', reduce las corrientes sinapticas inhibidoras, aumenta las corrientes
excitadoras espontaneas e inhibe la excitabilidad de las neuronas GABAérgicas a
través de la via TNFR1 p38 MAPK (Pollock et al., 2002; Zhang y Dougherty, 2011,
Zhang et al., 2013). La activacién de receptor TNFR1 aumenta la expresion del
receptor TRPV1 en neuronas del GRD (Schaible et al., 2010).

Por otra parte, la administracion de TNFa produce conductas nociceptivas en
modelos animales (Tabla 1). EI TNFa aumenta las conductas nociceptivas
provocadas por agentes inflamatorios como carragenina o formalina, lo que produce
hipersensibilidad, alodinia mecénica e hiperalgesia térmica. El TNFa produce
proliferacién y migracién de macrofagos, secrecion de citocinas y extravasacion

plasmatica en la periferia conduciendo a un proceso inflamatorio. Asimismo, la




administracién de antagonistas o bloqueadores de TNFa y su receptor disminuye

las conductas nociceptivas y la hiperalgesia provocada por la administracion de

TNFa, carragenina, formalina y ligadura de los nervios espinales (LNE). Ademas,

los ratones KO del receptor TNFR1 presentan una menor hipersensibilidad al dolor

por carragenina (Tabla 1).

Tabla 1. Efectos de TNF en la nocicepcién. La administracion de TNFa aumenta
y el bloqueo farmacolégico de TNFa revierte sus

las conductas nociceptivas,

efectos.

Modelo

Sustancia

Via o sitio de

Efecto

Referencia

Randall-
Selitto (ratas)

Modelo de
bradicinina

Ratas naive

Modelo de
dolor
inflamatorio

Ratas naive

Modelo de
hiperalgesia
inflamatoria

Ratas naive

Cultivo de
neuronas del
GRD

Modelo de
dolor
neuropatico
Animales
intactos y
con ligadura
del nervio
espinal (LNE)

administrada

- Antisuero
neutralizante de
TNFa
- TNFa

- TNFa

- Adyuvante
completo de
Freund (CFA)
- TNFa
recombinante
- Antisuero anti-
TNFa

TNFa

- Carragenina,
bradicinina,
TNFa y PGE2
Talidomida

- TNFa
- Anticuerpo anti-
TNFa

- TNFa

- TNFa

- TNFa
- Etanercept

administracion

Intraplantar

Intraplantar

Nervio ciatico

Intraplantar

Subcutanea

Intraperitoneal

Nervio ciatico

Cultivo

GRD

GRD L5

TNFa produce hiperalgesia dosis
independiente.

La administracion de TNFa
produce hiperalgesia.

El antisuero  revierte las

conductas provocadas por
bradicinina.
El TNFa produce alodinia

mecanica e hiperalgesia térmica.
La administracion de CFA
aumenta los niveles de TNFa.

El TNFa recombinante aumenta
la  sensibilidad térmica vy
mecdanica y aumenta los niveles
de IL-18 y NGF.

El antisuero anti-TNFa reduce los
efectos de TNFa y CFA.
El TNF disminuye el
mecanico en ratas.

EL TNF sensibiliza las fibras C.
El TNF produce extravasacion

umbral

plasmatica.
La talidomida inhibe la
hiperalgesia  provocada  por

carragenina o bradicinina, pero
no la provocada por TNFa o
PGE2.

Antinocicepcion.

Aumento de la ICa y aumento en
la [Ca®*]..

El TNFa aumenta la alodinia
mecanica en el dolor
neuropatico.

El TNFa aumenta alodinia y en
dolor espontdneo en ratas con
LNE.

El etanercept
alodinia.

disminuye la

Cuhna et al.,
1992

Ferreira et al.,
1993

Wagner y
Myers, 1996

Woolf et al.,
1997

Jungery
Sorkin, 2000

Ribeiro et al.,
2000

Sorkin y
Doom, 2001

Pollock et al.,
2002

Homma et al.,
2002

Schéfers et
al., 2003a




Tabla 1. Efectos de TNF en la nocicepcion (continuacion).

Via o sitio de

Efecto

Sustancia
DT administrada
Anticuerpos
LNEenrata o a TNFR1y2
- Inhibidor de la
LNE en rata p38 MAPK
- Etanercept
Ratones
Knock out
.(KO) y - Carragenina
silvestres - TNFa
(WT) del
receptor
TNFR1
LNE en rata - Etanercept

Proteinas R1 y
R2  (derivadas

Ratas naivey de TNFa) son

GDR deratas activadores
con SNL selectivos de
TNFR1 y 2
respectivamente
- Anticuerpo
chgfrielgn?rfa anti-TNFa
g - Talidomida
Modelo c_ie - Etanercept
carragenina
Mode!o_ de - Etanercept
artritis

1.6. Estrés y dolor

administracion

Inmunoreactividad

en GRD

Intraperitoneal

Intravenosa

Sistémica e
intratecal

Intratecal

Intraplantar

Intraplantar

Intraganglionar

La LNE aumenta la expresion de
los receptores TNFR1 y 2 en el
GRD.

La inhibicion de p38 disminuye la
alodinia.

El etanercept disminuye la alodinia
mecanica y bloguea la activacion
de p38.

Carragenina aumenta los niveles
de TNFa y otras citocinas.
Carragenina produce
hipersensibilidad en ratones WT.
Carragenina induce una menor
hipersensibilidad en ratones KO.
El TNFa produce hipernacicepcion
en ratones WT pero no en ratones
KO.

La administracion de etanercept
disminuye la alodinia y la
fosforilacion de p38.

La proteina R1 reduce ligeramente
los umbrales mecanicos y térmicos
en ratas. Las proteinas R1 y R2
tienen un efecto mayor en los
umbrales mecanicos y térmicos.
Las proteinas R1y R2 aumentan la
tasa de descarga de las fibras Ad.
El anticuerpo de TNFa inhibe el
edema y la alodinia mecanica.

La talidomida disminuye las
respuesta inflamatorias y
nociceptivas de carragenina.

La administracion de etanercept
disminuye las conductas
nociceptivas evocadas por
carragenina

El etanercept disminuye la
hiperalgesia y evita la migracion de
macréfagos al GRD.

Referencia

Schéfers et
al., 2003b

Schafers et
al., 2003c

Cunha et al.,
2005

Svensson et
al., 2005

Schafers et
al., 2008

Rocha et al.,
2006

Choi et al.,
2010

Schaible et
al., 2010

Existe evidencia de que el estrés modula la percepcion e intensidad del dolor
(Olango y Finn, 2014). Se ha descrito que la exposicion a estrés agudo e intenso
reduce la respuesta al dolor. Este fendbmeno se denomina analgesia inducida por
estrés (revisado por Jennings et al.,, 2014). Sin embargo, la exposicion a estrés
cronico disminuye el umbral del dolor en humanos y aumenta la intensidad del dolor
en patologias como la fibromialgia, el sindrome del colon irritable y la artritis

reumatoide (Delvaux, 1999; Herrmann et al.,, 2000; Wood, 2004). Asimismo, el




estrés crénico produce hipersensibilidad al dolor, hiperalgesia y alodinia en roedores
en diferentes modelos experimentales (Tabla 2). Por lo tanto, el efecto del estrés
sobre la nocicepcion depende del tipo de estresor y del periodo de exposicion
(Olango y Finn, 2014).

Las neuronas del asta dorsal de la médula espinal, del GRD y la microglia expresan
receptores a glucocorticoides (receptor a glucocorticoide y a mineralocorticoide)
(Khasar et al., 2008; Shaqura et al., 2016; Ibrahim et al., 2016). Las lesiones del
nervio espinal en el modelo de LNE aumentan la expresion del receptor a
glucocorticoides, mientras que, el bloqueo del receptor revierte la alodinia mecénica
y la hiperalgesia térmica observada en el modelo de LNE (Takasaki et al., 2005),
indicando que los glucocorticoides participan en la nocicepcion.

Por otra parte, se ha descrito que el estrés cronico aumenta la liberacion de
glucocorticoides y catecolaminas de manera prolongada lo que produce
hiperalgesia (Khasar et al., 2008; Velazquez-Lagunas, 2016). En el modelo de
estrés cronico por derrota social se genera alodinia sin una lesion al sistema
somatosensorial, pero se promueve un ambiente de neuroinflamacion en la médula
espinal. En este modelo, el estrés promueve la activacion de la microglia y la
expresion de RNAmM de mediadores inflamatorios (Sawicki et al., 2019). Por otro
lado, el estrés induce la liberacién de glutamato y aumenta la activacion de sus
receptores (NMDA, AMPA y mGIuR) en la médula espinal (Quintero et al., 2011).
La hipersensibilidad por estrés crénico también se ha asociado con la pérdida de
los mecanismos inhibitorios a través de la via de BDNF-trkB-KCC2-GABAa (Dai y
Ma, 2014). En apoyo a esta idea, el estrés disminuye y retarda la liberacion de GABA
después de un estimulo doloroso (Quintero et al., 2011). Ademas, el estrés crénico
aumenta la liberacién de BDNF y disminuye la expresiéon de cotransportador KCC2.
La administracién de un activador de KCC2 disminuye la hipersensibilidad al dolor

en ratas con estrés cronico (Curiel-Gémez, 2018).




Tabla 2. Estrés y dolor. El estrés cronico produce dolor en modelos animales.
Liberacion de

Conducta Tratamiento/

Rl Duracion nociceptiva receptores corticosterona REREICE
. Hiperalgesia | liberacién de _
Nado 10-20 min/dia; iperalg . GABA Quintero et
forzado 3 dias qwfmlca l'.n ucl ta 1 liberacién de ) al., 2000
por formalina (rata) glutamato
Restriccion . . . ' Da Silva-
1h/5diasala Hiperalgesia Morfina (5
de sem; 8 sem térmica (rata) mg/kg) ) Torres et
movimiento ' al., 2003
Corticosterona
Restriccidn . . . EERLYSAI B aguda, 2y 3
6 h/dia por 3 Hiperalgesia neuronas de Imbe et al.,
i sem térmica (rata) RVM, NRMy  Semanas (300, 2004
movimiento LC 371, 375 ng/ml,
respetivamente
Restriccion 1h/5 (_jlas ala Iﬂlpera_lgesw_l Morfina (5 Corticosterona 8 Gameiro et
de sem; por 8 quimica inducida mg/kg) sem al.. 2005
movimiento sem por formalina (rata) B
Restriccion 1 1/5 dias a la Hipera_lgesie_l Fluoxetina 10  Corticosterona 0.5 _
d . quimica inducida mg/kg y 1 hora, 3y 40 Gameiro et
e sem; por 8 . 4 P .
Tovirmiento sem por fprmahna (40 Morfina 5 dias despues._ ) al., 2006
dias) (rata) mg/kg ACTH no cambié
Restriccion 1h/5 c_ilas ala _Formallna. Bardin et
de sem; por 5 Hiperalgesia y - - al.. 2009
movimiento sem alodinia tactil (rata) B
Impedimento . Hiperalgesia . .
de laingesta 1 h/dia por 10 y|sc1_aral y p-p38/0X-42, Corticosterona al Bradesi et
de a dias activacion de la NK1, IKBa dia 10 (320 ng/ml) al., 2009
gua : :
microglia (rata)
Hiperalgesia R-CCK2 .
Z%réio;fl 15 dias muscular y alodinia COX-2 - Rlvgélez)al.,
tactil (rata) iNOS
Derrota i Hiperalgesia TLRA IL-1B, TNFa Tramullas
social visceral (rata) ’ et al., 2014
1 R-P2X7,
Restriccion . tPanx1 en
de 2 h/d('ja,‘ por 10 Ansiedad (rata) neuronas, Glutamato, ATP Orellana et
o ias - p al., 2015
movimiento microglia y
astrocitos
Corticosterona 2
dias después
Nado 10-20 min/dia; Hiperalgesia Meloxicam (520 pg /ml). Guevara et
forzado por 3 dias térmica (rata) Ketoprofeno Los farmacos al., 2015
redujeron estos
niveles
Restriccion . .
de 2-8 1/dia; por - ajodinia tactil (rata) P2X7 - Hetal,
movimiento
L - - Glicirricina, -
Restriccion . Alodinia mecanica ! Velazquez-
de 2 d:;égor e e hiperalgesia LPS'EA‘T’ (e - Lagunas,
movimiento térmica (rata) TLRA 2017
Restriccion . Alodinia mecanica 1BDNF Curiel-
de 2 hi dé?ar;or 28 e hiperalgesia |KCC2 - Gomez,
movimiento térmica (rata) Minociclina 2018

Tomada y modificada de Veldzquez-Lagunas, 2016. Sem: semana; RVM: médula rostral ventro
medial; NRM: ndcleo de rafé magno; LC: locus certleo; ACTH: hormona adrenocorticotropica; LPS-
RS: lipopolisacérido de Rhodobacter sphaeroides; Panx1: Panexina 1.




1.6.1 Estrés y TNFa

El aumento de citocinas y corticosterona en respuesta a la aplicacion de estimulos
aversivos (fisicos o psicologicos) produce neuroinflamacién, aumenta la percepcion
dolorosa y los comportamientos tipo ansiedad en redores (Deak et al., 2015; Sawicki
et al., 2019). El estrés psicologico en roedores activa a la microglia e incrementa la
expresion de IL-1B3, TNFa, CCL2 y TLR4 en la médula espinal (Sawicki et al., 2019).
Particularmente, la via TLR4/NF-kB participa en el dolor neuropéatico, inflamatorio y
postquirtrgico de forma importante (Yuan et al., 2014; Sun et al., 2015; Liu et al.,
2018; Sun et al., 2018). La activacion de la via TLR4/NF-kB participa en la
neuroinflamacion que subyace a los procesos de sensibilizacién en el dolor crénico
y conduce a la liberacion de citocinas proinflamatorias como el TNFa. También, se
ha reportado que el TNFa promueve la liberacion de HMGBL1 y estimula la via del
TLR4, retroalimentando al proceso inflamatorio (Wang et al., 1999; Kent et al.,
2011). La proteina HMGB1 es una alarmina que participa en procesos inflamatorios
y mediante la activacion del receptor TLR4 participan en el dolor inflamatorio (Sun
et al., 2018). De forma paralela, el TNFa activa la via de NF-kB a través de su union
al receptor TNFR1, lo que produce mayor liberacion de citocinas proinflamatorias
(Olmos y Lladd, 2014; Ma et al.,, 2016). Ademas, el TNFa recluta neutroéfilos y
promueve la liberacién sostenida de IL-8 y TNFa en roedores (Cunha y Tamashiro,
1992; Vieira et al., 2009).

Por otra parte, se ha reportado que la administracion intratecal de glicirricina, un
inhibidor de la proteina HMGB1, reduce la hipersensibilidad al dolor inducida por
estrés cronico en el modelo de restriccion de movimiento. De forma similar, se
demostrd que el bloqueo del receptor TLR4 también disminuye la hipersensibilidad

al dolor inducida por estrés cronico (Velazquez-Lagunas, 2017).




2. Justificacion

El estrés crénico induce un aumento en la sensibilidad dolorosa. Sin embargo, los
mecanismos moleculares que producen la hipersensibilidad al dolor en el estrés
cronico no se conocen bien. Las citocinas proinflamatorias tienen un papel
importante en la sensibilizacion dolorosa periférica y central, al igual que en el
mantenimiento del estrés cronico. En particular, el TNFa participa en la induccién
de conductas nociceptivas y promueve la liberacién de citocinas y alarminas de
macréfagos y monocitos. En el modelo de estrés cronico por restriccion de
movimiento se ha descrito que los animales desarrollan alodinia mecénica y que la
alarmina HMGB1 y el receptor TLR4 participan en generar esta conducta
nociceptiva. Sin embargo, se desconoce si el TNFa participa en la generacion y/o
mantenimiento de la alodinia tactil inducida por estrés cronico. Por otra parte, no se
conoce si el estrés cronico por restriccion de movimiento puede inducir alodinia
mecanica en ratas que cohabitan con los animales estresados, de manera similar a
lo reportado en modelos de transferencia social del estrés. Por lo tanto, es de
nuestro interés determinar si el TNFa y su receptor TNFR1 participan en la alodinia
mecanica que se observa en los animales sujetos a estrés crénico por restriccion
de movimiento y en ratas que cohabitan con aquellos individuos que reciben

directamente el estimulo estresor.




3. Hipdtesis

El TNFa y su receptor TNFR1 participan en la hipersensibilidad al dolor en ratas
expuestas a estrés crénico por restriccibn de movimiento y en animales que

cohabitan con sujetos expuestos a estrés crénico.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Determinar el papel del TNFa y el receptor TNFR1 en la hipersensibilidad al dolor
inducida en ratas expuestas a estrés cronico y en aquellos animales que cohabitan

con sujetos expuestos a estres.

4.2. Objetivos particulares

1. Estandarizar el modelo de dolor inducido por estrés cronico por restriccion de
movimiento y por transferencia social del estrés en ratas.

2. Determinar, mediante herramientas farmacologicas, la participacion del
TNFay sureceptor TNFRL1 en la hipersensibilidad al dolor inducida por estrés

cronico por restriccion de movimiento y por transferencia social del estrés.




5. Metodologia

5.1. Animales

Los experimentos se realizaron utilizando ratas hembras o machos de la cepa
Wistar con un peso corporal de 210-220 g. Los animales se obtuvieron del bioterio
del Cinvestav, Sede Sur. Estos se mantuvieron en condiciones controladas de
temperatura y humedad, con ciclos de luz-oscuridad 12:12 h y con agua y alimento
ad libitum. Todos los experimentos se realizaron con base en las guias sobre
aspectos éticos para la investigacion del dolor experimental en animales
(Zimmermann, 1983). EI Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
(CICUAL) del Cinvestav aprobo el protocolo de este estudio (0092-14).

5.2. Farmacos

La talidomida, inmunomodulador que inhibe la sintesis de TNFa (Cat. #50-53-1,
Sigma-Aldrich St. Louis, Mo), y el R7050, antagonista del receptor TNFR1 (Cat.
#5432, Tocris Bioscience, Bristol), se disolvieron en DMSO al 30%. La
administracion intratecal (i.t.) se realizé en un volumen final de 20 ul por rata, la
administracion intraperitoneal (i.p.) se realizé en un volumen final de 1 ml por rata 'y

la administracion subcutanea (s.c.) se realizo en un volumen final de 50 pl.

5.3. Modelo de hipersensibilidad al dolor inducido por estrés crdénico por

restriccion de movimiento

La hipersensibilidad al dolor se indujo mediante estrés cronico por restriccion de
movimiento. La restriccion de movimiento se llevdé a cabo utilizando restrictores
(tubos o cilindros) de acrilico, los cuales se ajustaron al tamafio de cada rata. Las
ratas se mantuvieron en los restrictores durante 2 h diarias por 6 dias durante 4
semanas consecutivas. Al finalizar cada sesion de estrés los animales se
devolvieron a su caja hogar.

La alodinia tactil se evalu6 24 h después de la Gltima sesién de estrés cronico (para
evitar los efectos agudos del estrés) a los dias 0, 1, 3, 7, 14, 21 y 28 dias (Fig. 6).

Los grupos se conformaron de 6 animales para cada condicion experimental.




Evaluacion de alodinia tactil
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Restriccion de movimiento
(2 h por 6 dias durante 4 semanas)
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Figura 6. Disefio experimental para la evaluacion de la hipersensibilidad al dolor inducida por
estrés crénico por restriccién de movimiento. La alodinia tactil se evalu6 a los dias sefialados.

5.4. Modelo de hipersensibilidad al dolor inducida mediante transferencia

social del estrés

Se determind la hipersensibilidad al dolor en ratas que cohabitan con ratas
sometidas a estrés cronico.

Los grupos se conformaron por 8 ratas en total, 5 ratas fueron sometidas a estrés
cronico por restriccibon de movimiento y 3 ratas cohabitaron con los animales
estresados. La alodinia tactil se evalud 24 h después de la ultima sesion de estrés

cronico de los animales estresados a los dias 0, 1, 3, 7, 14, 21y 28 (Fig. 7).

Evaluacion de alodinia tactil

| I | I I I I
1 3 7 14 21 28

Cohabitacion con un animal estresado

(28 dias)
Figura 7. Disefio experimental para la evaluaciéon de la hipersensibilidad al dolor por
transferencia social del estrés. La alodinia tactil se evalué a los dias sefialados.

A 4

El grupo control se conformé por 8 ratas que se manipularon para descartar que la
manipulacion genera estrés en las ratas. El grupo se dividié en dos subgrupos. El
primer subgrupo de 5 ratas se manipul6 durante 2 horas y el segundo subgrupo de
3 animales se coloco durante 2 horas en una caja diferente. Posteriormente, ambos

subgrupos se devolvieron a su caja hogar.




5.5. Evaluacién de las conductas de olfateo (transferencia social del estrés)

Las conductas de olfateo en la zona torso-cabeza y anogenital se evaluaron durante
los primeros 5 min de interaccion entre una rata sometida al protocolo de estrés por
restriccion de movimiento y su compafiero de caja (sin restriccion de movimiento).
Las conductas de olfateo se evaluaron en 6 pares de ratas independientes. La
evaluacion se realiz6 los dias 1, 3, 7, 14, 21 y 28 post-estrés (Fig. 8).

D) Evaluacion de las conductas
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Rata intacta
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Figura 8. Disefio experimental de la evaluacic’)n de las conductas de olfateo (transferencia
social del estrés). Las parejas de ratas se mantuvieron cohabitando durante 28 dias (A). Una rata
de cada pareja se sometié al protocolo de restriccion de movimiento (B). Posteriormente, la rata
sometida a estrés se devolvid con su compafiera no estresada y se evaluaron las conductas de
olfateo durante los primeros 5 min de contacto (C). La evaluacion se realizé a los dias sefialados (D).
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5.6. Evaluacién de hipersensibilidad al dolor

La alodinia tactil se evaluo por el método de Up and Down (Chaplan et al., 1994).
Se aplicaron una serie de filamentos calibrados de von Frey sobre la superficie
plantar durante 10 segundos. La respuesta se considerd positiva si la rata retiraba
la pata y se registr6 mediante una “X”. Por el contrario, la respuesta negativa
representa la ausencia en el retiro de la extremidad y se registré6 mediante un “O”.
Después del primer cambio de respuesta de positivo a negativo o viceversa se
realizaron 4 mediciones adicionales con el fin de obtener 6 mediciones. Se calculo
el 50% de umbral de retiro a partir de los datos obtenidos y del calibre del ultimo

finalmente utilizado. El 50% de umbral de retiro se calculé con la siguiente férmula:

10Xf+k8

50% umbral (g) = W




Dénde:
Xf: valor del dltimo filamento de von Frey utilizado (en unidades de log).
k: factor de correccion basado en los patrones de respuesta de la tabla de
calibracién y al valor tabulado en base al patrén de respuestas positivas y
negativas.

o: diferencias de promedio entre estimulos (unidades log).

5.7. Evaluacion de la actividad motora

La prueba de coordinacion motriz consistié en evaluar la capacidad de los animales
para mantenerse en un cilindro (Rota-rod) que gira a una velocidad de 11 rpm. Se
determiné el nimero de veces que el animal cae del cilindro durante los 5 min que
duro la prueba. Previo a la prueba los animales se entrenaron en el Rota-rod durante

10, 5y 5 min cada dia durante 3 dias.

5.8. Disefio experimental

5.8.1 Participacion del TNFa y TNFR1 en la hipersensibilidad al dolor por estrés

cronico o transferencia social del estrés

La participacion del TNFa y del receptor TNFR1 en la hipersensibilidad al dolor se
determindé mediante la administracion de dosis crecientes de talidomida por via i.p.
(5, 50 y 100 mg/kg) e i.t. (0.01, 0.1y 1 ug/20 pl), el R7050 se administré por via i.t.
(0.1, 1y 10 pg/20 ub) y el vehiculo (DMSO al 30%) por via i.t. o i.p. al dia 28 post-
estrés cronico y post-cohabitacidn. La alodinia tactil se evalu6 a diferentes tiempos
(0.5, 1, 2,4,6, 8, 12 y 24 h) post-administracion de los farmacos o el vehiculo (Fig.

9). Los grupos experimentales fueron de 6 ratas para cada condicién experimental.
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Figura 9. Disefio farmacolégico para la evaluaciéon del efecto de TNFa y TNFR1 sobre la
hipersensibilidad al dolor inducida por estrés cronico o por transferencia social del estrés. La
alodinia tactil se evalu6 mediante el método de Up and Down. VEH: vehiculo.

5.9. Analisis estadistico

Los datos se reportan como el promedio + el error estandar de la media (EEM) de
cada grupo experimental. Los cursos temporales se construyeron a partir de los
valores del umbral de retiro en funcion del tiempo (horas o dias segun sea el caso).
El area bajo la curva se calcul6 por el método de los trapezoides (Tallarida y Murray,
1981).

Las diferencias estadisticas entre grupos se determinaron mediante el andlisis de
varianza (ANOVA) de una o dos vias seguido de la prueba de Bonferroni o una
prueba de t de student, mediante el programa estadistico Graph Prism 6.0
(GraphPad Inc., San Diego, CA). Los valores de p < 0.05 se consideraron

significativos.




6. Resultados

6.1. El estrés cronico por restriccion de movimiento produce hipersensibilidad
al dolor

El estrés crénico por restriccion de movimiento produjo alodinia tactil tanto en ratas

hembras (Fig. 10A) como en machos (Fig. 10B) a partir del dia 21 posterior de haber

iniciado el protocolo de restriccion de movimiento. La alodinia tactil se observo de

manera similar en ambas extremidades traseras de la rata.
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Figura 10. Curso temporal del 50% de umbral de retiro de ratas sometidas a estrés crénico
por restriccién de movimiento. El estrés crénico produjo alodinia tactil en ambas extremidades
traseras. A) Curso temporal del 50% del umbral de retiro de ratas hembras. B) Curso temporal del
50% del umbral de retiro de ratas machos. Los datos se expresan como el promedio + EEM (n = 6).
### n < 0.001 vs Control por analisis de ANOVA de dos vias/Bonferroni.

6.2. La transferencia social del estrés en ratas intactas produce

hipersensibilidad al dolor

La cohabitacion de ratas intactas con ratas que se sometieron a estrés crénico por
restriccibn de movimiento produjo alodinia tactil (Fig. 11). La hipersensibilidad al
dolor se observo tanto en ratas hembras (Fig. 11A) como en machos (Fig. 11B). Los
animales que cohabitaron con sujetos estresados presentaron alodinia tactil en
ambas extremidades traseras. El umbral de retiro disminuy6 hasta valores de 4 g a
partir del dia 21 de cohabitacion con ratas estresadas. No se observaron diferencias

estadisticas entre la extremidad izquierda y la derecha.
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Figura 11. Curso temporal del 50% de umbral de retiro en animales intactos que cohabitaron
con ratas sometidas a estrés cronico por restriccion de movimiento. La cohabitacién de ratas
naive con ratas con estrés crénico por restriccion de movimiento produjo alodinia tactil en ambas
patas traseras. A) Curso temporal del 50% del umbral de retiro de ratas hembras. B) Curso temporal
del 50% del umbral de retiro de ratas machos. Los datos se expresan como el promedio + EEM (n =
6). # p < 0.05 6 ¥ p < 0.001 vs Control por andlisis de ANOVA de dos vias/Bonferroni.

El desarrollo de alodinia tactil fue similar entre los animales con estrés cronico y
aquellos que cohabitaron con sujetos estresados, tanto en ratas hembras (Fig. 12A)

como en machos (Fig. 12B).
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Figura 12. Comparacion de la hipersensibilidad al dolor entre ratas con estrés cronico y
sujetos que cohabitaron con ratas estresadas. A) Curso temporal de ratas hembras con
restriccion de movimiento (RM) y ratas que cohabitaron sin restriccién de movimiento (SRM). B)
Curso temporal de ratas machos con RM y SRM. Los datos se expresan como el promedio + EEM
(n = 6). * p< 0.05 RM vs SRM; **# p < 0.001 vs Control determinado por analisis de ANOVA de dos
vias/Bonferroni.




6.3. Transferencia social del estrés

La cohabitacion de ratas hembras sin restriccion de movimiento con ratas hembras
estresadas por restriccion de movimiento produjo un aumento de las conductas de
exploracion de la zona anogenital (Fig. 13A) y la zona torso-cabeza (Fig. 13B),
durante los primeros 5 min de interaccion posteriores a la sesion de estrés por
restriccion de movimiento. Las ratas sin exposicion al estrés exploraron mas a su
compafiera estresada en comparacion con las ratas estresadas. Ademas, se
observé que las ratas exploraron mas la zona anogenital que la zona torso-cabeza
(Fig. 13).
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Figura 13. Interaccién entre ratas con estrés crénico y ratas que cohabitan con sujetos
estresados. Los histogramas muestran el nimero de veces que una rata explora la zona anogenital
(A) o la zona torso-cabeza (B) de su compafiera durante los primeros 5 minutos después de una
sesién de estrés por restriccion de movimiento. Los datos se expresan como el promedio = EEM (n
=6).*p<0.05 *p<0.016** p<0.001 RM vs SRM determinado por prueba de t de Student. RM:
restriccion de movimiento, SRM: sin restriccion de movimiento.




6.4. Efecto de latalidomida, el R7050 y el vehiculo en ratas naive

La inyeccidn intratecal de talidomida (1 pg), R7050 (10 ug) y el vehiculo (DMSO al
30%) no indujo efectos nociceptivos en ratas naive (Fig. 14).
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Figura 14. Efecto de talidomida, R7050 y vehiculo sobre ratas naive. A) Curso temporal del 50%
del umbral de retiro (g) de la extremidad posterior derecha de ratas naive (N) posterior a la
administracion intratecal de talidomida (Tali), R7050 y vehiculo (Veh). B) Area bajo la curva (ABC)
del curso temporal A. Las gréficas representan el promedio + EEM (n = 6).

6.5. Efecto de talidomida sobre la alodinia tactil en ratas hembras sometidas

a estrés cronico

La administracion sistémica de talidomida (via intraperitoneal, i.p.) redujo la alodinia
tactil observada en ratas hembras sometidas a restriccion de movimiento. El efecto
maximo se observo a las 4 h posteriores a la administracion (Fig. 15A). La talidomida
administrada de forma sistémica produjo un efecto antialodinico a la dosis de 50 y
100 mg/kg (Fig. 15B).

La administracion espinal (via intratecal, i.t.) de talidomida revirtié la alodinia tactil
inducida por restriccion de movimiento de manera dosis dependiente en ratas
hembra (Fig. 15C y D). El efecto antialodinico alcanzé su pico maximo alas 4 hy

regreso a valores basales a las 24 h (Fig. 15C).
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Figura 15. Efecto de latalidomida sobre la alodinia tactil inducida por estrés cronico. A) Curso
temporal del efecto de la administracion intraperitoneal (i.p.) de talidomida sobre la alodinia tactil
inducida por estrés crénico. B) Area bajo la curva (ABC) del curso temporal en A. C) Curso temporal
del efecto de la administracion intratecal (i.t.) de la talidomida sobre la alodinia tactil inducida por la
restriccibn de movimiento en ratas hembras. D) ABC del curso temporal en C. Las gréficas
representan el promedio + EEM (n = 6). * p < 0.05 6 ** p < 0.001 vs Veh determinado ANOVA de
una via/Bonferroni. Veh: Vehiculo.

6.6. Efecto de talidomida sobre la alodinia tactil en ratas hembras que

cohabitan con ratas sometidas a estrés crénico

La administracion sistémica de talidomida (i.p.) redujo la alodinia tactil observada en
ratas que cohabitaron con ratas estresadas (Fig. 16A). El efecto antialodinico
maximo se observo a las 4 h posteriores a la administracion. La dosis maxima de
talidomida mantuvo el efecto antialodinico hasta 6 h posteriores a la administracion
(Fig. 16A). La administracién sistémica de talidomida produjo un efecto antialodinico

dependiente de la dosis (Fig. 16B).




La administraciéon espinal de talidomida (i.t.) revirtié la alodinia tactil observada en
ratas hembras que cohabitaron con animales con estrés cronico (Fig. 16C). El efecto

antialodinico de la talidomida fue dosis dependiente (Fig. 16D).
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Figura 16. Efecto de la talidomida sobre la alodinia tactil de ratas que cohabitaron con ratas
estresadas. A) Curso temporal del efecto de la administracion intraperitoneal (i.p.) de talidomida
sobre la alodinia tactil inducida en ratas hembras que cohabitan con ratas estresadas. B) Area bajo
la curva (ABC) del curso temporal en A. C) Curso temporal del efecto de la administracién intratecal
(i.t.) de talidomida sobre la alodinia tactil observada en ratas hembras que cohabitaron con ratas con
estrés crénico. D) ABC del curso temporal en C. Las gréaficas representan el promedio + EEM (n =
6). *p <0.05 6 *** p < 0.001 vs Veh. determinado ANOVA de una via/Bonferroni. Veh: Vehiculo.

6.7. Comparaciéon de las curvas dosis-respuesta de la administracion

periférica, sistémicay espinal de talidomida

La administraciéon espinal y sistémica de talidomida a las dosis maximas utilizadas
(1 pg i.t. y 100 mg/kg o su equivalente 15 ug i.p.) revirtio la alodinia tactil en ratas
con estrés cronico (Fig. 17A) y en ratas que cohabitaron con sujetos estresados

(Fig. 17B). El curso temporal del efecto antialodinico observado con ambas vias de




administracion tiene una cinética similar. Sin embargo, la comparacion de las curvas
dosis respuesta muestra que la administracion espinal de talidomida tiene un efecto
antialodinico mas potente y eficaz comparado con la administracion sistémica, tanto
en animales con estrés crénico como en los animales que cohabitaron con ratas
estresadas (Fig. 17C).

Con la finalidad de tener una mejor comparacion del efecto de la talidomida sobre
la alodinia mecénica en ratas con estrés crénico se comparé el efecto de 1 pg de
talidomida por 3 diferentes vias de administracion: intratecal, periférica y
subcutanea. Como se observa en la figura 17D solo la administracion intratecal de
1 pg de talidomida revirtio la alodinia mecanica en ratas con estrés cronico, y no asi
la administracion sistémica o subcutanea, lo que sugiere que el efecto de talidomida

es principalmente a nivel espinal (Fig. 17D).
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Figura 17. Comparacién del efecto antialodinico de talidomida por diferentes vias de
administraciéon. A) Efecto de la administracion intratecal (i.t.) e intraperitoneal (i.p.) de talidomida
sobre la alodinia tactil de ratas hembras con restriccion de movimiento (RM). B) Efecto de la
administracion i.t. e i.p. de talidomida sobre la alodinia tactil de ratas hembras que cohabitaron con
ratas con estrés cronico (SRM). C) Curvas dosis-respuestas de la administracion i.t. e i.p. de
talidomida en ratas con RM y en ratas SRM. D) Efecto de la administracion i.t., i.p. y subcutanea
(s.c.) de 1 ug de talidomida sobre la alodinia tactil de ratas hembras con RM. Las gréficas representan
el promedio + EEM (n = 6).




6.8. Efecto antialodinico de talidomida en ratas machos sometidos a estrés
cronico y en ratas macho que cohabitan con individuos estresados

La administracion intratecal de talidomida revirtié la alodinia tactil inducida por estrés
cronico por restriccibn de movimiento en ratas machos (Fig. 18A) y asi como en
ratas machos que cohabitaron con sujetos con estrés cronico (Fig.18B). El efecto
de la talidomida en ratas macho fue similar a las ratas hembras, tanto en animales
con restricciéon de movimiento (Fig. 18C) como en animales que cohabitaron con

sujetos estresados (Fig. 18D).
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Figura 18. Efecto de la talidomida sobre la alodinia tactil en ratas machos con estrés crénico
y en ratas machos que cohabitan con sujetos estresados. A) Curso temporal del efecto de la
administracién intratecal del pg de talidomida sobre la alodinia tactil inducida por la restriccion de
movimiento en ratas machos (RM-M) y en ratas hembras (RM-H). B) Curso temporal del efecto de
la administracion espinal del pg de talidomida sobre la alodinia tactil en ratas machos que cohabitan
con sujetos estresados (SRM-M) y en ratas hembras (SRM-H). C) Area bajo la curva (ABC) del curso
temporal en A. D) ABC del curso temporal en B. Las graficas representan el promedio + EEM (n =
6). % p < 0.001 M vs H determinado por ANOVA de dos vias/Bonferroni. *** p < 0.001 vs Veh del
grupo de ratas hembras; ** p < 0.001 vs Veh del grupo de ratas machos determinado por ANOVA
de una via/Bonferroni. Veh: Vehiculo.




6.9. Efecto de R7050 sobre la hipersensibilidad al dolor inducida por estrés

crénico

La administracion intratecal de R7050 revirtio la alodinia tactil en ratas hembras con
estrés cronico por restriccion de movimiento de manera dosis dependiente (Fig. 19A
y B). El R7050, a la méxima dosis administrada (10 pg) revirtié la alodinia tactil
inducida por estrés crénico en ratas machos de manera similar a las hembras (Fig.

19Cy D).
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Figura 19. Efecto del R7050 sobre la alodinia tactil inducida por estrés crénico. A) Curso
temporal de la administracion intratecal de R7050 sobre la alodinia tactil en ratas hembras estrés
crénico por restriccion de movimiento. B) Area bajo la curva (ABC) del curso temporal en A. C)
Comparacion del curso temporal del efecto de la administracion intratecal de 10 pg de R7050 sobre
la alodinia tactil de ratas machos con estrés crénico (RM-M) contra el grupo de ratas hembras (RM-
H). D) ABC del curso temporal en C. Las gréficas representan el promedio + EEM (n = 6). *** p <
0.001 vs Veh del grupo de ratas hembras; # p < 0.001 vs Veh del grupo de ratas machos
determinado por ANOVA de una via/Bonferroni. Veh: Vehiculo.




6.10. Efecto de R7050 sobre la hipersensibilidad al dolor inducida por

transferencia social del estrés

La administracion intratecal de R7050 revirtié la alodinia tactil en ratas hembras que
cohabitaron con ratas hembras sometidas a estrés crénico (Fig. 20A). El efecto
antialodinico observado fue dosis dependiente (Fig. 20B). El R7050, a la maxima
dosis administrada (10 pg), revirtio la alodinia tactil en ratas machos que cohabitaron
con ratas machos con estrés cronico de manera similar a las ratas hembras (Fig.
20C y D).
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Figura 20. Efecto del R7050 sobre la alodinia tactil de ratas que cohabitaron con sujetos con
estrés cronico. A) Curso temporal del efecto de la administracion intratecal de R7050 sobre la
alodinia tactil en ratas hembras que cohabitaron con ratas sometidas a estrés crénico (SRM-H). B)
Area bajo la curva (ABC) del curso temporal en A. C) Comparacion del curso temporal del efecto de
la administracion intratecal de 10 pg de R7050 sobre la alodinia tactil de ratas machos que
cohabitaron con ratas con estresadas (SRM-M) contra el grupo de ratas hembras que cohabitaron
con sujetos estresados (SRM-H). D) ABC del curso temporal en C. Las gréficas representan el
promedio + EEM (n = 6). ** p < 0.001 vs Veh del grupo de ratas hembras; *# p < 0.001 vs Veh del
grupo de ratas machos determinado por ANOVA de una via/Bonferroni. Veh: Vehiculo.




6.11. Comparacioén del efecto antialodinico de talidomiday R7050 en ratas con

estrés cronico y en ratas que cohabitan con sujetos estresados

La administracion intratecal de talidomida revirtio la alodinia tactil de forma similar
en ratas sometidas a estrés crénico y en ratas que cohabitaron con sujetos
estresados tanto en ratas hembras (Fig. 21A) como en machos (Fig. 21B). Un efecto
similar se observo con la administracion intratecal de R7050 (Fig. 21C y D).
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Figura 21. Comparacién de laadministracion intratecal de talidomiday R7050 sobre laalodinia
tactil de ratas sometidas a estrés crénico y de ratas que cohabitaron con sujetos estresados.
A) Efecto antialodinico de 1ug talidomida en ratas hembras sometidas a estrés crénico y ratas
hembras que cohabitaron con sujetos estresados. B) Efecto antialodinico de 1 pg de talidomida en
ratas machos sometidas a estrés crénico y ratas machos que cohabitaron con sujetos estresados.
C) Efecto antialodinico de 10 pg de R7050 en ratas hembras sometidas a estrés cronico y ratas
hembras que cohabitan con sujetos estresados. D) Efecto antialodinico de 10 ug R7050 en ratas
machos sometidas a estrés crénico y ratas machos que cohabitaron con sujetos estresados. Las
gréficas representan el promedio + EEM (n = 6). *** p < 0.001 vs Veh en ratas hembras; ## p < 0.001
vs Veh en ratas machos determinado por ANOVA de una via/Bonferroni. Veh: Vehiculo, RM: ratas
con estrés cronico por restriccion de movimiento, SRM: ratas que cohabitaron con ratas estresadas.




6.12. Evaluacion de la coordinacién motora

La administracion de talidomida y R7050, a las maximas dosis utilizadas, no afecté
la coordinacién motora de las ratas en el rota-rod (Tabla 3). Estos resultados
sugieren que la talidomida y el R7050 no tienen efectos adversos sobre la conducta

motora que puedan influir en el efecto antialodinico que producen.

Tabla 3. Resultados de la coordinacion motora. Promedio de caidas de los
animales sometidos a la prueba de coordinacion motora (rota-rod).

Antes del tratamiento Después del tratamiento (4 h)

Talidomida (100 mg/kg) 1/6 0/6
R7050 (10 pg) 0/6 0/6




7. Discusion
7.1. El estrés crénico induce alodinia mecéanica en ratas

El estrés aumenta la percepcion dolorosa en estados de dolor crénico como
fibromialgia, dolor de cabeza por estrés y artritis reumatoide, e incrementa la
percepcién dolorosa en personas con dolor neuropético (Delvaux, 1999; Herrmann
et al., 2000; Wood, 2004; Greco et al., 2004). Asimismo, se ha reportado que los
factores psicosociales, entre los que se incluyen el estrés, estan relacionados con
la percepcion del dolor musculoesquelético en poblaciones jovenes (Jsteras et al.,
2015; Mikkonen et al., 2016). Por lo tanto, el estrés cronico afecta de forma
importante la percepcion de dolor y disminuye la calidad de vida en humanos. Por
lo cual, es interesante estudiar y describir la fisiopatologia del dolor en condiciones

de estrés cronico para mejorar y optimizar las terapias en estos pacientes.

El presente trabajo confirma que el modelo de estrés cronico por restriccion de
movimiento genera alodinia tactil. La alodinia se observé en ambas extremidades
traseras de los animales, indicando que la alodinia esta establecida de forma
generalizada. En concordancia, se ha reportado que el estrés cronico por restriccion
de movimiento produce alodinia mecanica, hiperalgesia térmica y quimica e
hipernocicepcion en ratas (Da Silva-Torres et al., 2003; Gameiro et al., 2005;
Orellana et al., 2015; Li et al., 2016; Carniero de Olivera et al., 2017; Velazquez-
Lagunas, 2017; Curiel-Gomez, 2018). Asimismo, se ha demostrado que la
aplicacién repetida de estimulos estresores (fisicos o0 psicolégicos) producen
hipersensibilidad al dolor en roedores (Quintero et al., 2000; Bradesi et al., 2009;
Rivat et al., 2010; Sawicki et al., 2019).

El modelo de estrés cronico por restriccibn de movimiento genera alodinia tactil
independiente del sexo. Nuestros datos concuerdan con los estudios previos
realizados por Velazquez-Lagunas (2017) y Curiel-Gémez (2018). Estos estudios
demostraron que el modelo de restriccion de movimiento produce alodinia tactil e

hiperalgesia térmica tanto en ratas machos como en ratas hembras.




Hasta la fecha no se conocen del todo los mecanismos que subyacen a la
hipersensibilidad al dolor inducida por estrés crénico. Diversos estudios proponen
que la aplicacién repetida de un estimulo estresor promueve la liberacion sostenida
de glucocorticoides, catecolaminas y citocinas que estimulan al sistema inmune y
promueven un estado de neuroinflamacion en el SNC y SNP (Johnson et al., 2005;
Frank et al., 2007; Glovatchcka et al., 2012; Sawicki et al., 2019). Se ha descrito que
el aumento en los niveles de catecolaminas (epinefrina y norepinefrina) produce
dolor a través de los receptores B2 y B3 adrenérgicos (Khasar et al., 2008; Ciszek
et al., 2016). Los receptores adrenérgicos se expresan en las neuronas aferentes
primarias, células de la glia y células del sistema inmune (Kanno et al., 2010;
Gyoneva y Traynelis, 2013; Ochoa-Cortes et al., 2014; Scanzano y Cosentino,
2015). Las catecolaminas activan macréfagos y mastocitos de forma periférica,
promoviendo una respuesta inflamatoria y la consecuente liberacion de citocinas
proinflamatorias como TNFa, IL-1B, IL-6 y CCL2 (Glovatchcka et al., 2012). En
apoyo a esto, bloqueo de los receptores B adrenérgicos reduce las conductas
nociceptivas y disminuye la expresion de citocinas proinflamatorias (Johnson et al.,
2005; Wohleb et al., 2011; Ciszek et al., 2016).

Por otra parte, la activacion de la microglia es importante en el dolor inducido por
estrés (Sawicki et al., 2019). Se ha descrito que el estrés cronico activa a la microglia
a través de los receptores adrenérgicos (Nair y Bonneau, 2006; Ciszek et., 2016;
Sun et al., 2017). Ademas, el estrés cronico incrementa a la expresion del receptor
TLR4 en la médula espinal (Sawicki et al., 2019). De manera particular en el modelo
de estrés cronico por restriccion de movimiento se ha reportado que la inhibicién de
la alarmina HMGBL1 y el bloqueo del receptor TLR4 reduce la hipersensibilidad al
dolor en el modelo de estrés cronico (Velazquez-Lagunas, 2017). Por lo tanto,
diversos estudios sugieren que la neuroinflamacion puede ser la causa de la

hipersensibilidad al dolor en modelos de estrés cronico.




7.2. La transferencia social del estrés induce alodinia mecéanica

Los datos obtenidos en este estudio demuestran por primera vez que la
cohabitacién de ratas naive con sujetos con estrés cronico por restriccion de
movimiento genera alodinia tactil en animales que no estan expuestos a estrés. En
este trabajo se observd que las ratas que cohabitaron con sujetos estresados
reducen su umbral de respuesta a estimulos mecanicos y desarrollan alodinia tactil
de manera similar a los sujetos que reciben el estimulo estresor directamente.
Previamente se describié que los ratones no estresados que cohabitan con ratones
sometidos a estrés cronico tienen conductas ansiogénicas e hipernocicepcion
(Carneiro de Oliveira et al., 2017). Ademas, se ha reportado que el estrés se
transmite de forma social en roedores y desencadena las respuestas al estrés en
sujetos no estresados (Sterley et al., 2018). Por lo tanto, la interaccion de ratas no
estresadas con sujetos estresados puede generar hipersensibilidad al dolor como

lo demuestran nuestros datos.

Sterley y colaboradores sugieren que la transferencia social del estrés requiere de
una comunicacion hormonal a través del olfato. Los investigadores observaron que
los ratones sin estrés olfateaban la zona anogenital del ratdon estresado y la
ausencia de esta conducta no generaba transferencia social de estrés. En este
trabajo se observo que las ratas no estresadas exploraron y olfatearon las zonas
anogenital y torso-cabeza de los sujetos estresados en mayor medida que la
exploracion que realizaron las ratas estresadas hacia las ratas naive. Estos
resultados sugieren que la exploracién entre sujetos estresados y no estresados
contribuye en la trasmision del estrés y en consecuencia el desarrollo de las
conductas nociceptivas evaluadas. Sin embargo, se requieren mas evidencia

experimental que lo sustente.

Adicionalmente, se observo que la cohabitacién de ratas no estresadas con sujetos
estresados genera alodinia tactil de forma independiente del sexo. Estos datos
concuerdan con lo reportado por Sterley y colaboradores, ya que ellos sugieren que

la transferencia social del estrés es independiente del sexo ya que los niveles de




corticosterona aumentan tanto en ratones hembras como machos que cohabitan

con sujetos estresados.

7.3. Participacion de TNFa y TNFR1 sobre la alodinia tactil de ratas con estrés
cronico y de ratas que cohabitan con sujetos estresados

La administracién de talidomida, un inmunomodulador que inhibe la sintesis de
TNFa, redujo la alodinia tactil en ratas estresadas y en ratas que cohabitaron con
sujetos estresados sugiriendo que el TNFa participa en la hipersensibilidad al dolor
generada por estrés crénico y por transferencia social del estrés. Se ha descrito que
las citocinas participan de forma importante para la modulacion de dolor.
Particularmente, la inhibicion o el bloqueo de TNFa revierte las conductas
nociceptivas en diferentes modelos de dolor (Ferreira et al.,, 1993; Ribeiro et al.,
2000; Schafers et al., 2003a; Rocha et al., 2006). Ademas, se ha descrito que el
estrés cronico libera citocinas proinflamatorias, particularmente TNFa (Sawicki et
al., 2019). El aumento de citocinas y cortisol en respuesta al estrés conduce a un
proceso de neuroinflamacion y la activacion de la microglia y astrocitos (Deak et al.,
2015; Sawicki et al., 2019). De igual manera, la activacion de la microglia libera
TNFa, que participa en los procesos de sensibilizacion central y periférica (Kawasaki
et al., 2008; Ji et al., 2014). Nuestros datos sugieren la participacion del TNFa a
nivel de la médula espinal ya que la administracion intraperitoneal y subcutanea de
talidomida no revirtio la alodinia tactil de manera tan eficiente como lo hizo la
administracion intratecal. Es posible que la microglia libere el TNFa a nivel de la
meédula espinal y que este factor active a sus receptores presentes en neuronas del
asta dorsal de la médula espinal, células Schwann, células satelitales y astrocitos
(Breder et al.,1993; Ren y Dubner, 2010). En apoyo a esto, se ha demostrado que
la administracion intratecal de minociclina, un inhibidor de la microglia, también
reduce la alodinia tactil en el modelo de estrés crénico por restriccion de movimiento
(Curiel-Gémez, 2018).

Se ha descrito ampliamente que el TNFa actua sobre los receptores TNFR1 y

TNFR2 presentes en neuronas de primero y segundo orden. El receptor TNFR1 se




expresa de forma constitutiva en los GRDs, en la médula espinal y en las células de
Schwann (Breder et al.,1993; Ren y Dubner, 2010) y se ha descrito su participacion
en la sensibilizacion periférica y central (Schafers et al., 2003b; Schafers et al.,
2008). En contraste, el receptor TNFR2 no se expresa de forma constitutiva en
células del GRD y de la médula espinal (Wheeler et al., 2014). Sin embargo, ambos
receptores a TNFa aumentan su expresion en axones y cuerpos celulares del GRD
después de una lesion a la fibra aferente primaria (Shubayev y Myers, 2001). Con
base en esto, se decidié evaluar la participacién del TNFR1 en el modelo de
hipersensibilidad al dolor inducida por estrés crénico por restriccion de movimiento
y en ratas con transferencia social del estrés. Los datos obtenidos con la
administracion de R7050, antagonista selectivo del receptor TNFR1, sugieren la
participacion de TNFR1 en la alodinia tactil generada por estrés cronico y por

transferencia social del estrés.

Se ha reportado que la activacion del receptor TNFR1 activa la via de sefializacion
de p38 MAPK e incrementa la corriente de los canales Nay resistentes a
tetrodotoxina, promoviendo un estado de mayor excitabilidad en la médula espinal
(Chen et al., 2015; Gudes et al., 2015). Ademas, el TNFa aumenta las corrientes de
Ca?*, reduce las corrientes sinapticas inhibidoras, aumenta las corrientes
excitadoras espontaneas e inhibe la excitabilidad de las neuronas GABAérgicas a
través de la via TNFR1-p38 MAPK (Pollock et al., 2002; Zhang y Dougherty, 2011,
Zhang et al., 2013). Por lo que en general, la activacion de TNFR1 induce una mayor
excitabilidad. En apoyo a esto, se ha reportado que la lesion de la fibra aferente
primaria aumenta la expresion de TNFR1 y la tasa de descarga en las fibras Ad
(Shubayev y Myers, 2001; Schafers et al., 2008). Ademas, en condiciones de dolor
cronico aumenta la expresion de TNFR1 y contribuye al desarrollo de conductas

nociceptivas (Miao et al., 2018; Zhang et al., 2019).
De forma paralela, la union del TNFa con su receptor TNFR1 activa la via de

sefalizacion NF-kB, lo que produce mayor liberacion de citocinas proinflamatorias
(Olmos y Lladd, 2014; Ma et al., 2016). El TNFa promueve la liberacion de la




alarmina HMGBL1 que estimula la via del TLR4. La via TLR4/NF-kB participa en el
dolor neuropatico, inflamatorio y postquirdrgico de forma importante (Yuan et al.,
2014; Sun et al., 2015; Liu et al., 2018; Sun et al., 2018). La activacién de la via
TLR4/NF-kB conduce a la liberacion de TNFa y retroalimenta al proceso inflamatorio
desencadenado por el TNFa (Wang et al., 1999; Kent et al., 2011). Se ha descrito
que el estrés crénico incrementa la expresion del receptor TLR4 y la activacion de
la via TLR4/NF-kB (Sawicki et al., 2019). Ademas, se ha reportado que la alarmina
HMGB1 participa en el modelo de hipersensibilidad por estrés cronico a traves del

receptor TLR4 (Velazquez-Lagunas, 2016).

La inhibicion de TNFa y el bloqueo de TNFR1 redujeron la alodinia tactil de manera
similar en ratas hembras como en ratas machos. Esto sugiere que el TNFa y el
TNFR1 participan en el mecanismo de la hipersensibilidad al dolor por estrés cronico
y por transferencia social del estrés de manera independiente del sexo. Nuestros
datos contrastan con un reporte previo en el que se observo que la inhibicion de
TNFa con XPro1595 revierte la alodinia tactil en ratones machos con constriccién
cronica del nervio ciatico, pero no en ratones hembras (Del Rivero et al., 2019). Esta
discrepancia podria deberse a que los mecanismos que subyacen al dolor

neuropatico y el generado por estrés créonico no son los mismos.

Por lo tanto, los datos obtenidos en el presente trabajo sugieren que el TNFa y el
receptor TNFR1 participan en la hipersensibilidad al dolor generada por estrés
cronico por restriccion de movimiento y por la transferencia social del estrés. Aunque
en este estudio se evalué farmacoldgicamente la participaciéon del TNFR1 no se

descarta la participacion del receptor TNFR2.




8. Conclusiones

El estrés cronico produce alodinia tactil en animales que estan sujetos al estimulo
estresor, asi como en animales que cohabitan con sujetos estresados

probablemente a través de un proceso de transferencia social del estrés.

Los datos obtenidos sugieren que el TNFa y su receptor TNFR1 participan en la
hipersensibilidad nociceptiva inducida por estrés crénico y por transferencia social
del estrés en ratas.

9. Perspectivas

e Evaluar la concentracion de corticosterona en ratas que cohabitan con
sujetos estresados para sustentar si efectivamente se presenta el fendbmeno
de transferencia social del estreés.

e Evaluar mediante la utilizacion de un RNA de interferencia la participacion
del TNFR2 en la hipersensibilidad al dolor inducida por estrés cronico y por
transferencia social del estrés.

e Evaluar la expresion de los receptores TNFR1 y TNFR2 en GRD y médula
espinal dorsal de ratas con dolor cronico por restriccion de movimiento y en
animales con transferencia social del estrés.

e Evaluar la via catecolaminas-microglia y glucocorticoides-microglia a nivel
espinal en el modelo de hipersensibilidad al dolor inducida por estrés cronico

y por transferencia social del estrés.
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