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.  RESUMEN

Los factores de transcripcion son proteinas que modulan la tasa
transcripcional de genes blanco en el nicleo en respuesta a sefales
extracelulares o citopldsmaticas. Los factores activadores de la transcripcion 2
(ATF2), 3 (ATF3) y 4 (ATF4) responden a las sefiales ambientales y
mantienen la homeostasis celular. Existe evidencia de que la inflamacion y la
lesion de los nervios periféricos modulan la expresion del ATF2, ATF3 y
ATF4. Sin embargo, se desconoce la funcibn de estos factores de
transcripcion en el dolor crénico. El proposito de este estudio fue investigar la
contribucion del ATF2, ATF3 y ATF4 en el dolor neuropatico inducido por el
dafio a los nervios periféricos. La ligadura de los nervios espinales L5-L6
produjo alodinia tactil e hiperalgesia térmica. De manera interesante, la
ligadura de los nervios espinales aumento la expresion de la proteina ATF2,
ATF3 y ATF4 en los ganglios de la raiz dorsal (GRD) lesionados y en la
meédula espinal, pero no en el GRD L4 (no lesionado). El dafio a los nervios
periféricos también aumenté la inmunorreactividad del ATF2 en los GRDs L5,
L6 y la médula espinal de 7 a 21 dias después de la lesion. La
inmunorreactividad de ATF2 se encontré principalmente en el nicleo (NeuN™)
de neuronas no peptidérgicas (IB4*), pero también en las neuronas
peptidérgicas (CGRP™). La ligadura aumento la inmunorreactividad del ATF2
en los astrocitos (GFAP*) del dia 7 al 21 post-ligadura. EI ATF2 se encontro
en neuronas pequeias y medianas principalmente. El dafio a los nervios
también aument6 la inmunorreactividad del ATF3 en los GRDs (3-21 dias) y la
médula espinal (14-21 dias), principalmente en los nudcleos neuronales
(NeuN*). Por otro lado, en ratas naive/sham encontramos inmunorreactividad
del ATF4 principalmente en el citoplasma de las neuronas peptidérgicas, pero
también en algunas no peptidérgicas y en la médula espinal. La ligadura
aumentd la inmunorreactividad de ATF4 en los nucleos neuronales. El post-
tratamiento intratecal repetido con un ARN pequefio de interferencia (SIRNA)
dirigido contra el ATF2 o el anticuerpo neutralizante anti-ATF2 revirtio
parcialmente la alodinia tactil y la hiperalgesia térmica. Por el contrario, el
siRNA del ATF3 o el anticuerpo anti-ATF3 no modific6 la conducta
nociceptiva, mientras que el siRNA y el anticuerpo anti-ATF4 revirtieron
parcialmente la hiperalgesia térmica y tuvieron un efecto limitado sobre la
alodinia tactil. Estos resultados sugieren que el ATF2 y el ATF4, pero no el
ATF3, participan en el mantenimiento del dolor neuropatico en ratas.
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IV. ABSTRACT

Transcription factors are proteins that modulate the transcriptional rate of
target genes in the nucleus in response to extracellular or cytoplasmic signals.
Activating transcription factors 2 (ATF2), 3 (ATF3) and 4 (ATF4) respond to
environmental signals and maintain cellular homeostasis. There is evidence
that inflammation or nerve injury modulate ATF2, ATF3 and ATF4 expression.
However, the function of these transcription factors in chronic pain is unknown.
The purpose of this study was to investigate the contribution of ATF2, ATF3
and ATF4 to nerve injury-induced neuropathic pain. L5/6 spinal nerve ligation
induced tactile allodynia and thermal hyperalgesia. Interestingly, nerve
damage enhanced ATF2, ATF3 and ATF4 protein expression in injured L5/6
dorsal root ganglia (DRG) and spinal cord, but not in uninjured L4 DRG. Nerve
damage also enhanced ATF2 immunoreactivity in DRG and spinal cord 7-21
days post-injury. ATF2 immunoreactivity was found in DRG and spinal cord
co-labeling with NeuN* mainly in non-peptidergic (IB4*) but also in peptidergic
(CGRP*) neurons. Nerve damage enhanced ATF2 immunoreactivity in
astrocytes (GFAPY) (7-21 days). ATF2 was found mainly in small and medium
sized neurons. Nerve injury also enhanced ATF3 immunoreactivity in DRG (3-
21 days) and spinal cord (14-21 days) post-injury mainly in neuronal nuclei
(NeuN*). On the other hand, we found ATF4 immunoreactivity mainly in the
cytoplasm of peptidergic neurons but also in some non-peptidergic neurons in
DRG and spinal cord. L5/6 spinal nerve ligation increased the ATF4
immunoreactivity in neuronal nuclei only in DRGs injured. Repeated
intrathecal post-treatment with a small-interfering RNA targeted against ATF2
(ATF2 siRNA) or anti-ATF2 antibody partially reverted tactile allodynia and
thermal hyperalgesia. In contrast, ATF3 siRNA or anti-ATF3 antibody did not
modify nociceptive behaviors, while both the siRNA and the ATF4 antibody
treatments partially reverted thermal hyperalgesia and had a minimal effect on
tactile allodynia. These results suggest that ATF2 and ATF4, but not ATF3,
participate in the maintenance of neuropathic pain in rats.
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1. INTRODUCCION

1.1.Dolor
Los seres humanos evolucionaron y adquirieron una gran variedad de
sistemas de defensa para responder rdpidamente ante estimulos perjudiciales
y mantener la homeostasis. En este sentido, el dolor tiene un papel fisioldgico
vital ya que ejerce una funcion protectora y alerta al individuo ante estimulos
fisicos, quimicos o mecanicos nocivos permitiendo que responda de manera
adecuada al dafo. El dolor se percibe como una sensacion no placentera que
resulta de la interaccion de mecanismos sensoriales y cognitivos.
La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) define al dolor
como una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con dafio
tisular real o potencial y descrito en términos de dicho dafio. No obstante, el
proceso fisiologico responsable de decodificar y procesar los estimulos
nocivos se denomina nocicepcioén y comprende la transduccion, conduccion,
transmision y percepcion del dolor (Schaible, 2006; Julius & Basbaum, 2001).
El sistema nociceptivo estad formado por las neuronas de primer orden
(aferentes primarias), neuronas de segundo orden (neuronas de proyeccion) y
neuronas de tercer orden. Las primeras tienen terminales nerviosas que
inervan la piel, musculo y visceras. Las neuronas aferentes primarias perciben
los estimulos nocivos y los transducen a potenciales de accion. Estos
potenciales se conducen a lo largo del axén hacia la terminal central, sitio
donde se transmite la informacion nociceptiva a la neurona de segundo orden
a través de la liberacion de neurotransmisores como glutamato, sustancia P
(SP), péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y adenosin
trifosfato (ATP), entre otros. Los neurotransmisores se unen a receptores
presentes en las neuronas de segundo orden que se encuentran en la materia
gris del asta dorsal de la médula espinal. Una proporcion de estas neuronas
proyectan sus axones ascendentes por la via espinotalamica y la via
espinoparabraquial a las neuronas de tercer orden en el tdlamo (Figura 1)
(Woolf & Ma, 2007; Scholz & Woolf, 2002; Bolay & Moskowitz, 2002; Julius &

Basbaum, 2001). A nivel supra espinal distintas areas estan asociadas con
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distintos aspectos del dolor. Por ejemplo, la corteza somatosensorial
discrimina la localizacion y la intensidad del estimulo doloroso, mientras que
la corteza anterior del cingulo, la corteza frontal y la insula estdn mas
involucradas con los componentes emocionales y cognitivos. Otras areas,
como la amigdala y el complejo entorrinal, estan asociadas con el miedo y la
ansiedad al estimulo doloroso (Cai et al., 2018; Ong et al., 2018 & Raison et

al., 2015).

Neurona de
tercer orden

Oriex
o
Cerebro parigtal
Talamo
lateral
Neurona de
proyeccion
GRD
Médula
Estl'_mulc:_s espinal
NOCICeplVosS:
: g:clgfz FibraC Dorsal
- frio [ .
- presion : '
- p(oductos Fibra Ad
quimicos

'

Ventral

Estimulo ..
tactil Fibra AB

Figura 1. Circuito del dolor. El estimulo doloroso activa a los nociceptores que transducen,
conducen y transmiten la informacién nociceptiva a las neuronas de proteccién presentes la
region dorsal de la médula espinal. Estas a su vez envian el mensaje doloroso a areas
supraespinales especificas donde se determina el sitio y la intensidad del dolor. Modificado de
Guinot et al., 2015.
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1.1.1. Neuronas sensoriales nociceptivas

Las neuronas de primer orden estan constituidas por una terminal axonal
periférica que inerva su tejido blanco; una terminal central, que permite la
conexion entre el sistema nervioso periférico y el central; y un cuerpo celular,
encargado de controlar la identidad e integridad de la neurona. Los cuerpos
celulares se encuentran contenidos en el ganglio de la raiz dorsal (GRD),
ganglio trigeminal y el ganglio nodoso para las aferencias que inervan el
cuerpo, la cara o las visceras, respectivamente (Krames, 2014; Lumpkin &
Caterina, 2007). Las neuronas de primer orden se clasifican en C, Ad y AB de
acuerdo a la velocidad de conduccion del potencial de accién, al nivel de
mielinizacion o al didmetro de su soma (Figura 2). Cabe destacar que la
velocidad de conduccion correlaciona directamente con el didmetro del axén y
con la cantidad de mielina y que en condiciones normales sélo las neuronas
de diametro pequefio y mediano transmiten estimulos nocivos, mientras que
las neuronas de diametro grande transmiten estimulos inocuos.

e Las fibras C (nociceptores) son neuronas localizadas periféricamente y
especializadas en percibir, transducir y conducir estimulos nocivos,
tales como temperatura extrema (> 40°C — 45°C o < 15°C), presion
intensa, irritantes quimicos o dafio al tejido por lo que se conocen
también como polimodales. La mayoria de los nociceptores son de
diametro pequefio (0.4-1.2 pm), con axones amielinicos, tienen un
velocidad de conduccion lenta 0.4-1.4 m/s y un umbral de activacion
alto. Los nociceptores se subclasifican de acuerdo a su sensibilidad y
umbral a estimulos mecanicos, térmicos y al frio nocivo. Hay dos
clases de fibras C, la primera es la poblacion peptidérgica, la cual
contiene como neurotransmisores peptidicos a la SP y el CGRP.
Ademas, éstas expresan en su membrana al receptor tirosina cinasa
de alta afinidad (TrkA) en respuesta a estimulos inflamatorios y
térmicos nocivos. La segunda es la poblacion de fibras no
peptidérgicas que tienen un sitio de unidn selectivo para isolectina B4

de union a a-D-galactosa y que expresan al receptor P2X3 y al receptor




Cinvestav Departamento de Farmacobiologia

del factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) en su membrana
(Basbaum et al., 2009; Julius & Basbaum, 2001; Millan, 1999). Ambas
clases de nociceptores C proyectan a las laminas més superficiales del
asta dorsal de la médula espinal (I y 1l). Sin embargo, la mayoria de las
fibras peptidérgicas terminan en la lamina | y en la parte dorsal de la
lamina Il (Figura 1). En cambio, las fibras no peptidérgicas envian sus
proyecciones a la region central de la ldmina Il (Braz et al., 2005).

e Las fibras Ad son otro tipo de nociceptores, éstas son de diametro
medio (2-6 ym), de una velocidad de conduccion intermedia (12-30
m/s), ligeramente mielinizadas y envian proyecciones tanto a la ldmina
| como a la lamina V de la médula espinal. Las fibras Ad se encargan
de mediar la nocicepcion aguda y bien localizada rapidamente. Hay
dos clases principales de nociceptores Ad que responden a estimulos
mecanicos intensos, pero se distinguen entre si por su respuesta
diferencial al calor: las fibras Ad tipo | o HTM (nociceptores mecanicos
de alto umbral) responden tanto a estimulos mecanicos como
quimicos, pero muestran un umbral térmico alto (> 53 °C). Sin
embargo, si el estimulo térmico se mantiene, estas aferencias pueden
responder a menor temperatura. Por otra parte, las fibras Ad tipo I
tienen un umbral térmico menor (> 43 °C) y un umbral mecanico muy
alto. Estas aferencias son las primeras en activarse ante un estimulo
térmico nocivo (Braz et al., 2005; Almeida et al., 2004; Millan, 1999).

e Las fibras AB son mielinizadas, de mas de 10 um de diametro, de
velocidad de conduccién rapida (30-100 m/s) e inervan las laminas Il y
IV del asta dorsal de la médula espinal. Tienen un umbral de activacién
bajo y responden a estimulacion mecénica inocua (tacto ligero) y

propiocepcién (Braz et al., 2005; Millan, 1999).
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Figura 2. Diversidad de las neuronas somatosensoriales en la piel. La piel esta inervada
por neuronas somatosensoriales que proyectan a la médula espinal. Las fibras C
peptidérgicas y no peptidérgicas terminan en el estrato espinoso y el estrato granuloso,
respectivamente y tienen diferente patron de proyeccion en la médula espinal. Las fibras Ad
inervan la dermis y las fibras AB se encuentran inervando a las células de Merkel y alrededor
del foliculo piloso. Modificado de Lumpkin & Caterina, 2007.

Recientemente Usoskin et al. (2016) reclasificaron los tipos de neuronas
aferentes primarias responsables de la somatosensacion mediante el analisis
del transcriptoma del GRD de raton y la secuenciacion del ARN de célula
Gnica. Los autores reportaron 11 tipos de neuronas sensoriales: tres tipos de
neuronas mielinizadas mecanoreceptoras de bajo umbral (NF1, 2 y 3), dos
tipos de neuronas proprioceptivas (NF5 y 6), tres tipos de nociceptores no-
peptidérgicos termosensibles no mielinizados (NP1, 2 y 3), dos tipos de
neuronas pertidérgicas: mielinizadas y no mielinizadas (PEP1 y PEP2) y un
tipo de mecanoreceptor de bajo umbral tipo C. Todos tienen propiedades

operaciones y moleculares distintas que los distinguen entre si.

1.2.Clasificacion del dolor
El dolor se clasific6 en cuatro tipos primarios de acuerdo al mecanismo
fisiopatolégico que lo produce: 1) Nociceptivo: se produce en respuesta a
estimulos fisicos, quimicos o mecanicos nocivos. 2) Inflamatorio: es un dolor
espontaneo producido en respuesta a un dafio al tejido e inflamacion. 3)

Neuropatico: es un tipo de dolor patolégico caracterizado por dolor
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espontaneo e hipersensibilidad al dolor asociado a un dafio o lesion en el
sistema somatosensorial. 4) Funcional: es patolégico y se manifiesta por
hipersensibilidad al dolor como resultado de un procesamiento central
anormal de la informacién nociceptiva (Woolf, 2004).

1.2.1. Dolor neuropético

El dolor neuropatico es una condicion crénica que se produce por la actividad
neuronal excesiva (plasticidad maladaptitiva) que resulta de una lesion o
enfermedad que afecta al sistema somatosensorial y que altera el
procesamiento nociceptivo. Ademas, el dolor neuropético involucra
alteraciones complejas en las funciones cerebrales, emocionales y cognitivas.
Este tipo de dolor se divide en periférico o central de acuerdo a la localizacién
anatomica del dafio (Colleoni & Sacerdote, 2010). En particular, el dolor
neuropatico crénico es un problema clinico debido a su pobre respuesta al
tratamiento y a que los mecanismos involucrados en su generacion son poco
comprendidos.

Las causas del dolor neuropético son diversas y destacan el dafio fisico, los
trastornos metabdlicos, las enfermedades Vvirales, algunas terapias
farmacoldgicas (antineoplasicos) y la disfuncibn en los sistemas de

neurotransmision, entre otros (Tabla 1).

1.3.Mecanismos involucrados en el dolor neuropatico
El dolor neuropético resulta de diversos mecanismos fisiopatoldgicos: en las
neuronas aferentes primarias lesionadas hay cambios en la sintesis y
sefalizacion de neurotransmisores, incremento en la excitabilidad de la
membrana y crecimiento axonal (central y periférico). Estos cambios se deben
a la pérdida de factores neurotroéficos periféricos, a la actividad espontanea de
receptores, sefalizacion retrograda y sefalizacidon proveniente de células
inmunes y células de Schwann denervadas. Ademas, en las neuronas
sensoriales intactas se altera la expresion y el trafico de receptores y canales

i6nicos. Asimismo, el dolor neuropatico cambia el umbral y la cinética de los
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canales ionicos y favorece el crecimiento axonal colateral. Esto se debe a que
la liberacion de factores troficos de las fibras lesionadas y a las sefiales del
sistema inmune y células de Schwann. Por otra parte, el dolor neuropético
promueve la facilitacion hetero y mono-sinaptica, desinhibicion GABAérgica,
conectividad sinaptica alterada y cambios en el circuito nociceptivo central en
las neuronas de proyeccion. Estas alteraciones se deben a las sefales
generadas por las neuronas aferentes primarias lesionadas e intactas, las
vias descendentes provenientes de nucleos cerebrales, las células inmunes,

la microglia y los astrocitos (Clark et al., 2013; Costigan et al., 2009).

Tabla 1. Etiologia y tipos de dolor neuropético.
Modificado de Sah et al., 2003.

Etiologia Tipo de dolor neuropatico

Transeccion al nervio, dafio a la médula
espinal, dolor post-quirargico, dolor del
miembro fantasma, formacion de
cicatrices

Dafio mecanico por traumatismo

Neuropatia diabética, neuropatia

Metabdlico o nutricional i N
alcohdlica, pelagra, beriberi

Neuralgia post-herpética, neuralgia por

Viral VIH/SIDA

Cisplatino, taxoal, talio, arsénico,

Neurotoxici iacié
eurotoxicidad radiacion

Diabetes mellitus, tumores malignos,
Enfermedades (no virales) esclerosis mdltiple, neuralgia trigeminal
sindrome de Guillain-Barré, vasculitis

Sindrome talamico, dolor posterior al

Isguemia )
q accidente cerebro-vascular

Funcién neurotransmisora Sindrome del dolor regional complejo

VIH: virus de inmunodeficiencia humana; SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida
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1.3.1. Actividad neuronal ectdpica

El dolor espontaneo surge como resultado de la actividad neuronal ectopica
en multiples sitios, tales como el neuroma (sitio de dafio), el cuerpo celular y
las aferencias intactas cercanas al sitio de dafio. Esto provoca el incremento
de la excitabilidad intrinseca en las neuronas de proyeccion (Costigan et al.,
2009) .

Los canales de sodio dependientes de voltaje, Nav1.3, Nav1.8 y Navl.7,
contribuyen a la generacion de actividad ectopica de manera importante. Sin
embargo, la eliminacion de un solo canal en animales knock-out no reduce el
dolor neuropatico y se cree que esto se debe a mecanismos compensatorios
y de redundancia (Sheets et al., 2008; Nassar et al., 2006; Nassar et al.,
2005). Otros canales i6nicos importantes en la generacion de actividad
ectdpica son los canales de potasio activados por calcio, los receptores de
potencial transitorio (TRPS) y los canales de calcio Cav2.2 y Cav3.2 (Snuch &
Zamponi, 2018; Julius, 2013; Swayne and Bourinet, 2008; Sarantopoulos et
al., 2007; McGivern, 2006). Se sabe que la axotomia del nervio ciatico reduce
la actividad de los canales de potasio activados por calcio y aumenta la
excitabilidad de la membrana neuronal (Sarantopoulos et al., 2007). Ademas,
las citocinas y los factores de crecimiento pueden incrementar las corrientes
de sodio y de los canales TRPs mediante cambios post-traduccionales y por
la activacién de segundos mensajeros que influyen sobre los canales iénicos
(Zhu & Oxford, 2007; Jin, 2006). De la misma manera, el dolor neuropatico
aumenta la expresion tanto de los canales Cav2.2 como de la subunidad 0261
en neuronas del GRD (Salinas-Abarca et al., 2017; Patel & Dickerson, 2016;
Altier et al., 2007) lo que sugiere gue los canales de calcio tipo N tienen un

papel importante en la transmisién de las sefiales nociceptivas en la periferia.

1.3.2. Sensibilizacién periférica
El dafio a los nervios periféricos causa inflamacién por la extravasacion
plasmatica e infiltracion de células de sistema inmune (macrofagos, linfocitos

T y neutrdfilos). Estas células invaden el sitio de la lesibn y se propagan
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alrededor de los nervios lesionados ( Mueller et al., 2001; Perkins & Tracey,
2000). Las células inmunes infiltradas y las células residentes (células
cebadas, macrofagos y queratinocitos) producen mediadores inflamatorios,
tales como bradicinina, prostaglandinas, protones, ATP, factor de crecimiento
nervioso (NGF), citocinas pro-inflamatorias (factor de necrosis tumoral a
(TNFa), interleucina 1B (IL-1B), IL-6) y quimiocinas (CCL2, CXCL1, CXCL5),
entre otros que reconocen a sus respectivos receptores expresados en las
neuronas lesionadas e intactas (Clark et al., 2013; Costigan et al., 2009). La
interaccion ligando-receptor resulta en la generacion de segundos
mensajeros, tales como el calcio (Ca?*), adenosin monofosfato ciclico (AMPc)
y diacilglicerol (DAG), entre otros (McMahon et al., 2005). Los segundos
mensajeros activan a varias cinasas, entre las que destacan la proteina
cinasa A (PKA), proteina cinasa C (PKC), proteina cinasa dependiente de
calcio/calmodulina (CaMK), proteina cinasa fosfatidil inositol 3 (PI13K), proteina
cinasa activada por mitbgenos (MAPKS), proteina cinasa regulada por sefales
extracelulares (ERK), p38-MAPK y cinasa c-Jun N-terminal. La activacién de
estas cinasas causa hipersensibilidad e hiperexcitabilidad de las neuronas
aferentes primarias lesionadas e intactas (sensibilizacion periférica) (Jiang et
al., 2017; Mikuzuki et al., 2017; Humphreys et al., 2013; Matsuoka & Yang,
2012; Yamasaki et al., 2009; Schafers et al., 2003) debido a que modulan la
actividad de los canales i6nicos TRPV1, TRPAL, Piezo (canales ibénicos
activados por cambios en el confinamiento celular), Nav 1.7, Nav 1.8, Nav 1.9 y
canales i6nicos sensibles a acido (ASICs) que favorecen el disparo ectépico
de potenciales de accion y facilitan el dolor (Gohar, 2005).

Por otra parte, las neuronas lesionadas liberan mediadores vasoactivos como
la SP, CGRP y o6xido nitrico (NO) los cuales estan involucrados en la
produccion de hiperemia, edema e inflamacion neurogénica (Zochodne et al.,
1999; Snider & McMahon, 1998). Estos cambios vasculares favorecen la
invasiéon de mas células inmunes y convierten el proceso en un circulo de
estimulacién constante que produce hipersensibilidad por la reduccion del

umbral de activacion.

11
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1.3.3. Sensibilizacion central
La sensibilizacion central se produce por el incremento de la excitabilidad y
actividad de neuronas nociceptivas en la médula espinal como consecuencia
de la estimulacion constante y persistente proveniente de las neuronas de
primer orden. Los mecanismos implicados amplifican y facilitan la transmision
nociceptiva y favorecen el desarrollo y el mantenimiento del dolor neuropatico.
Entre los mecanismos implicados se destaca la alteracion en la
neurotransmision glutamatérgica mediada por el receptor N-metil D-aspartato
(NMDA), la pérdida del control inhibidor ténico (desinhibicion) y las

interacciones glia-neurona (Inquimbert et al., 2018; Basbaum et al., 2009).

1.3.3.1. Alteraciones en la neurotransmision glutamatérgica

En la terminal central de la neurona aferente primaria (presinapsis) se
producen alteraciones en la sintesis de neurotransmisores Yy
neuromoduladores e incrementa la densidad de canales de calcio (Hendrich
et al., 2008; Obata et al., 2003). La exocitosis de neurotransmisores genera
corrientes post-sindpticas excitadoras (EPSCs) en las neuronas de segundo
orden. La suma de los EPSCs sub-umbrales resulta en el disparo de
potenciales de accidbn que transmiten la informacion nociceptiva a las
neuronas de tercer orden. Los cambios post-sinapticos incluyen la
fosforilacidon de las subunidades del receptor NMDA, el incremento de la
densidad y la sintesis de receptores, canales ionicos y proteinas (Li et al.,
2016; Wu et al., 2014; Latremoliere & Woolf, 2009).

Los receptores ionotrépicos a glutamato tienen un papel critico en este
proceso. Recientemente Chen et al. (2018) reportaron que los receptores
NMDA forman un complejo heteromero con la subunidad o201 del canal de
calcio activado por voltaje (VGCC) a traves del extremo C-terminal. Esta
interaccion potencia el trafico y la transmision sinaptica excitadora del
receptor NMDA conduciendo al incremento de los iones sodio (Na‘) y Ca?*

intracelular y a la activacion de proteinas cinasas (PKC, PKA vy tirosinas

12



Cinvestav Departamento de Farmacobiologia

cinasas) que se encargan de fosforilar a canales iGnicos y a otras cinasas,
cambios que favorecen un estado de hiperexcitabilidad.

Ademas, el incremento del Ca?* intracelular favorece la expresion de enzimas
tales como la ciclooxigenasa (COX) ( Treutlein et al., 2018; Kunori et al.,
2011) y sintasa de 6xido nitrico (NOS) (Ahlawat et al., 2014; Garrido-Suarez
et al.,, 2014), mismas que sintetizan prostaglandinas y NO, respectivamente.
En conjunto, esto favorece el incremento de la excitabilidad y facilita la

transmision de mensajes de dolor al cerebro.

1.3.3.2. Pérdida del control inhibidor ténico

Las interneuronas inhibidoras median la desinhibicién a través del acido y-
aminobutirico (GABA) y la glicina (Prescott, 2015; Price et al., 2009). Las
interneuronas inhibidoras representan cerca del 40% de las neuronas
localizadas en el asta dorsal de la médula espinal (Bardoni et al., 2013). Las
interneuronas GABAEérgicas predominan en las laminas | y Il del asta dorsal
de la médula espinal, mientras que las interneuronas glicinérgicas prevalecen
entre las laminas Il y 1l (Bardoni et al., 2013). EI GABA y la glicina actian
sobre sus receptores localizados tanto en las neuronas de proyeccion como
sobre los receptores pre-sinpticos localizados en las terminales centrales de
las aferentes primarias (Price & Prescott, 2015; Chen et al., 2014; Sivilotti &
Woolf, 1994). La interaccion ligando receptor disminuye la excitabilidad
neuronal mediante dos mecanismos principales: 1) generaciéon de
conductancias que producen un corto circuito en la membrana pre-sinaptica y
2) la hiperpolarizacion de la membrana post-sinaptica. En conjunto, estos
mecanismos inhiben la liberacion de neurotransmisores excitadores y median
la inhibicion pre y post-sinaptica que depende directamente del gradiente de
cloruro (CI') a través de la membrana (Bardoni et al., 2013; Price et al., 2009).
Existe evidencia que sugiere que la inhibicion GABAérgica disminuye en
condiciones de dolor neuropatico (Prescott, 2015; Zeilhofer, 2008; Coull et al.,
2003; Malan et al., 2002a).
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La inhibicion presinaptica esta mediada por el receptor GABAA y el co-
transportador de Na?*- K*- 2CI- (NKCC1) en el GRD. El NKCC1 transporta CI-
al interior de las neuronas sensoriales primarias manteniendo la
concentracion intracelular de CI- por encima del potencial de equilibrio
electroquimico. El GABA induce la apertura del receptor GABAA (canal i6nico).
Esto permite la salida de Cl- y produce una despolarizacion, conocida como
despolarizacion de la neurona aferente primaria (PAD). Se sugiere que la
PAD interrumpe la propagacion ortodromica de los potenciales de accion
provenientes de la periferia e incrementa la conductancia de la membrana
(shunting). Esto disminuye la liberacion de neurotransmisores en la terminal
central de las neuronas aferentes primarias (inhibicibn pre-sinaptica)
(Zeilhofer et al., 2012; Price et al., 2009). En condiciones patoldgicas, la
activacion de los receptores GABAA (pre-sinapticos y extra-sinapticos) permite
la salida masiva de CI- en las neuronas sensibilizadas. Esto provoca una PAD
excesiva que alcanza el umbral de disparo del potencial de accion (reflejos de
la raiz dorsal, RRD). Los RRD se propagan orto y antidrémicamente en la
neurona aferente primaria e inducen la liberacion de SP y CGRP. Los RRD
gue promueven la inflamacién neurogénica en la terminal periférica, mientras
que en la terminal central sobreexcitan a las neuronas de segundo orden
(Loeza-Alcocer et al., 2013; Cervero et al., 2003).

Por otra parte, la concentracion de CI intracelular es menor que la
extracelular en las neuronas de proyeccion de la lamina | de la médula
espinal. Por lo tanto, la activacion del receptor GABAA por el GABA permite el
influo de CI" y conduce a la hiperpolarizacion. La regulacién de la
concentracion del CI- en las neuronas de proyeccién esta mediada por el co-
transportador K*-Cl- 2 (KCC2) (Price et al., 2009; Price & Prescott, 2015) y por
la actividad de los receptores GABAa y glicinérgicos. En condiciones
normales, el KCC2 expulsa CI- de las neuronas manteniendo el gradiente del
Cl y la inhibicibn GABAérgica por hiperpolarizacion (Doyon et al., 2011; Price
et I., 2006). Sin embargo, en condiciones de dolor neuropatico la expresion

del KCC2 se reduce y el CI intracelular se acumula. Por lo que la activacion
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de los receptores GABAAa resulta en la salida del Cl.. Esto induce un cambio
despolarizante del potencial de equilibrio del ClI- en el asta dorsal de la médula
espinal y reduce la capacidad de inhibicion de los receptores GABAAa
(desinhibicién) (Li et al.,, 2016; Price & Prescott, 2015; Modol et al., 2014;
Miletic & Miletic, 2008; Kahle et al., 2008; Coull et al., 2003). En conjunto, las
alteraciones en la homeostasis del ClI- inducen desinhibicion GABAérgica que

resulta en la facilitacion de la transmision nociceptiva.

1.3.3.3. Interacciones glia-neurona

Las células gliales se clasifican en astrocitos, oligodendrocitos y microglia y
representan el 70% de la poblacién celular en el sistema nervioso central
(SNC). La microglia es el macrofago residente del SNC y corresponde al 5-
10% de la poblacion de células gliales totales (Nakajima & Kohsaka, 2001). La
microglia consta de un soma pequefio y de procesos espinosos delgados y
ramificados. Sin embargo, tras el dafio a los nervios periféricos la microglia
prolifera y cambia su morfologia transformandose en hipertréfica con
engrosamiento y retraccion de los procesos espinosos (Mika et al., 2013;
Inoue & Tsuda, 2009).

El dafio a los nervios periféricos resulta en la liberacién de ATP, quimiocinas
(CCL2, CCL21, CXCL1), metaloproteinasas de matrix extracelular (MMP-9 y
MMP-2) neuregulina 1 (NRG1), fractalcina y CGRP, entre otros en la terminal
central de las neuronas aferentes primarias. Estos mediadores activan a la
microglia que expresa receptores a ATP (P2X4, P2X7, P2Y6, P2Y12), a
quimiocinas (CX3CR1, CCR2) y a neuregulina (ErB2). La activacion ligando-
receptor resulta en la fosforilacion de algunas cinasas, tales como ERK y p38-
MAPK y como consecuencia se sintetizan y liberan citocinas proinflamatorias
(TNFa, IL-1B, IL-18), prostanoides, NO vy el factor de crecimiento derivado del
cerebro (BDNF), entre otros. Estos mediadores sensibilizan a las neuronas de
proyeccion y activan a los astrocitos (Jiang et al., 2017; Ji et al., 2013; Mika et
al., 2013; Agthong et al., 2012; Guertin, 2005; Schafers et al., 2003; Zhuang et

al., 2005). El BDNF tiene un papel clave en la sensibilizacion central. Este se

15



Cinvestav Departamento de Farmacobiologia

une al receptor TrkB en las neuronas de proyeccion de la lamina | del asta
dorsal de la médula espinal y provoca la activacion de cinasas intracelulares
que fosforilan canales i6nicos y promueven el incremento de la excitabilidad y
potenciacion de las respuestas de dolor ante estimulos nocivos e inocuos
(Ferrini & De Koninck, 2013; Fukuoka et al., 2001). Ademas, algunos autores
sugieren que la activacion del receptor TrkB regula la internalizacion del
cotransportador KCC2 (Ferrini et al., 2013; Morgado et al., 2011; Miletic &
Miletic, 2008; Rivera et al., 2002), fenbmeno que provoca alteraciones en la
homeostasis del Cl-y promueve el dolor.

Por otra parte, los astrocitos son las células macrogliales mas abundantes del
SNC. Los astrocitos se encargan de mantener la homeostasis en su ambiente
circundante al regular los niveles extracelulares de iones, proteinas y
neurotransmisores. La activacion de los astrocitos induce cambios
morfologicos, tales como hipertrofia e incremento en la produccién de la
proteina acida fibrilar glial (GFAP) (marcador de astrocitos) (Gao & Ji, 2010;
Moalem & Tracey, 2006). En condiciones patoldgicas, el transportador de
glutamato GLT1 se regula a la baja en los astrocitos. Esto disminuye la
recaptura de glutamato y promueve un estado de hiperexcitabilidad (Falnikar
et al, 2016; Putatunda et al., 2014). Los astrocitos también liberan
mediadores pronociceptivos, tales como quimiocinas, citocinas, ATP, GABA y
glutamato (Lee et al., 2014; Lu et al., 2014; Ji et al., 2013; Gao & Ji, 2010).
Este ultimo media la sensibilizacion central a través de la activacion de los
receptores NMDA. Por otra parte, el ATP y la quimiocina CCL2 promueven la
activacion de la microglia favoreciendo el estado de hiperexcitabilidad.

1.4.Factores de transcripcion
Una gran variedad de genes y proteinas se modulan diferencialmente durante
la generacion del dolor neuropatico. Por ejemplo, los factores de trascripcion
son proteinas que regulan la expresién de genes blanco en el nucleo celular
en respuesta a alteraciones en el entorno extracelular y a sefales

citoplasmaticas. Es decir, los factores de transcripcion regulan la transcripcion
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del acido desoxirribonucleico (ADN) al modular la actividad de la polimerasa |l
del &cido ribonucleico (ARN) (ARN polimerasa 1) (Yang et al.,, 2013;
Whitmarsh y Davis, 2000). Los factores de transcripcion reconocen y se unen
a secuencias especificas del ADN. Ademas, los factores de transcripcion
tienen la capacidad de interactuar con otros factores co-activadores o co-
represores, o bien se unen directamente a la ARN polimerasa Il. Por tal
motivo, estos regulan la expresion génica, ya sea activando o reprimiendo la

transcripcion (Yang et al., 2013).

1.4.1. Familia de factores activadores de la transcripcion (ATFs)

La regulacion de la expresion de genes en las células eucariotas esta
mediada por distintos mecanismos, como la modificacion quimica de histonas
y ADN, por factores de transcripcion y por secuencias pequefias de ADN que
proveen sitios de union a factores de transcripcion de secuencia especifica
llamados “elementos de respuesta”. Una de las principales clases de
elementos reguladores que contribuye a la modulacion transcripcional por
sefales extracelulares son los elementos ATF/CRE (TGACGTCA). El
elemento ATF/CRE se definié como un sitio de unién al factor activador de la
transcripcion (ATF) o al elemento de respuesta a AMPc (CRE). Los sitios
ATF/CRE son reconocidos por una familia de proteinas referida como ATF o
por proteinas de union a CRE (CREB). La familia de proteinas ATF/CREB
representa a un gran grupo de factores de transcripcidbn con un cierre de
leucina y una region basica (bZIP). La region béasica del cierre de leucina es la
que interactia con el ADN y permite la formacion de homodimeros,
heterodimeros o ambos (Hunt et al., 2012; Persengiev y Green, 2003; Hai y
Hartman, 2001).

Los miembros de la familia ATF/CREB incluyen al ATF1 (también conocido
como TREB36), CREB/CREM, CREB314, CREB-H, ATF2 (también llamado
CRE-BP1), ATF3, ATF4, ATFX (6 ATF5), ATF6, ATF7 y B-ATF. Los
integrantes de la familia de los ATFs se agrupan en subgrupos de acuerdo a

su similitud de aminoacidos (Tabla 2) (Yu et al., 2014).
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Esta familia de factores de transcripcibn muestra una habilidad comun para
responder a sefiales ambientales y al mantenimiento de la homeostasis
celular. Por ejemplo, el ATF2, ATF3 y ATF6 participan en las respuestas ante
estimulos estresantes. Particularmente el ATF6 esta involucrado en la
regulacion de la expresion de genes asociados con estrés del reticulo
endoplasmico y respuestas en suero. Por otra parte, el ATF1 modula la
transcripcion en respuesta a cambios en la concentracion intracelular de
AMPc y el ATF4 actia como un regulador negativo de la transcripcién
dependiente de CRE (Persengiev y Green, 2003; Hai y Hartman, 2001). La
administracion de anfetaminas y el estrés aumentan la expresion del ATF2,
ATF3 y ATF4, pero no del ATF1 en el ndcleo accumbens y en el estriado
(Green et al., 2008). Estos datos sugieren que los ATFs 2, 3 y 4 regulan las
respuestas a estimulos estresantes. Por lo tanto, juegan un papel importante
en el circuito de recompensa cerebral y en la regulacion de conductas

emocionales.

1.5. ATF2

El ATF2 se descubrié en 1991. El gen que codifica para el ATF2 se localiza
en el cromosoma humano 2932 (Yu et al., 2014; Colmone et al., 2006) y se
une con alta afinidad al octamero TGACGTAC (elemento de respuesta a
AMPCc). La proteina del ATF2 esta formada por 505 aminoacidos y cuenta con
sitios de fosforilacién en los residuos de serina 472 y 480 cerca del extremo
C-terminal en el raton y en las serinas 490 y 498 y en las treoninas 69 y 71 en
humanos (Yu et al., 2014).

El ATF2 se encuentra en la mayoria de células y tejidos, pero es
especialmente abundante en cerebro y en higado regenerado (Nomura et al.,
1993). Esta proteina reside como homodimero en el citoplasma,
principalmente en la membrana mitocondrial externa. Sin embargo, como
homodimero tiene actividad transcripcional limitada. Los heterodimeros
formados por ATF2 (c-Jun, CREB, ATF1, Fos, FRA2 y ATF3) residen en el

nacleo (Bhoumik et al., 2007). Los genes blancos del ATF2 se pueden dividir
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de acuerdo a su funcionalidad (Tabla 3) (Bhoumik et al., 2007). La exposicion
a citocinas pro-inflamatorias, la radiacion ultravioleta, el dafio al ADN y los
cambios en los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) son
inductores de la actividad transcripcional del ATF2 (van-Dam et al., 1995).
Ademas, el ATF2 puede activarse por factores de crecimiento a través de la
via Ras-ERK (Hayakawa et al., 2004). Sin embargo, la regulaciéon de su

actividad depende de la localizacién celular y de su estabilidad.

Tabla 2. Miembros de la familia de ATFs.
Modificado de Lu et al., 2014.

Distribucion

Molécula (Tejido) Funciones
ATF 1 - Ubicua, alta en tiroides Regulacién del melanoma maligno
(TREB36) '
ATF2 - Ubicua Produccién de citocinas e inflamacion;
(CRE-BP1) motilidad celular y apoptosis

Inhibicién de CCL2 y CCL4; regulacion
- Ubicua, alta en placenta, de isquemia cerebral, regeneracion
pancreas y pulmén axonal, inflamacion glial y respuestas
de estrés celular

ATF3

Regulacion de inflamacién retinal;
produccion de citocinas en diabetes;
ATF4 - Ubicua regulacion de la expresion de IL-8;
supervivencia o0 muerte celular en
respuesta a estrés

- Ubicua, alta en higado, . . e
Regulacion de la via de sefalizacién

ATFX pulmoén, tejido adiposo, SR
. . del receptor a glucocorticoides;
(ATF5) corazén y masculo R .S :
i participacion en varios tipos de cancer
esquelético
- Higado, suero, plasma, Regulacion de la via de sefializacion
ATF6 plaguetas y células con AKT-NF-kB; induccibn de UPR en
cancer fibrosis quistica
- Higado. plasma. plaguetas Participacibn en la respuesta a la
ATF7 gado, p » plad vitamina D en la enfermedad de Paget;

y tejido con cancer

represor de E-selectina

AKT: proteina cinasa B; NK-kB: factor nuclear kappa B; UPR: respuesta de proteina
no codificable.
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1.5.1. Antecedentes del ATF2 en dolor
El tratamiento con electroacupuntura inhibe la via p38-MAPK/ATF2/TRPV1 a
nivel espinal y ésta puede ser una de las vias principales de transduccion de
sefales del dolor inflamatorio inducido por CFA en ratas (Fang et al., 2013).
En el mismo sentido, Agthong et al. (2012) reportaron que la inhibicién de
p38-MAPK reduce la actividad de su sustrato (el ATF2) y de la caspasa-3. La
inhibicion de p-38-MAPK previene la muerte neuronal en el GRD en el modelo
de axotomia del nervio ciatico. Estos datos sugieren que el ATF2 podria tener
un papel pro-apoptético en neuronas del GRD. Asimismo, Hayakawa et al.
(2004) reportaron que el cisplatino aumenta la expresion de 269 genes cuyos
promotores estan ligados a ATF2 y c-Jun fosforilados en células BT474
humanas y reportan que la fosforilacion de ATF2 y c-Jun precede a la
activacion de la cinasa JNK y que esta activacion es esencial para la
expresion de genes de reparacion del ADN. Por otra parte, se reportd que los
ratones mutantes de ATF2 muestran un defecto en la induccion de moléculas
de adhesion (E-selectina, P-selectina y VCAM-1) y citocinas (TNFa, IL-1B e
IL-6) (Bhoumik et al., 2007). En el mismo sentido, el ATF2 regula la
transcripcion del gen de la tirosina hidroxilasa, el cual es un factor limitante
para la biosintesis de catecolaminas, mismas que son importantes durante el
desarrollo neuronal (Suzuki et al., 2002). Ademas, la noradrenalina,
adrenalina y dopamina son neurotransmisores involucrados en la modulacion
del dolor. En conjunto, estos datos sugieren que el ATF2 puede ser un
regulador potencial de las respuestas de estrés neuronal producidas en el

dolor neuropatico.
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Tabla 3. Clasificacion funcional de genes blanco del ATF2.
Modificada de Bhoumik et al., 2007.

Categoria Proteinas blanco
Proteinas que participan en c-Jun, c-fos, JunB, ATF3, ATM, XPA, RAD23B,
las respuestas de dafio al MSHG, iINOS, Grp78, ciclina A, ciclina D1, TNFa,
ADN y estrés IL-1B, IL-6 y CHOP

Proteinas asociadas con

tumorogénesis y crecimiento c-Jun, c-fos, ciclina A, ciclina D1 y MMP2

Proteinas importantes para la
homeostasis fisiologica y
mantenimiento

Tirosina hidroxilasa, colageno, MMP2, E-selectina,
P-selectina, VCAM-1 y PGC-1a

1.6.ATF3

El gen del ATF3 se localiza en el cromosoma 1q32.3 y tiene un peso
molecular de aproximadamente 56 kb divididas en 6 exones con dos sitios
promotores (Hunt et al., 2012). EI ATF3 se describe como un gen temprano
inmediato, inducible por estrés celular y como un gen de respuesta adaptativa
gue esta regulado principalmente a nivel transcripcional (Thompson et al.,
2009). La expresiéon del ATF3 se induce por algunos factores de transcripcion
pertenecientes a su propia familia, tales como ATF2, ATF4, ATF6 y CREB;
ademas de c-Jun/AP1, Myc, C/EBPB, Erg-1, entre otros y se reprime por su
propia expresion (Tamura et al., 2005).

La proteina del ATF3 comprende 181 aminoé&cidos y tiene un peso molecular
de 22 kDa. La proteina del ATF3 se expresa a muy bajos niveles en la
mayoria de los tejidos sanos y juega un papel importante en mediar la
respuesta celular a dafio y estrés. Sin embargo, el ATF3 también permite a
las células afrontar cambios intracelulares y extracelulares los cuales no son
directamente perjudiciales (Hai, 2006). La interaccion del ATF3 con otros

factores de transcripcion (dimerizacion) altera drasticamente sus efectos
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sobre la transcripcion tanto en células neuronales como en células no
neuronales. Por ejemplo, la interaccion del ATF3 con c-Jun incrementa
robustamente la expresion del ATF3 en el sistema nervioso (Hai & Curran,
1991). ElI ATF3 también forma heterodimeros con otros factores de
transcripcion con bZIP, tales como ATF2, JunB, JunD, c-Fos y c/EBPs. La

tabla 4 resume algunos de los genes blancos de ATF3.

1.6.1. Antecedentes del ATF3 en el dolor
El ATF3 se expresa a muy bajos niveles o no se detecta por métodos
convencionales en neuronas intactas. Sin embargo, estimulos estresantes
causados por dafio a nervios periféricos o por deplecion del NGF incrementan
la expresion del ATF3 a nivel nuclear (Tsujino et al., 2000; Shortland et al.,
2006; Braz & Basbaum, 2010) tanto en neuronas sensoriales como en
neuronas simpaticas y motoras. Este aumento del ATF3 parece contribuir a la
respuesta regenerativa (Campbell et al., 2005). En apoyo a estos datos, se
reportd que una mutacién en el gen del ATF3 altera la expresion de un
conjunto de genes asociados a regeneracion neuronal tanto en neuronas
lesionadas como en intactas (Seijffers et al., 2006). Ademas, Nakagomi et al.
(2003) y Seijffers et al. (2006) reportaron que el ATF3 potencia tanto el
namero de neuronas como el niumero y longitud de las neuritas en cultivos de
neuronas del GRD, en ganglio cervical superior (SCG) y en células PC12
(linea celular derivada del feocromocitoma de la médula suprarrenal de la
rata). Interesantemente, Peters et al. (2007) sugieren que el paclitaxel induce
la expresion del ATF3 como consecuencia del deterioro del transporte axonal
de factores de crecimiento y de moléculas requeridas para la funcién normal
del nervio. En conjunto, estos datos sugieren que el ATF3 puede ser un
regulador o un contribuyente potencial a la excitabilidad neuronal tras la lesion

de los nervios periféricos.
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Tabla 4. Genes regulados por el ATF3.
Modificado de Thompson et al., 2009 y Hunt et al., 2012 .
Euncién de i Participacion en la modulacion del
ATE3 Blanco Tipo celular dolor
Secretada por células dendriticas y
Represor IL-12p40 Macrofqgo de m,acrofagos. In}duce la prollferamo'n de
ratén células T y células NK y potencia su
actividad citotoxica
Represor IL-6, IL-12b Macrofa}go de Potencian la transmision  sinaptica
ratén excitadora
Represor INF-y Celulrz\:,él:l]K de Implicado en la activacién de la microglia
Represor ccLa Macrofa}gos de Producida por m'acr'o,fa_lgos y células de
ratén Schwann en nervio ciatico dafiado
Induce arresto del ciclo celular y
Represor GADD153 Células HelLa apoptosis en respuesta a factores de
estrés celular
Linea celular . .
Inductor/ Fibronectina- | MCF10CA1/Célul Es producida por_celulas de Schyvann y
o promueve el crecimiento de neuritas en
Represor 1 as epiteliales »
) modelos de dolor neuropatico
mamarias
Hepatocitos i e
. Sobre regulacion de su expresion en la
Inductor/Rep . murinos/ ; P . ~
Ciclina D1 . microglia activa en un modelo de dafio a
resor Fibroblastos de - .
” h la médula espinal
embrion de ratén
Inductor SPRR1A Neuronas Promueve el crecimiento de neuritas
Inductor Hsp27 Neuronas Se asocia con regeneracion axonal
Inductor c-Jun Neuronas Regulador de la regeneracion axonal
Inductor DINE Neuronas Requerido para la formacion de brotes de
axones motores
1.7.ATF4

El gen que codifica para el ATF4 se localiza en el cromosoma 22 en la region

citogenética 22q13.1. La region no traducible 5’ (5" UTR) del gen que precede

a la secuencia codificante e incluye tres marcos abiertos de lectura pequefios

(UORFs) mismos que son fundamentales para las respuestas del ATF4 al

estrés. Los dominios de activacion transcripcional se localizan en el extremo
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amino terminal (N-terminal) del gen. El ARNm del ATF4 se expresa
constitutivamente a bajos niveles y se sobre regula por una variedad de
sefales extracelulares en diversos tipos celulares como en fibroblastos por
anoxia (Estes et al., 1995), en linfocitos por ion6foros de calcio (Tsujimoto et
al., 1991) y en células endoteliales por homocisteina (Hai & Hartman, 2001),
entre otros. Sin embargo, el significado de la sobre regulacion del ATF4 adn
no esta claro.

La proteina ATF4 se expresa ubicuamente en tejido cerebral (Ameri & Harris,
2008), esta formada por 351 aminoacidos y su estructura incluye varios
dominios que son esenciales para la homo u heterodimerizacién, union al
ADN vy la regulacion transcripcional. EI ATF4 regula la proliferacion celular, la
hematopoyesis, el desarrollo del cristalino, los huesos y conductos deferentes,
modula el almacenamiento de la memoria a largo plazo y la plasticidad
sinaptica (Ameri & Harris, 2008).

El ATF4 promueve la supervivencia o muerte celular dependiendo del
paradigma y del tipo celular. Originalmente se describi6 ATF4 como un
represor transcripcional debido a que regula negativamente la transcripcion
via el elemento de respuesta a AMPc del promotor encefalina humano. Sin
embargo, el ATF4 también funciona como co-activador transcripcional al
interactuar con la proteina de unién a CREB (CBP) y con componentes de la
maquinaria transcripcional, tales como la proteina de union a TATA (TBP) y
los factores TFIIB y TFIIF (Liang & Hai, 1997). No obstante, la sobre-
expresion de ATF4 induce el secuestro de estas proteinas, dando como
resultado la represion transcripcional.

El ATF4 regula la expresion de varios genes, entre los que se incluyen el gen
de E-selectina, Gadd153, osteocalcina, VEGF, TRB3 (Ameri y Harris, 2008;
Liang y Hai, 1997) y E3 ubiquitin ligasa (Sun et al., 2013), entre otros. Estos
genes estan involucrados en la funcion mitocondrial, el metabolismo de

aminodcidos, el equilibrio 6xido-reduccién y la respuesta a la hipoxia.
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1.7.1. Antecedentes del ATF4 en el dolor

Los ratones knock-out del ATF4 tienen una menor pérdida neuronal en un
modelo de accidente cerebro vascular (Lange et al.,, 2008). Ademas, las
mutaciones en el gen ATF4 reducen la toxicidad a glutamato (Lewerenz et al.,
2012) y los cultivos de neuronas deficientes de ATF4 son mas resistentes al
estrés del reticulo endoplasmico (Sun et al., 2013). Es decir, el ATF4 induce
efectos pro-apoptéticos. En contraste, otros estudios reportan que los cultivos
neuronales carentes de ATF4 son mas sensibles a agentes que dafian el ADN
(Galehdar et al., 2010). Es decir, estos datos sugieren que el ATF4 tiene una
funcién protectora. Asimismo, tanto el knock-down del ATF4 en cultivo
neuronal, como el knock-down de ATF4 en hipocampo de raton adulto
disminuyen la densidad de marcadores post-sinapticos y reducen la densidad
de espinas dendriticas por un mecanismo mediado por la reducciéon de la
estabilidad de la proteina regulatoria del citoesqueleto Cdc42. Es decir, el
ATF4 participa en la regulacion de la formacién de la sinapsis y en la
morfologia de las espinas dendriticas (Liu et al., 2014).

Por otra parte, la sobre-expresiéon del ATF4 induce la activacion de la
microglia e incrementa la liberacion de BDNF en cultivos de células
microgliales (Sun et al., 2014). Asimismo, se observa un incremento en el
ndamero de neuronas que expresan al ATF4 en el GRD en el modelo de
articulacion facetaria dolorosa, sugiriendo que la hipersensibilidad al dolor en
este modelo de dolor inflamatorio podria estar sostenida a través de vias
mediadas por ATF4 (Dong et al., 2011) y que la muerte celular en el GRD
puede ser inducida por la activacion prolongada de las vias del ATF4.
Ademas, se reportdé que el baclofén, un agonista del receptor GABAs induce
la interaccién de las subunidades del receptor GABAg con el ATF4 soluble en
cultivos primarios de neuronas del hipocampo. Esta interaccion provoca que
el ATF4 se trasloque del citoplasma al nucleo y module la expresion de las
subunidades del receptor GABAs Rla y GABAs R2 al unirse a su region
promotora (Ritter et al., 2004; Steiger et al., 2004; White et al., 2000). Estos

datos sugieren que el ATF4 modula la expresion de un receptor que es
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esencial para regular la transmision sinaptica inhibidora lenta en el SNC. En
conjunto, estos datos sugieren que el ATF4 puede ser un regulador potencial

de la excitabilidad neuronal en el dolor neuropatico.
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2. JUSTIFICACION

Los antecedentes presentados sugieren que los ATF 2, 3 y 4 podrian tener un
papel importante en la modulacién del dolor neuropético debido a que regulan
la expresion de genes que podrian favorecer el desarrollo y/o establecimiento

de diversos mecanismos de dolor.
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3. HIPOTESIS
Los factores de transcripcion ATF 2, 3 y 4 modulan de manera diferencial el

dolor neuropatico.
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4. OBJETIVO GENERAL
Investigar la posible participacion de los ATF 2, 3, y 4 en la modulaciéon del

dolor neuropatico en la rata.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e Determinar la expresion de los ATF 2, 3y 4 en los GRDs y en la
meédula espinal de ratas con dolor neuropatico.
e Determinar el tipo celular donde se expresan los ATF 2, 3y 4 en los
GRDs y la médula espinal de ratas con dolor neuropético.
e Determinar el papel funcional de los ATF 2, 3 y 4 en el dolor

neuropatico.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Animales

Se utilizaron ratas Wistar hembra (140-160 g) provenientes del bioterio del
Cinvestav, Sede-Sur. Las ratas se mantuvieron con libre acceso a agua y
alimento antes y después de los experimentos. Todos los experimentos
siguieron las Normas Eticas para la Investigacién del Dolor Experimental en
Animales (Zimmermann, 1983). Ademas, el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la institucién

(Cinvestav) aprobo el protocolo experimental (0042-13).

6.2.Induccion de neuropatia por el modelo de ligadura de los nervios
espinales L5-L6

Las ratas se prepararon de acuerdo a un método reportado previamente (Kim
y Chung, 1992). Los animales se anestesiaron con una mezcla de
ketamina/xilazina (50/10 mg/kg, i.p.). Después de la preparacion quirdrgica,
los nervios espinales L5 y L6 se expusieron y ligaron con sutura de seda 6-0.
Para las ratas falsamente operadas (sham), los nervios se expusieron, pero
no se ligaron. Las ratas que mostraron cualquier deficiencia motora se

descartaron del estudio (< 1%).

6.3. Evaluacion de la conducta nociceptiva
Las ratas se colocaron en cajas de acrilico con fondo de malla metélica y se
ambientaron por 1 hora para la evaluacion de la alodinia tactil. Se determin6
el umbral de retiro de la pata como lo describi6 Chaplan et al. (1994). Se
estimulé la parte media de la superficie plantar con una serie de filamentos de
von Frey calibrados evitando la almohadilla de la pata. El método arriba-abajo
se inicid con la estimulacion con el filamento de 4.31 N y el calibre del
filamento utilizado aumenté o disminuyé en funcion de la respuesta del
animal. Se midié el umbral de retiro tomando como respuesta positiva el retiro
de la pata estimulada en un lapso de 10 segundos y como respuesta negativa

cuando la pata no fue retirada en el mismo periodo. Después del primer
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cambio de respuesta de positiva a negativa 0 viceversa, se realizo la
estimulacién otras cuatro veces. Los patrones de registro de respuesta se
utilizaron para calcular el 50% de umbral de retiro usando la formula (Dixon,
1980; Chaplan et al., 1994):
50% umbral (g)= (10[xf + k&])/10,000
Doénde: Xf: valor del ultimo filamento de von Frey utilizado (unidades log)
k: factor de correccidén basado en los patrones de respuesta de
la tabla de calibracion y al valor tabulado en base al patréon de
respuestas positivas y negativas
0: diferencia de promedio entre estimulos (unidades log)
El 50% de umbral de retiro se define como la intensidad de estimulo requerido
para provocar una respuesta en el 50% de las aplicaciones para cada animal.
Se verificd que todas las ratas ligadas estuvieran alodinicas, es decir, que su
umbral de retiro fuese menor a 4 g.
Para la evaluacion de hiperalgesia térmica se midio la latencia de retiro de las
patas traseras ante estimulos de calor radiante (Hargreaves et al., 1988). Las
ratas se colocaron en cajas de acrilico sobre una superficie que se calentd a
28-30°C. Después de una hora de aclimatacion, se aplicé un estimulo de calor
radiante y se evalué la latencia de retiro de la pata. Cada pata trasera se
sometio a la prueba en tres ocasiones con un intervalo de 5 min entre cada
ensayo. Se establecid un limite de 20 segundos de exposicion al estimulo
térmico para evitar el dafio al tejido. La latencia de retiro de la pata de cada

rata se calcul6 como la media de tres ensayos (Dirig et al., 1997)

6.4. Extraccion de tejidos para Western blot
Las ratas se sacrificaron por decapitacibn e inmediatamente después se
realizé el corte de la columna vertebral a la altura de la region sacra. Luego,
se introdujo una aguja en el conducto vertebral que permitio la eyeccién de la
medula espinal por presién. La médula espinal se seccioné en regiones
dorsales ipsilaterales y contralaterales. Posteriormente, se removieron los

musculos paraespinales a la altura de la region lumbosacra, ademas de la
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apofisis espinosa y transversa de las vértebras L1-S2 para exponer los GRDs
L4, L5 y L6. Una vez extraidos, los tejidos se colocaron en nitrégeno liquido
para el procesamiento posterior de las muestras. Las muestras se
homogenizaron en RIPA (150 mM de NaCl, 50 mM de Tris HCI, 1 mM de
EDTA, 2 mM de PMSF, 0.1% de SDS y 0.1% de Triton X100), un
amortiguador de lisis celular que permite eficientemente la solubilizacion de
proteinas evitando su degradacion al contener inhibidores de proteasas. A
continuacion se centrifugaron las muestras por 10 min a 20 800 de fuerza
centrifuga relativa (g) a 4°C y finalmente se recolecto el sobrenadante que se

congelo en alicuotas a -70°C.

6.5. Western Blot
Se realiz6 la cuantificacion de proteinas por el método de Bradford utilizando
el kit de BIO-RAD (Cat # 500-0001, BioRad, Hercules, CA). Las proteinas se
separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) en
geles al 10%. Se realizd6 la transferencia a membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF). Las membranas se bloquearon durante 1 h con leche
sin grasa al 5% (Cat # 170-6404, BioRad, Hercules, CA). Después se
incubaron con los anticuerpos primarios: rabbit anti-ATF2 antibody (1:500,
Santa Cruz Biotechnology, Cat. # sc-187, Dallas, TX), rabbit anti-ATF3
antibody (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Cat. # sc-188, Dallas, TX) or
rabbit anti-ATF4 antibody (1:200, Santa Cruz Biotechnology, Cat. # sc-200,
Dallas, TX) por 24 horas a 4°C. Las membranas se lavaron tres veces por 10
minutos (3x10 min) con PBS 1X (137 mM de NacCl, 2.7 mM de KCI, 10 mM de
Na:HPO4y 2 mM de KH2PO4, pH= 7.4)-Tween 0.1% y se incubaron 1 h con el
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rdbano (anti-rabbit, Cat. #
111-035-003, 1:6000, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA). Se lavaron
3x10 min con PBS-Tween 1X y finalmente las membranas se expusieron a un
sustrato quimioluminiscente (Western Lightninig® Plus-ECL, Perkin-Elmer,
Waltham, MA) que permitié revelar la expresion de la proteina en una imagen

fotografica mediante el equipo ChemiDocTMXRS+ ImagingSystem (Bio-Rad,
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Hercules, CA) para el posterior analisis densitométrico de las bandas

mediante el Software ImageLabTM version 5.0 de Bio-Rad.

6.6. Extraccion de tejidos para inmunohistoquimica

Las ratas se anestesiaron con isofluorano y se realiz6 una perfusion
intracardiaca con 250 ml de PBS 1X (pH= 7.4 a 4°C) con heparina (10 000
U/L) a un flujo de 25-30 ml/min, seguido de 250 ml de paraformaldehido al
4% + 12% de solucion de acido picrico en PBS 1X. Después de la perfusiéon
se extrajeron la médula espinal y los GRDs (L4-L6). A continuacion, los tejidos
se crio-protegieron en una solucion de sacarosa al 30% a 4°C por al menos
48 h y se embebieron en OCT compound (Tissue-Tek; Sakura Finetek,
Torrance, CA) y se almacenaron a -70°C.

6.7.Inmunohistoquimica
Se utilizd inmunofluorescencia (n=4 por grupo) para evaluar el tipo celular
donde se expresan los ATFs 2, 3y 4. Los GRDs (L4, L5 y L6) y la region
lumbar de la médula espinal de ratas sham y de ratas con 14 y 21 dias post-
ligadura se cortaron en un criostato en secciones de 14 y 30 pm,
respectivamente. Las secciones se montaron sobre laminillas gelatinizadas en
el laboratorio y se utilizé6 un plumon hidréfobo para delimitar los tejidos. Las
laminillas se secaron a temperatura ambiente durante 30 minutos para su
posterior lavado con PBS 0.1 M (3X10 min), se bloquearon con suero al 3%
(Normal Donkey Serum, cat# 017-000-121, Jackson ImmunoResearch,
Baltimore Pike, West Grove) en PBS con 0.3% de Triton-X100 durante 2 h. La
inmunodeteccion de ATF2, ATF3 y ATF4 se realiz6 utilizando los anticuerpos
primarios: anti-ATF2 antibody (1:500, Santa Cruz Biotechnology, Cat. # sc-
187, Dallas, TX), rabbit anti-ATF3 antibody (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, Cat. # sc-188, Dallas, TX) y rabbit anti-ATF4 antibody (1:200,
Santa Cruz Biotechnology, Cat. # sc-200, Dallas, TX), respectivamente. Se
utilizaron anticuerpos adicionales para identificar la inmunoreactividad de los

nacleos neuronales, neuronas peptidérgicas, neuronas no peptidérgicas,
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astrocitos y microglia: mouse anti-NeuN antibody (1:1000, Cat. # MAB377,
Merck, Darmstadt), goat anti-CGRP antibody (1:600, Cat. # 8856 N-20, Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX), anti-IB4 biotinilado antibody (1:600, Cat. #
L2140, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), mouse anti-GFAP antibody (1:500, Cat.
# 3893, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y mouse anti-CD11b antibody (OX-
42) (1:100 Cat. # MCA275G, Bio-Rad, Hercules, CA). Después de 24 h de
incubacion las preparaciones se lavaron con PBS (3X10 min) y se incubaron
durante 2 h a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios
conjugados a marcadores fluorescentes: Cy3 (Cy™3 AffiniPure donkey anti-
rabbit IgG [H+L], 1:600, Cat. # 711-166-152, Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA); Cy2 (Cy™2 AffiniPure donkey anti-mouse IgG [H+L], 1:400, Cat.
# 715-225-150, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA); Cy2 (Cy™2
AffiniPure donkey anti-goat 1gG [H+L], 1:200, Cat. # 705-225-147, Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA) y Cy2-streptavidin (Cy™2 AffiniPure
donkey anti-biotin 1gG [H+L], 1:600, Cat. # 016-220-084, Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA). Las preparaciones se lavaron 3x10 min
cada una en PBS y deshidrataron a través de un gradiente de alcohol etilico
(70%, 80%, 90% y 100%), se enjuagaron en xileno y se cubrieron con DPX
(medio de montaje). Las preparaciones se mantuvieron a 4°C hasta antes de

examinarlas en el microscopio.

6.8.Microscopia confocal, analisis de imagenes y cuantificaciéon del
tamafio celular

Todas las imagenes se capturaron con el microscopio confocal Carl Zeiss
(Carl Zeiss, LSM 780 Confocal Microscope System, Oberkochen) con los
objetivos 10 y 63X + 1.32 (de inmersion). Las secciones opticas se
adquirieron a un tamafo digital de 1024 x 1024 pixeles y promediadas 8
veces para disminuir el ruido. Las imagenes se analizaron usando el software
ZenZ Blue Edition (Carl Zeiss GmbH, Gottingen).
Para determinar el porcentaje de las neuronas inmunoreactivas a ATF2 se

seleccionaron aleatoriamente de 4-5 secciones de los GRDs L4, L5 y L6 en
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cada punto de tiempo y se cuantificd el perfil de expresion. El porcentaje de
neuronas positivas se calculé al dividir el namero de neuronas positivas a
ATF2 entre el nimero de neuronas positivas a NeuN x 100.

Para realizar los histogramas de distribucion de frecuencia del tamafio
neuronal, se midio el area de las neuronas NeuN* y ATF2* en los GRDs L4,
L5 y L6 mediante un analisis de imagen computarizado (Image J software) y
sélo las neuronas con un nucleo claro y visible (NeuN*) se cuantificaron. Las
neuronas se dividieron en neuronas pequefias (<600 um?), medianas (600-
1200 pm?) y grandes >1200 pum?) de acuerdo con su area de seccion
transversal (Bravo-Hernandez et al., 2016). Los resultados se reportaron
como el porcentaje de neuronas positivas para cada tamafio poblacional. Se
midieron al menos 300 neuronas NeuN* por cada seccion de cada grupo
experimental. Ademas, el software Image J se utiliz6 para calcular el
promedio de intensidad de fluorescencia de ATF2 en la médula espinal dorsal

de al menos 5 secciones de cada rata (n=4).

6.9.RT-PCR semi-cuantitativa anidada
Se aisl6 ARN total de los GRDs L4, L5, L6 y de region dorsal ipsilateral
(engrosamiento lumbar L1-S1) de la médula espinal usando reactivo de Trizol,
de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA). La
concentracion y pureza del ARN se determiné al medir la absorbancia a 260-
280 nm en el espectrofotdmetro NanoDrop ND-2000 (Themo Fisher Scientific,
Wilmington). 5 pg de ARN se retro-transcribieron en ADN de cadena
complementaria (cDNA) usando oligo-dT y transcriptasa reversa MLV
(Invitrogen, Carlsbad, CA). La reaccion se realizé a 37°C por 60 min, seguida
de un paso de desnaturalizacién a 65° por 7 min. La amplificacion del cDNA
por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 con primers
especificos para ATF2 (ATF-2 Cat. # sc-156017-PR, set de primers A (forward
y reverse) y set de primers B (forward y reverse), producto de 427 pb), ATF3
(Cat. # sc-72029-PR, set de primers A (forward y reverse) y set de primers B
(forward y reverse), producto de 1000 pb) y ATF4 (Cat. # sc-72029-PR, set de
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primers A (forward y reverse) y set de primers B (forward y reverse), producto
de 1000 pb). La primera reaccion de PCR contenia 2.5 mM de MgClz, 10 mM
de dNTP, 1 U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA), 1 ul del set
de primers Ay 5 ug de cDNA en un volumen total de 50 ul. Se seleccioné el
namero Optimo de ciclos dentro del rango lineal de exponencial. Las
condiciones de la PCR para la amplificacion fueron: 94 °C por 5 min; 35 ciclos
de 94°C por 45 s, 58.5 °C por 45 s, 72 °C por 90 sy 72 °C por 7 min, usando
el termociclador Mastercycler DNA Engine Thermal Cycler (Eppendorf,
Germany). La segunda reaccion de PCR contenia 2.5 mM de MgClz, 10 mM
de dNTP, 1 U de Tag DNA polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA), 1 pl del set
de primers B y 5 pul del producto de la primer PCR en un volumen total de
50 yl. El gen de B-actina se utilizd6 como control de carga y se amplificd
usando oligonucleétidos reportados previamente (Choi-Lundberg & Bohn,
1995). Los productos de la PCR se tifileron con bromuro de etidio y se
analizaron en un gel de agarosa al 1% usando el equipo Chemidoc
XRS + imaging system (Bio-Rad, Hercules, CA). Las bandas se cuantificaron
por escaneo densitométrico usando el software Image Lab 5.0 (Bio-Rad,
Hercules, CA).

6.10. Preparacién de los siRNAs y los anticuerpos

Los siRNAs y los anticuerpos se prepararon inmediatamente antes de la
administracion. Se utilizo el siRNA del ATF2 (ATF2 siRNA, Cat. # sc-156017),
SiRNA del ATF3 (ATF3 siRNA, Cat. # sc-72029), siRNA del ATF4 (ATF4
SiRNA, Cat. # sc-72029) o siRNA scramble (siRNA scramble control, Cat. #
sc-37007) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas). Los siRNAs se
prepararon a una concentracién de 0.1 pg/ul con un reactivo de transfeccion
(siRNA transfection reagent, Cat. # sc-29528, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las ratas
recibieron 1 pg (10 pl) de siRNA en cada administracién.

Los anticuerpos anti-ATF2, anti-ATF3 o anti-ATF4 se prepararon a un

concentracion de 1 pg/ul con el vehiculo del anticuerpo (PBS 1X + Triton X-
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100 al 0.1%). Las ratas recibieron 10 pg (10 pl) de anticuerpo en cada

administracion.

6.11. Inyeccion intratecal directa
La inyeccion intratecal es una técnica que facilita la administracion
farmacoldgica directa en la médula espinal. La inyeccion intratecal es poco
invasiva, rapida y permite la administracion repetida de farmacos (Njoo et al.,
2014). Las ratas se anestesiaron con isoflurano al 3% y se verifico la carencia
de signos de enderezamiento y del reflejo de retiro de la cola ante un estimulo
mecanico para asegurar un estado de anestesia general. Se rasuré la parte
dorsal de las ratas a la altura de las vértebras lumbares y sacrales. Las ratas
se colocaron sobre un cilindro para facilitar la insercion de la aguja en el
espacio intervertebral. Se utilizé una aguja de 30 G (0.30 mm de didmetro)
(Septodont, Saint-Mour-des-Fossés Cedex, Francia) unida a una jeringa de 1
ml que se regulaba mediante un sistema de liberaciébn controlado
mecanicamente. Se localizaron los procesos espinosos de las vértebras L4-L5
(partiendo del proceso espinoso mas protuberante, el L6). Cuidadosamente,
la aguja se insert6 en el espacio intervertebral entre los procesos espinosos
L4-L5. Se consideré el reflejo sacudida de la cola como un signo de inyeccién
exitosa en el espacio intradural. Una vez observado este reflejo se procedio
inmediatamente a la inyeccion del volumen (10 pul) de la sustancia de interés
(siRNAs, anticuerpos o controles). Finalmente, la aguja se retiré y las ratas se

colocaron en sus cajas para que se recuperaran de la anestesia.

6.12. Disefo experimental
6.12.1. Expresion de proteinas
Para determinar el papel del ATF2, ATF3 y ATF4 en el dolor neuropatico,
primero decidimos evaluar si estos se expresan en sitios relevantes para la
transmision de la informacion nociceptiva. Por lo tanto, determinamos la
expresion de proteinas ATF2, ATF3 y ATF4 por Western blot en los GRDs L4

(no lesionado), L5 y L6 (ligados) y en la porcion dorsal ipsilateral de la médula
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espinal de ratas con 3, 7, 14 y 21 post-cirugia y en los grupos control (naive y
sham) (n = 4).

6.12.2. Localizacion de los ATFs en los GRDs y en la médula espinal
Basados en los cambios de la expresion de proteinas, decidimos investigar la
distribucion del ATF2, ATF3 y ATF4 en los GRDs L4 (no lesionado), L5y L6
(ligados) y en la médula espinal. Para este propésito utilizamos 6 grupos de 4
ratas cada uno: naive, sham y con 3, 7, 14 y 21 dias post-cirugia. Las
muestras de tejido se obtuvieron como se describié previamente. Se utilizaron
anticuerpos especificos para la inmunodeteccion de nucleos neuronales,
neuronas peptidérgicas, neuronas no peptidérgicas, astrocitos y microglia y se

determind si estos marcadores co-localizaban con las proteinas de interés.

6.12.3. Tratamiento con los SiRNAs

Para determinar el papel del ATF2, ATF3 y ATF4 en la modulacion del dolor
neuropatico, utilizamos siRNAs especificos para hacer un knock-down. El
tiempo de administracion se determiné al conocer el pico maximo de
expresion de las proteinas (Western blot). Los animales con 18 dias post-
cirugia (n = 6-8) recibieron la administracion intratecal de 3 inyecciones
consecutivas del siRNA del ATF2, siRNA ATF3, siRNA ATF4 o siRNA
scramble (10 ul) cada 24 h. Se determind la alodinia tactil y la hiperalgesia
térmica cada 24 h post-administracion por 4-8 dias dependiendo del
tratamiento. Ademas, decidimos evaluar el efecto de los siRNAs en ratas
intactas. Por lo tanto, grupos independientes de ratas naive recibieron 3
inyecciones intratecales de los respectivos siRNAs bajo el mismo esquema de
administracion.

Para corroborar la eficiencia del knock-down se determiné la expresion del
ARNmM del gen Atf2, Atf3 y Atf4 en los GRDs L4, L5 y L6 y en la médula
espinal de animales tratados con los respectivos siRNAs. El ATF2 se
expresan de manera constitutiva, por lo tanto se utilizaron animales naive

(n=4, tratados con siRNA). Por otra parte, para el ATF3 y el ATF4 se utilizaron
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animales ligados (n=4, tratados con siRNA de ATF3). Todos los animales se
sacrificaron 24 horas después de la ultima administracion del siRNA para la

obtencion de tejidos. Los experimentos se realizaron por duplicado.

6.12.4. Tratamiento con anticuerpos Anti-ATFs
Debido a que no existen inhibidores farmacologicos selectivos del ATF2,
ATF3 o ATF4, decidimos evaluar si el tratamiento con anticuerpos especificos
tenia algun efecto sobre la conducta nociceptiva inducida por la ligadura de
los nervios espinales. Esta estrategia experimental se ha utilizado con
anterioridad en el laboratorio (Pineda-Farias et al., 2015). Los animales con
18 dias post-cirugia recibieron la administracion intratecal de 3 inyecciones
consecutivas de anticuerpos anti-ATF2, anti-ATF3, anti-ATF4 o del vehiculo
del anticuerpo (10 pl) cada 24 h. Se evalué el umbral mecénico y térmico
basal antes de la administracion intratecal de los anticuerpos. Se determind la
alodinia tactil y la hiperalgesia térmica cada 24 horas justo antes de la
siguiente inyeccion durante 4-8 dias dependiendo del tratamiento. Ademas,
decidimos evaluar el efecto de la administracion de los anticuerpos en ratas
intactas. Por lo tanto, ratas naive recibieron la inyeccion intratecal de los

anticuerpos siguiendo el mismo protocolo experimental.

6.13. Analisis de datos y estadistica
Los datos conductuales estan expresados como el promedio (n = 6-8
animales) + el error estdndar de la media (EEM) del umbral de retiro o la
latencia de retiro de la pata. Los cursos temporales se construyeron trazando
el umbral de retiro o la latencia de retiro de la pata en funcién del tiempo. A
partir de los cursos temporales se calculé el area bajo la curva (ABC) por el
método de trapezoides (Tallarida & Murray, 1981). Para determinar las
diferencias estadisticas entre grupos se utilizo el analisis de varianza (ANOVA)
de una via o de dos vias, segun el caso, seguida de la prueba de Dunnett o
Tukey mediante el programa estadistico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad

software, Inc, La Jolla, CA).
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Los resultados de la expresion de proteina y ARNm se muestran como la
expresion relativa de ATF2, ATF3 o ATF4 normalizada frente a B-actina. Los
datos se expresan como el promedio + EEM de 4 animales independientes.
Las diferencias estadisticas entre los grupos se determinaron mediante
analisis de varianza de una via seguido de la prueba de Dunnett. Los valores

de P menores de 0.05 se consideraron significativos.
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7. RESULTADOS
7.1.ATF2
7.1.1.Expresion del ATF2 en los GRDs L4, L5, L6y en la médula espinal
de ratas con ligadura de los nervios espinales L5-L6
La ligadura de los nervios espinales L5-L6 increment6 la expresion de la
proteina ATF2 en los GRDs L5, L6 y en la médula espinal, pero no en el GRD
L4 (Figura 3).
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Figura 3. Expresion de la proteina ATF2 en los GRDs L4 (A), L5 (B), L6 (C) y en la médula
espinal (ME) (D) de ratas con ligadura de los nervios espinales (SNL) L5-L6. La expresion del
ATF2 se evalué a los dias 3, 7, 14 y 21 post-cirugia. Los datos se expresan como el promedio
+ EEM de 4 animales por grupo experimental. Los insertos arriba de las barras representan
los inmunoblots de 2 animales por grupo experimental. * p < 0.05 vs sham (S); *** p < 0.001
vs S por ANOVA 1V/Dunnett.
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7.1.2.Localizacién y distribucion celular del ATF2
El ATF2 se expresa constitutivamente en el nucleo de neuronas del GRD L4,
L5 y L6 en ratas naive y sham. La ligadura de los nervios espinales
incrementd la inmunorreactividad del ATF2 en los ganglios L5 y L6, pero no
en el GRD L4 (Figura 4). Ademas, la ligadura aumento la fluorescencia del
ATF2 en el nucleo de células satélite de los GRDs ligados (Figura5y 7) y la
disminuy6 en el nucleo de las neuronas al dia 3 post-cirugia. En contraste, la
ligadura provocd cambios en la inmunorreactividad del ATF2 tanto en el
nacleo como el citoplasma de las neuronas del GRD L5y L6 en los dias 14 y
21 (Figura 5). ElI ATF2 se expres6é de manera constitutiva en el nucleo de las
neuronas peptidérgicas (CGRP*) y no peptidérgicas (IB4*) (Figura 6). Sin
embargo, la ligadura de los nervios espinales L5-L6 redujo Ia
inmunorreactividad del marcador de neuronas no peptidérgicas y del

marcador de neuronas peptidérgicas en los GRDs L5 y L6 al dia 7, 14 y 21

posteriores al dafio (Figura 7).

Dias post-SNL

Naive

L4.
L5.
6.

Figura 4. Curso temporal de la inmunorreactividad del ATF2 en los GRDs L4 (A-F), L5 (G-L) y
L6 (M-R) de ratas naive, sham y ratas con ligadura de los nervios espinales (SNL) L5-L6
(rojo). La expresién del ATF2 se evalud el dia 3, 7, 14 y 21 post-cirugia. Barra de calibracion,
200 pm.
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3 dias

\

14 dias 21 dias

- ~

Figura 5. Localizacion celular de la inmunorreactividad del ATF2 en el GRD L6 de ratas
naive, sham y ratas con ligadura de los nervios espinales (rojo). La expresion del ATF2 se
evalud los dias 3, 7, 14 y 21 post-cirugia. Las fechas blancas indican la presencia de
inmunorreactividad alrededor de los cuerpos neuronales. Las fechas amarillas indican
inmunorreactividad en el citoplasma de las neuronas. Barra de calibracion, 10 pum.

Figura 6. Distribucion de la inmunorreactividad del ATF2 en los GRDs L4 (A-D), L5 (E-H) y L6
(I-L) de ratas sham (rojo). La expresiéon del ATF2 se evalué en presencia del marcador de
nacleos neuronales (NeuN*), neuronas peptidérgicas (CGRP*), neuronas no peptidérgicas
(IB4%) y células satélite (GFAP*). Barra de calibracién, 20 pm.

43



Cinvestav Departamento de Farmacobiologia

Figura 7. Distribucion de la inmunorreactividad del ATF2 en los GRDs L4 (A-D), L5 (E-H) y L6
(I-L) de ratas con ligadura de los nervios espinales L5-L6 (21 dias) (rojo). La expresién del
ATF2 se evalué en presencia del marcador de nucleos neuronales (NeuN*), neuronas
peptidérgicas (CGRP*), neuronas no peptidérgicas (IB4*) y células satélite (GFAP*). Barra de
calibracion, 20 um.

7.1.3.Cuantificacion de la inmunorreactividad del ATF2 en los GRDs
L4, L5y L6

El ATF2 se expreso constitutivamente en ratas naive en el 42.9 + 2.2%, 43.5
+2.1% vy 42.8 + 0.9% de neuronas del GRD L4, L5 y L6, respectivamente.
Sin embargo, la ligadura de los nervios espinales modificé la expresion del
ATF2 en los GRDs. Al dia 3 post-ligadura disminuyé la expresion de ATF2 a
349 + 0.8% y 31.6 £ 2.3% en los GRD L5 y L6, respectivamente. No
obstante, se observo un incremento de la expresion del ATF2 en el ganglio
L5 a 55.6 + 2.6%, 66.6 + 2.3% y 722 + 43% el dia 7, 14 y 21,
respectivamente. EI ATF2 se expreso en el 59.1 + 2.4%, 69.2 £ 4.0% y 76.5
+ 3.1% al dia 7, 14 y 21, respectivamente, en el GRD L6 (Tabla 5A).
Por otra parte, el marcador de neuronas no peptidérgicas (IB4+) se expreso
en un 28.5 + 2.5%, 32.5 + 2.6% y 28.3 £ 3.6% en el GRD L4, L5y L6 de
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ratas naive, respectivamente. La ligadura de los nervios espinales disminuyé
la inmunorreactividad del IB4 en el GRD L5 a 22.2 + 3.15%, 19.6 £ 4.9%, 6.1
+ 1.7% y 3.2 £ 1.3% al dia 3, 7, 14 y 21 post-cirugia, respectivamente.
Asimismo, la expresion de IB4 disminuyé a 21.1 + 2.3%, 19.5 £ 1.5%, 5.2 +
0.8% vy 4.8 £0.5% al dia 3, 7, 14 y 21, respectivamente en el GRD L6 (Tabla
5B). El marcador de neuronas peptidérgicas CGRP se expreso en el 38.5 +
1.3%, 38.1 £ 2.9% y 39.1 + 1.3% en los GRD L4, L5 y L6 de ratas naive. La
ligadura de los nervios espinales disminuy6 la inmunorreactividad del CGRP
a21.8+26%,88+24%,3.1+1.2%y2.1+0.9% enel GRD L5 eldia 3, 7,
14 y 21, respectivamente. De igual forma, la ligadura disminuyd la
inmunorreactividad del marcador CGRP a 33.1 £ 5.2%, 10.3 + 4.7%, 5.2+
1.8% y 1.1 £ 0.2% al dia 3, 7, 14 y 21, respectivamente (Tabla 5C). Cabe
destacar que no se presentaron cambios en la inmunorreactividad de 1B4 y

CGRP en el ganglio no ligado (L4).

7.1.4. Distribucién del tamafio de las neuronas que expresan al ATF2
en los GRDs L4, L5y L6

También investigamos los cambios morfologicos que ocurren en los GRDs
tras la ligadura de los nervios espinales y el tipo de neuronas que expresan al
ATF2 de acuerdo al tamafio celular. Las neuronas se clasificaron como
pequefias (<600 uym?), medianas (600-1200 um?) o grandes (>1200 um?) de
acuerdo al area de su soma (Bravo-Hernandez et al., 2016). Encontramos que
el ATF2 se expreso constitutivamente en las neuronas pequefias, medianas y
grandes de los GRD L4, L5 y L6 de ratas naive (Figura 8). La ligadura de los
nervios no modificé la frecuencia de distribucién del ATF2 respecto al tamafio
de las neuronas del GRD L4 (Figura 8A). En contraste, la ligadura de los
nervios L5-L6 disminuy6 la proporcion de neuronas totales (NeuN*) con
respecto al tiempo y aumento la proporcion de neuronas que expresaba al
ATF2 (Figura 8B-C).
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Tabla 5. Cuantificacion de la inmunorreactividad del ATF2 (A), IB4 (B) y
CGRP (C) en los GRDs L4, L5 y L6. La cuantificacion se llevo acabo en
grupos de ratas naive, shamy de 3, 7, 14 y 21 dias post-cirugia.

A % Neuronas ATF2+/Neuronas NeuN+

Naive Sham 3 T 14 21

L4 429+ 2.2 41,3227 46618 422+22 421213 42913

LS 43.5+2.1 424 +£1.1 346+£1.8° 55627 B66x23™ T2.3+44™
LE 42.8+09 411 +£1.3 353+£25% 581+24* 693 +41™ T7B5+£32"™

B % Neuronas IB4+/Neuronas totales

Naive Sham 3 7 14 21

L4 283+286 2692 +35 2053+43 333722 2807+24 2898+31

L5 325+286 27.2+ 31 212432 191+49° B1+1.7™ 32+£1.3™
LE 283136 31.5+3.0 21.1+23 219135 53x08™ 48205

C % Neuronas CGRP+/Neuronas totales

Naive Sham 3 7 14 21

L4 372+10 33.2+25 329+43 360+13 380222 3243+39

L5 3B1+£29 364132 218+26 B88z24"™ 31+£12™ 21109
LE 39.1+£13 36.2+3.7 33.1+£52 102 £47" 53+18"™ 11z02"

Se muestra el promedio + EEM de 4 GRD de animales independientes. Se cuantificd el
namero de neuronas ATF2*/el nimero de neuronas NeuN* o totales x 100. * p < 0.05 vs
naive; ** p < 0.01 vs naive; *** p < 0.001 vs naive; por ANOVA 1V/Dunnett.
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Figura 8. Distribucion del ATF2 respecto al tamafio de las neuronas del GRD L4 (A), L5 (B) y
L6 (C). La medicion se llevo a cabo en grupos de ratas sham y de 21 dias post-cirugia. Se
grafica el area celular (um?) de las neuronas NeuN* y ATF2* de 3 GRDs L4, L5 y L6 de
animales independientes. Los datos se expresan como una proporcion.
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7.1.5. Inmunorreactividad del ATF2 en la médula espinal
El ATF2 se expres6 de manera constitutiva en el nucleo de neuronas del asta
dorsal de la médula espinal de ratas naive y sham. La ligadura aumento la
inmunorreactividad del ATF2 en las laminas superficiales |-V del asta dorsal
de la médula espinal al dia 7, 14 y 21 post-cirugia (Figura 9). Las figuras 10
y 11 muestran la inmunorreactividad del ATF2 con el marcador de nudcleos
neuronales (NeuN™*), neuronas peptidérgicas (CGRP*), no peptidérgicas
(IB4Y), astrocitos (GFAP*) y microglia (OX-42*) en ratas sham y ratas con 21
dias post-cirugia, respectivamente. Estos datos sugieren que el ATF2 se
expresa mayormente en las ldminas superficiales del asta dorsal de la médula
espinal. Es importante resaltar que tanto el marcador de neuronas
peptidérgicas como el de neuronas no peptidérgicas muestran
inmunorreactividad en el citoplasma de las neuronas y el ATF2 en los nucleos
neuronales. Por lo tanto, no se observa colocalizacion. No obstante,
realizamos analisis de cortes en Z (Z-stacks) en el microscopio confocal para
determinar si la marca se encontraba en la misma célula y nuestros
resultados sugieren que la ligadura de nervios espinales provoca la expresion
del ATF2 en el nucleo de los astrocitos (GFAPY) (Figura 12). Ademas, el ATF2
también se expresé en motoneuronas (CGRP*) del asta ventral de la médula

espinal de manera constitutiva (Figura 13).

14 dias 21 dias 200 pm

Figura 9. Curso temporal de la inmunorreactividad del ATF2 en la region dorsal ipsilateral de la
médula espinal de ratas naive, sham y ratas con ligadura de nervios espinales (SNL) L5-L6
(rojo). La inmunorreactividad se evalud en los dias 3, 7, 14 y 21 post-cirugia. Barra de
calibracion 200 pum.

48



Cinvestav Departamento de Farmacobiologia

Figura 10. Distribucion de la inmunorreactividad del ATF2 (rojo) en la region dorsal ipsilateral de
la médula espinal de ratas sham y su colocalizacién con el marcador de ndcleos neuronales
(NeuN*), neuronas peptidérgicas (CGRP*), neuronas no peptidérgicas (IB4*), astrocitos
(GFAP*) y microglia (OX-42*) (verde). Barra de calibracion, 200 y 50 pm.

Figura 11. Distribucién de la inmunorreactividad del ATF2 (rojo) en la regién dorsal ipsilateral
de la médula espinal de ratas con ligadura de los nervios espinales (21 dias) y su
colocalizacion con el marcador de nudcleos neuronales (NeuN*), neuronas peptidérgicas
(CGRP*), neuronas no peptidérgicas (IB4*), astrocitos (GFAP*) y microglia (OX-42*) (verde). La
punta de flecha blanca (E) indica inmunorreactividad del ATF2 en el ntcleo de los astrocitos.
Barra de calibracién, 200 y 50 pum.
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Figura 12. Curso temporal de la inmunorreactividad del ATF2 (rojo) y GFAP (verde) en la
regién dorsal ipsilateral de la médula espinal de ratas naive, sham y con ligadura de nervios
espinales L5-L6. La expresion se evalud al dia 3, 7, 14 y 21 post-cirugia. La punta de flecha
blanca indica la inmunorreactividad del ATF2 en el nicleo de los astrocitos. Las figuras
representan una seccion de cortes en Z (Z-stack) tomadas con el microscopio confocal. Barra

de calibracién, 50 um.

Sham 7 dias 14 dias
50 um

21 dias 21 dias 21 dias

Figura 13. Inmunorreactividad del ATF2 (rojo) en la region ventral ipsilateral de la médula espinal
de ratas sham y ratas con ligadura de nervios espinales L5-L6 y su colocalizacion con el
marcador de ndcleos neuronales (NeuN*) y de neuronas peptidérgicas (CGRP*) (verde). La
expresion se evalu6 al dia 3, 7, 14 y 21 post-cirugia. Barra de calibracién, 50 um.

7.1.6. Cuantificacion de la inmunorreactividad del ATF2 en la médula
espinal

El ATF2 se expres6 constitutivamente en la médula espinal de ratas naive y

sham con una intensidad de fluorescencia promedio de 525 + 53.2% y 508 +

81.7%, respectivamente. Sin embargo, la intensidad de fluorescencia

incrementd a 856 + 94.7%, 1100 + 106.8.7%, 1471 + 179.27% vy 1872 +

112.8% en la médula espinal de ratas con 3, 7, 14 y 21 dias post-cirugia,

respectivamente (Tabla 6).
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Tabla 6. Cuantificacion de la inmunoreactividad del ATF2 en el asta dorsal de
la médula espinal. La cuantificacion se llevo acabo en grupos de ratas naive,

shamy de 3, 7, 14 y 21 dias post-cirugia.

Intensidad de fluorescencia promedio de ATF2

Naive Sham 3 7 14 21
Médula . 1100 £ 1471 % 1872 &
espinal 525+£532 5084 +817 8565+947 1082+ 179 2%% 1128

Se muestra el promedio + EEM de 4-5 secciones por médula espinal de 4 animales
independientes. ** p < 0.01 vs naive; *** p < 0.001 vs naive; por ANOVA 1V/Dunnett.

7.1.7. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA y del
anticuerpo neutralizante del ATF2 sobre el umbral nociceptivo
mecanico

La administracion intratecal repetida (3 inyecciones) del siRNA del ATF2, pero
no del siRNA control, produjo alodinia mecanica transitoria en las ratas naive
(Figura 14A-B). La ligadura de los nervios espinales L5-L6 produjo alodinia
mecanica que se mantuvo hasta el dia 21 post-cirugia. La administracion
intratecal del siRNA del ATF2 y del anticuerpo neutralizante del ATF2 revirtié
parcialmente la alodinia mecanica inducida por la ligadura de los nervios
espinales (Figura 14C-D). Este efecto anti-alodinico persisti6 hasta por 72

horas después de la Gltima administracion

7.1.8. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA y del
anticuerpo neutralizante del ATF2 sobre el umbral nociceptivo
térmico

La administracion intratecal repetida del siRNA del ATF2 y del siRNA control
no modificé la latencia de retiro en las ratas naive (Figura 15A-B). La ligadura
de los nervios L5-L6 produjo hiperalgesia térmica que se mantuvo hasta el dia
21 post-cirugia. La administracion intratecal del siRNA del ATF2 y del

anticuerpo neutralizante del ATF2 revirtidé totalmente la hiperalgesia térmica
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inducida por la ligadura de los nervios espinales (Figura 15C-D). Ambos
efectos fueron prolongados y se mantuvieron por 5 y 6 dias después de la
dltima administracion, respectivamente. Sin embargo, el efecto el anticuerpo

neutralizante fue mayor.
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Figura 14. Efecto de la administracion intratecal repetida del sSiRNA del ATF2 (siRNA ATF2) y
del anticuerpo neutralizante (Ab ATF2) sobre el umbral nociceptivo mecénico en ratas naive
(A) y con ligadura de los nervios espinales (SNL) (C). B y D muestran el area bajo la curva
(ABC) del curso temporal de la grafica A y C, respectivamente. Se grafica el promedio + EEM
de 6 animales. * p < 0.05 vs SNL; ** p < 0.01 vs SNL; *** p < 0.001 vs SNL; por ANOVA
2V/Dunnett (A, C). *** p < 0.001 vs sham; # p < 0.05 vs SNL; ## p < 0.01 vs SNL; por ANOVA
1V/Dunnett (B, D).
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Figura 15. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA del ATF2 (siRNA ATF2) y
del anticuerpo neutralizante (Ab ATF2) sobre el umbral nociceptivo térmico en ratas naive (A)
y con ligadura de los nervios espinales (SNL) (C). B y D muestran el area bajo la curva (ABC)
del curso temporal de la grafica A y C, respectivamente. Se grafica el promedio + EEM de 6
animales. *** p < 0.001 vs SNL; por ANOVA 2V/Dunnett (A, C). *** p < 0.001 vs sham; # p <
0.05 vs SNL; ## p < 0.01 vs SNL; por ANOVA 1V/Dunnett (B, D).

7.1.9. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA del
ATF2 sobre la expresion de su ARN mensajero
La administracion intratecal repetida del siRNA del ATF2 redujo parcialmente
la expresion del ARN mensajero del ATF2 en los GRDs L4, L5, L6 y en la
region lumbar de la médula espinal de ratas naive. La administracion repetida
del siRNA control no tuvo efecto sobre la expresion del ARN mensajero del
ATF2 (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA control (siRNA Con) y del
SiRNA del ATF2 (siRNA ATF2) sobre la expresion de su ARN mensajero en ratas naive. Se
grafica el promedio + SEM de 4 animales independientes. Los insertos arriba de las barras
representan el inmunoblot de 1 animal por grupo experimental. * p < 0.05 vs naive; ** p < 0.01
VS naive; *** p < 0.001 vs naive, por ANOVA 1V/Dunnett.

7.1.10. Efecto de la administracion intratecal del siRNA del ATF2
sobre la expresion del ARN mensajero de los genes Trpvly Trpv2

Debido a que el tratamiento con el siRNA y con el anticuerpo de ATF2 revirtié
totalmente la hiperalgesia térmica, decidimos investigar si el ATF2 podria
modular la expresién de genes encargados de la percepcion de estimulos
térmicos durante el establecimiento del dolor neuropatico. Por lo tanto,
evaluamos la expresién del ARNm de los genes Trpvl y Trpv2 en ratas con
ligadura de nervios espinales que fueron inyectadas repetidamente con el

SiRNA del ATF2 bajo el esquema experimental descrito anteriormente. La
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ligadura de los nervios espinales disminuyd la expresion del ARNm de gen
Trpvl en los GRDs L4, L5, L6 y en la médula espinal a los 21 dias post-
cirugia. En contraste, el tratamiento repetido con el siRNA revirtio totalmente
la expresion del Trpvl en el GRD L4 y parcialmente en la médula espinal.
Cabe destacar que el tratamiento repetido con el siRNA del ATF2 no modifico
la expresién del Trpvl en los GRDs lesionados (Figura 17).

Por otra parte, la ligadura de los nervios espinales disminuy6 la expresion del
Trpv2 solo en los GRDs lesionados, pero no el en GRD L4 ni en la médula
(Figura 18) espinal. Interesantemente, el tratamiento repetido con el siRNA

del ATF2 redujo la expresion del Trpv2 en el GRD L4 y en la médula espinal.

Trpv? —— L - || 436 bp
Wit — ==l = — = — —— [l — = =
80+ e MNaive
SNL 21d

— SML 21d + siRNA ATF2
g
'ﬁ ‘ﬁ 60
“|' E Han
g :
T3
3_1: 40
I\-L: 1E drdod

s * -
E 2
= £ *
o _ 204 #
<8

0-
L4 L5 L6 ME

Figura 17. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA del ATF2 (siRNA ATF2)
sobre la expresion del ARNm del gen Trpvl en ratas con 21 dias post ligadura de los nervios
espinales (SNL 21d). Se grafica el promedio + EEM de 4 animales independientes. Los
insertos arriba de las barras representan el inmunoblot de 1 animal por grupo experimental. *
p < 0.05 vs Naive; *** p < 0.001 vs Naive; ### p < 0.001 vs SNL 21d por ANOVA 2V/Dunnett.
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Figura 18. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA del ATF2 (siRNA ATF2)
sobre la expresion del ARNm del gen Trpv2 en ratas con 21 dias post ligadura de los nervios
espinales (SNL 21d). Se grafica el promedio + EEM de 4 animales independientes. Los
insertos arriba de las barras representan el inmunoblot de 1 animal por grupo experimental.**
p < 0.01 vs Naive; *** p < 0.001 vs Naive; # p < 0.05 vs SNL 21d; ### p < 0.001 vs SNL 21d

por ANOVA 2V/Dunnett.

7.2.ATF3
7.2.1. Expresion del ATF3 enlos GRDs L4, L5,L6 y en la médula espinal

de ratas con ligadura de los nervios espinales L5-L6
La ligadura de los nervios espinales L5-L6 aument6 la expresion de la
proteina ATF3 en el GRD L4 a los 3 dias posteriores al dafio y en los GRDs
L5y L6 alos 3,7, 14 y 21 dias. Ademas, la ligadura incremento la expresion

del ATF3 en la region dorsal ipsilateral de la médula espinal (Figura 19).
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Figura 19. Expresion de la proteina ATF3 en los GRDs L4 (A), L5 (B), L6 (C) y en la médula
espinal (ME) (D) de ratas con ligadura de los nervios espinales (SNL) L5-L6. La expresién del
ATF3 se evalu6 a los dias 3, 7, 14 y 21 post-cirugia. Los datos se expresan como el promedio
+ EEM. de 4 animales por grupo experimental. Los insertos arriba de las barras representan
los inmunoblots de 2 animales por grupo experimental. * p < 0.05 vs Sham (S); *** p < 0.001
vs S por ANOVA 1V/Dunnett.

7.2.2. Inmunorreactividad del ATF3 en los GRDs
El ATF3 es una proteina inducible por dafo, por lo tanto se expresa a muy
bajos niveles en neuronas intactas (naive y sham) (Figura 20). Sin embargo,
la ligadura de los nervios espinales L5-L6 aumentd la inmunorreactividad del
ATF3 en el GRD L4 a los 3 dias post-cirugia y a los 3, 7, 14 y 21 dias en los
GRDs ligados (Figura 20-21). A los 21 dias post-cirugia encontramos que el

ATF3 aumentd su inmunorreactividad en el nicleo de las neuronas (NeuNY)
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(Figura 21). Interesantemente, encontramos que a los 21 dias post-cirugia
menos del 2% y 5% de neuronas son inmunorreactivas para CGRP e IB4,
respectivamente (Tabla 1 B-C) y del total de neuronas inmunorreactivas a
CGRP, el 100% colocaliza con el ATF3 (Figura 21). Ademas, no se observo
inmunorreactividad del ATF3 con el marcador de células satélite (GFAP) bajo

nuestras condiciones experimentales (Figura 21).

Dias post-SNL

Naive Sham

Figura 20. Curso temporal de la inmunorreactividad del ATF3 en los GRDs L4 (A-F), L5 (G-L)
y L6 (M-R) de ratas naive, sham y de 3, 7, 14 y 21 dias post-ligadura de los nervios espinales
(SNL). Barra de calibracion, 20 pm.
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Figura 21. Distribucion de la inmunorreactividad del ATF3 (rojo) en los GRDs L4 (A-D), L5 (E-
H) y L6 (J-L) de ratas con 21 dias post-cirugia. La expresion del ATF3 se evalud en presencia
del marcador de nucleos neuronales (NeuN*), neuronas, peptidérgicas (CGRP*), neuronas no
peptidérgicas (IB4+) y células satélite (GFAP*) (todos en verde). Barra de calibracién, 20 um.

7.2.3. Inmunorreactividad del ATF3 en la médula espinal
El ATF3 se expresa a bajos niveles en la médula espinal de ratas sham. Sin
embargo, la ligadura incrementd la inmunorreactividad del ATF3 en el asta
dorsal de la médula espinal al dia 7, 14 y 21 post-cirugia (Figura 22). Las
figuras 23 y 24 muestran la colocalizacion de la inmunorreactividad del ATF3
con el marcador de nucleos neuronales (NeuN™*), neuronas peptidérgicas
(CGRP*), neuronas no peptidérgicas (IB4"), astrocitos (GFAP*) y microglia
(OX-42%) en ratas sham y ratas con 21 dias post-cirugia, respectivamente.
Estos datos sugieren que el ATF3 se expresa en los nucleos de las neuronas
gue estan en zonas adyacentes al dafio, pero no en astrocitos o microglia.
Interesantemente, el ATF3 también se expres6 en el ndcleo de las
motoneuronas del asta ventral de la médula espinal tras la cirugia (Figura 22,

flechas amarillas).
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14 dias 21.dias

Figura 22. Curso temporal de la inmunorreactividad del ATF3 (rojo) en la region dorsal ipsilateral
de la médula espinal de ratas sham y ratas con ligadura de nervios espinales L5-L6. La
expresién se evalué los dias 3, 7, 14 y 21 post-cirugia. La punta de flecha amarilla muestra
inmunorreactividad del ATF3 en motoneuronas. El recuadro de la esquina inferior izquierda es
una amplificacién del recuadro marcado en la regién dorsal de la médula espinal. Barra de
calibracién, 50 y 200 um.

Figura 23. Distribucion de la inmunoreactividad ATF3 (rojo) en la regién dorsal ipsilateral de la
médula espinal de ratas sham (rojo) y su colocalizacion con el marcador de nucleos
neuronales (NeuN*), neuronas peptidérgicas (CGRP*), no peptidérgicas (IB4*), astrocitos
(GFAP*) y microglia (OX-42*) (verde). El recuadro de la esquina inferior derecha es una
amplificacion del recuadro marcado en la region dorsal de la médula espinal Barra de
calibracion, 200 y 50 pm.
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Figura 24. Distribucion de la inmunoreactividad ATF3 (rojo) en la regién dorsal ipsilateral de la
médula espinal de ratas con 21 dias post-cirugia (rojo) y su colocalizacién con el marcador de
ndcleos neuronales (NeuN*), neuronas peptidérgicas (CGRP*), no peptidérgicas (IB4Y),
astrocitos (GFAP*) y microglia (OX-42%) (verde). El recuadro de la esquina inferior izquierda es
una amplificacion del recuadro marcado en la region dorsal de la médula espinal Barra de
calibracion blanca, 200 y 50 um.

7.2.4. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA y del
anticuerpo neutralizante del ATF3 sobre el umbral nociceptivo
mecanico

La administracion intratecal repetida del siRNA del ATF3 y del siRNA control
no alter6 el umbral nociceptivo de ratas naive (Figura 25A-B). La ligadura de
los nervios espinales L5-L6 produjo alodinia mecénica que se mantuvo hasta
el dia 21 post-cirugia. La administracion intratecal repetida del siRNA del
ATF3, pero no del anticuerpo neutralizante del ATF3, revirtid ligeramente la
alodinia mecanica inducida por la ligadura de los nervios espinales L5-L6
(Figura 25C-D). Este efecto persisti6 por 24 horas después de la ultima
administracion. Sin embargo, el efecto anti-alodinico no rebasa los 4 g y se

considera ineficaz en el tratamiento del dolor.
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Figura 25. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA (siRNA ATF3) y del
anticuerpo neutralizante del ATF3 (Ab ATF3) sobre el umbral nociceptivo mecéanico en ratas
naive (A) y con ligadura de los nervios espinales (SNL) (C). B y D muestran el area bajo la
curva (ABC) del curso temporal de la gréfica A y C, respectivamente. Se grafica el promedio +
EEM de 6 animales. * p < 0.05 vs SNL; *** p < 0.001 vs SNL; por ANOVA 2V/Dunnett (Ay C).
*** n < 0.001 vs sham; # p < 0.05 vs SNL; por ANOVA 1V/Dunnett (B y D).

7.2.5. Efecto de la administracién intratecal repetida del siRNA y del
anticuerpo neutralizante del ATF3 sobre el umbral nociceptivo
térmico

La administracién intratecal repetida del siRNA del ATF3 y del siRNA control
no modificd la latencia de retiro en ratas naive. La ligadura de los nervios
espinales L5-L6 produjo hiperalgesia térmica que se mantuvo hasta el dia 21
post-cirugia (Figura 26A-B). La administracion intratecal del siRNA del ATF3
y del anticuerpo neutralizante del ATF3 revirtié ligeramente la hiperalgesia

térmica inducida por la ligadura de los nervios espinales. Este efecto anti-
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hiperalgésico se mantuvo por 24 horas después de la ultima administracion
(Figura 26 C-D).
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Figura 26. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA (siRNA ATF3) y del
anticuerpo neutralizante del ATF3 (Ab ATF3) sobre el umbral nociceptivo térmico en ratas
naive (A) y con ligadura de los nervios espinales (SNL) (C). B y D muestran el area bajo la
curva (ABC) del curso temporal de la gréfica A y C, respectivamente. Se grafica el promedio +
EEM de 6 animales. * p < 0.05 vs SNL; *** p < 0.001 vs SNL; por ANOVA 2V/Dunnett (A 'y C).
*** < 0.001 vs sham; # p < 0.05 vs SNL; ## p < 0.01 vs SNL; por ANOVA 1V/Dunnett (B y
D).

7.2.6. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA del
ATF3 sobre la expresion de su ARN mensajero

La administracion intratecal repetida del siRNA del ATF3 redujo parcialmente

la expresion del ARN mensajero del ATF3 en los GRDs L4, L5y L6 y en la

region lumbar de la médula espinal de ratas ligadas. La administracion

repetida del siRNA control no tuvo efecto sobre la expresion del ARN

mensajero del ATF3 (Figura 27).
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Figura 27. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA del ATF3 (siRNA ATF3)
sobre la expresién de su ARN mensajero en ratas con ligadura de los nervios espinales de 21
dias (SNL 21 d) post-cirugia. Se grafica el promedio + EEM de 4 animales independientes.
Los insertos arriba de las barras representan el inmunoblot de 1 animal por grupo
experimental. * p < 0.05 vs SNL 21d; ** p < 0.01 vs SNL 21d; *** p < 0.001 vs SNL 21d, por
ANOVA 1V/Dunnett.
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7.3. ATF4
7.3.1. Expresion del ATF4 en los GRDs L4, L5, L6 y en la médula
espinal de ratas con ligadura de los nervios espinales L5-L6
La ligadura de los nervios espinales L5-L6 aumento la expresion de la
proteina ATF4 en los GRDs L5, L6 pero no en L4 y en la region dorsal

ipsilateral de la médula espinal a los 14 y 21 dias post-cirugia (Figura 32).
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Figura 28. Expresion de la proteina ATF4 en los GRDs L4 (A), L5 (B), L6 (C) y en la region
dorsal ipsilateral de la médula espinal (ME) (D) de ratas con ligadura de los nervios espinales
(SNL) L5-L6. La expresion del ATF4 se evalud en ratas sham y ratas con 3, 7, 14 y 21 dias
post-cirugia. Los datos se expresan como el promedio + EEM de 4 animales por grupo
experimental. Los insertos arriba de las barras representan los inmunoblots de 2 animales por
grupo experimental. * p < 0.05 vs Sham (S); ** p < 0.001 vs S por ANOVA 1V/Dunnett.
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7.3.2. Inmunorreactividad del ATF4 en los GRDs

El ATF4 es una proteina constitutiva que se expresa a bajos niveles en el
citoplasma de animales intactos (naive y sham) (flechas blancas) (Figura
29A, F y K). Sin embargo, la ligadura de los nervios espinales L5-L6 aument6
la inmunorreactividad del ATF4 en el nucleo de las neuronas de los GRDs L5
y L6 alos 3,7, 14 y 21 dias posteriores al dafio. Interesantemente, la ligadura
provoco un aumento de inmunorreactividad del ATF4 en el nucleo de algunas
neuronas del GRD L4 (flechas amarillas) (Figura 29C-E). Ademas, se observo
que el ATF4 colocaliza con el marcador de neuronas peptidérgicas (CGRP™)
(flechas amarillas) en los GRDs L4, L5 y L6 de ratas sham y en menor
proporcién con el marcador de neuronas no peptidérgicas (IB4*) (flechas
blancas). A los 14 dias post-cirugia se observd la pérdida de la
inmunorreactividad a 1B4 y CGRP en los GRDs L5 y L6, pero no en el L4
(Figura 31).

Dias post-SNL

Sham 3
) .
) .
L
L6

Figura 29. Curso temporal de la inmunorreactividad del ATF4 (rojo) en los GRDs L4 (A-E), L5
(F-J) y L6 (K-L) de ratas sham y ratas con ligadura de nervios espinales (SNL) L5-L6. La
expresion del ATF4 se evalué a los 3, 7, 14 y 21 dias post-cirugia. Las flechas amarillas y
blancas indican inmunorreactividad en el nucleo y citoplasma, respectivamente. Barra de
calibracion, 20 pm.
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Figura 30 Distribucién de la inmunorreactividad del ATF4 (rojo) en los GRDs L4 (A-D), L5 (E-
H) y L6 (I-L) de ratas sham y su colocalizacién con el marcador de nucleos neuronales
(NeuN*), neuronas peptidérgicas (CGRP*), no peptidérgicas (IB4*) y células satélite (GFAP*)
(verde). Las flechas amarillas y blancas indican colocalizaciéon con neuronas peptidérgicas y
no peptidérgicas, respectivamente. Barra de calibracién, 20 pm.

F
L5

J 4
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Figura 31 Distribucion de la inmunoreactividad del ATF4 (rojo) en los GRDs L4 (A-D), L5 (E-
H) y L6 (I-L) de ratas con 21 dias post-cirugia y su colocalizacion con el marcador de nucleos
neuronales (NeuN*), neuronas peptidérgicas (CGRP*), no peptidérgicas (IB4*) y de células
satélite (GFAP*) (verde). Las flechas blancas indican colocalizacién en el ndcleo neuronal.
Barra de calibracion, 20 pm.
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7.3.3. Inmunorreactividad del ATF4 en la médula espinal
El ATF4 se expres6 de manera constitutiva en la médula espinal de ratas
sham. Ademas, la ligadura incremento la inmunorreactividad del ATF4 en las
laminas superficiales el asta dorsal de la médula espinal a los 7, 14 y 21 dias
post-cirugia (Figura 32). Al dia 14 post-cirugia se observéo el mayor
incremento de la inmunorreactividad en la médula espinal (Figura 32D) Las
figuras 33 y 34 muestran la inmunorreactividad del ATF4 con el marcador de
ndcleos neuronales (NeuN), neuronas peptidérgicas (CGRP), no
peptidérgicas (IB4), astrocitos (GFAP) y microglia (OX-42) en ratas sham y
ratas con 14 dias post-cirugia, respectivamente. Estos datos sugieren que el
ATF4 se expresa solo en los nucleos de las neuronas de la médula espinal

tras la ligadura de los nervios espinales.

14 dias

Figura 32. Curso temporal de inmunorreactividad del ATF4 (rojo) en la regién dorsal ipsilateral
de la médula espinal de ratas sham y ratas con ligadura de nervios espinales (SNL) L5-L6. La
inmunorreactividad se evalu6 los dias 3, 7, 14 y 21 post-cirugia. El recuadro de la esquina
inferior izquierda es una amplificacion del recuadro marcado en la region dorsal de la médula
espinal. Barra de calibracion, 50 y 200 pm.
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Figura 33. Distribuciéon de la inmunorreactividad del ATF4 (rojo) en la region dorsal ipsilateral
de la médula espinal de ratas sham y su colocalizacion con el marcador de nucleos
neuronales (NeuN*), neuronas peptidérgicas (CGRP*), no peptidérgicas (IB4*), astrocitos
(GFAP*) y microglia (OX-42*) (verde). El recuadro de la esquina inferior derecha es una
amplificacion del recuadro marcado en la region dorsal de la médula espinal. Barra de
calibracion, 200 y 50 pm.

Figura 34. Distribucién de la inmunorreactividad del ATF4 (rojo) en la regién dorsal ipsilateral de
la médula espinal de ratas con 14 dias post-cirugia y su colocalizacién con el marcador de
nacleos neuronales (NeuN*), neuronas peptidérgicas (CGRP*), no peptidérgicas (IB4*),
astrocitos (GFAP*) y microglia (OX-42*) (verde). El recuadro de la esquina inferior derecha es
una amplificacion del recuadro marcado en la regién dorsal de la médula espinal. Barra de
calibracion, 200 y 50 pm.
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7.3.4. Efecto de la administracion intratecal del siRNA y del anticuerpo
neutralizante del ATF4 sobre el umbral nociceptivo mecanico

La administracion intratecal repetida del SiRNA del ATF4 y del siRNA control
no alteré el umbral nociceptivo en ratas naive (Figura 35A-B). La ligadura de
los nervios espinales L5-L6 produjo alodinia mecanica que se mantuvo hasta
el dia 21 post-cirugia. La administracion intratecal del sSiRNA del ATF4 y del
anticuerpo neutralizante del ATF4 revirtido ligeramente la alodinia mecénica
inducida por la ligadura de los nervios espinales L5-L6 (Figura 35 C-D). Este
efecto anti-alodinico persistio por 72 y 48 horas después de la ultima

administracion, respectivamente.
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Figura 35. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA (siRNA ATF4) y del
anticuerpo neutralizante del ATF4 (Ab ATF4) sobre el umbral nociceptivo mecanico de ratas
naive (A) y con ligadura de los nervios espinales (SNL) (C). B y D muestran el area bajo la
curva (ABC) del curso temporal de la gréfica A y C, respectivamente. Se grafica el promedio +
EEM de 6 animales. *** p < 0.001 vs Naive/Sham; ** p < 0.01 vs Naive/Sham; por
ANOVA2V/Dunnett (A y C). *** p < 0.001 vs Sham; ## p < 0.01 vs SNL; ### p < 0.001 vs
SNL; por ANOVA1V/Dunnett (B y D).
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7.3.5. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA vy del
anticuerpo neutralizante del ATF4 sobre la hiperalgesia térmica

La administracion intratecal repetida del SiRNA del ATF4 y del siRNA control
no afectd la latencia de retiro en ratas naive (Figura 36A-B). La ligadura de
los nervios espinales L5-L6 produjo hiperalgesia térmica que se mantuvo
hasta el dia 21 post-cirugia. La administracion intratecal del siRNA del ATF4
revirtio totalmente la hiperalgesia térmica (Figura 36C-D). Este efecto
antihiperalgésico dur6 72 horas post-Ultima administracion. El anticuerpo
neutralizante del ATF4 revirtié parcialmente la hiperalgesia térmica y el efecto

antihiperalgésico duré 24 horas post-ultima administracion.

A B
" ¥ Al
1% i - Mailve
i._ e - T SHL -

o e el -__1'"--_' Baive + GBNA Con 3
=12 B #- Maves siENA ATF4 &
= —»~ Maive + Ay ATF4 %"'
o -
s ? 2
= £
a -
= =
g <
LN 8

o

1 2 3 4 5
c D
15, ' ' . 1500
; & Sham

_ ) B ame I— EHL el
w1 - Tt 5L + siRNA ATFE 5
2 e w  BML +ib ATF4 - 4
3 . -~ = 1000+
2 3 L - z
P ™ o Ly -
] / g = e
E [ . i | E
z - - = 50d
3 8
- 1 o

o T T T T T T T o

18 19 20 i 2z 23 2
Tiempo (dias)

Figura 36. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA (siRNA ATF4) y del
anticuerpo neutralizante del ATF4 (Ab ATF4) sobre el umbral nociceptivo térmico en ratas
naive (A) y con ligadura de los nervios espinales (SNL) (C). B y D muestran el area bajo la
curva (ABC) del curso temporal de la gréafica A y C, respectivamente. Se grafica el promedio +
EEM de 6 animales por grupo experimental. ** p < 0.01 vs Naive/Sham; *** p < 0.001 vs
Naive/Sham; por ANOVA2V/Dunnett (A 'y C). ## p < 0.01 vs SNL; ### p <0.001 vs SNL; *** p
< 0.001 vs Naive/Sham; por ANOVA1V/Dunnett (B y D).
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7.3.6. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA del
ATF4 sobre la expresion de su ARN mensajero

La administracion intratecal repetida del siRNA del ATF4 redujo parcialmente

la expresion del ARN mensajero del ATF4 en la region lumbar de la médula

espinal de ratas ligadas, pero no en los GRDs L4, L5 y L6. La administracion

repetida del siRNA control no tuvo efecto sobre la expresion del ARN

mensajero del ATF4 (Figura 37).

L4 LS

ATF4 |- — — 500 pb
P-actina | — i— - - 120 pb

100 150 .
mm Maive

804 - 21d
100 B 241d + siRNA ATF4
60

40+
50

20+

ARNm ATF4/f-actina
(Intensidad relativa)

L=
i
=
!

L& ME

ATFA [ s]s : - =] 500 pb
ﬁ.—a;‘_tina S e — - . 320 pb

100 150

80
100
60
40
50+
204 - I

Figura 37. Efecto de la administracion intratecal repetida del siRNA del ATF4 (siRNA ATF4)
sobre la expresién de su ARN mensajero en ratas con ligadura de los nervios espinales de 21
dias (SNL 21 d) post-cirugia. Se grafica el promedio + EEM de 4 animales independientes.
Los insertos arriba de las barras representan el inmunoblot de 1 animal por grupo
experimental. *** p < 0.001 vs SNL 21d, por ANOVA 1V/Dunnett.
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7.4.Controles de la inmunofluorescencia

No se observd inmunorreactividad de los ATF2, ATF3 y ATF4 al omitir la
incubacion con el anticuerpo primario o cuando se preincub06 a los anticuerpos

de ATF2 y ATF4 con su respectivo péptido control (Figura 38).

7.5.Evaluacion de la integridad del tejido (Tincion de Nissl)

La tincion de Nissl es una técnica utilizada para el estudio de detalles
citolégicos y cito-arquitectonicos. Se encontré que se tifien los ndcleos de
todas las células (neuronas y células gliales) y la sustancia de Nissl
(ribosomas libres y asociados a membranas de neuronas) en los GRDs y en
la médula espinal de ratas naive y de ratas con la ligadura de los nervios
espinales L5-L6. Cabe destacar que esta tincién no tifie los axones (Figura
39-40).

Omision del
Ab primario

Péptido control SNL 14 dias

ATF2

ATF3

ATF4

Figura 38. Controles de la inmunofluorescencia del ATF2, ATF3y ATF4. La inmunorreactividad
se evalué al dia 14 posterior a la cirugia. Omisién del anticuerpo (Ab) primario para ATF3 y
omision del Ab primario y pre-incubacion con el péptido control para ATF2 y ATF4. Barra de
calibracion 100 pm.
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SNL 21 dias

Figura 39. Evaluacion de la integridad del tejido en el GRD. Se muestra la imagen representativa
de GRDs de ratas sham y con ligadura de los nervios espinales (SNL) (21 dias). Im&genes tomadas
con el objetivo de 10X (A-D) y 60X (B-C y E-F).

Figura 40. Evaluacién de la integridad del tejido en la médula espinal. Imagen representativa de
un corte sagital de la regién lumbar de la médula espinal de ratas sham (A) y ratas con 21 dias post
ligadura de los nervios espinales (SNL) (B) tomadas con un objetivo de 4X. Imagenes representativas
del asta dorsal de la médula espinal tomadas con el objetivo de 10X (C y F). Amplificacién de las
laminas superficiales del asta dorsal de la médula espinal (D-G). Amplificacién de un area ventral de
la médula espinal (motoneuronas) (E y H), objetivo de 60X.
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8. DISCUSION
8.1.ATF2 y dolor neuropatico

Los resultados sugieren que el ATF2 participa en la generacion de alodinia
tactil e hiperalgesia térmica inducida por el dafio a los nervios periféricos en
ratas. En primer lugar, se encontré que la ligadura de los nervios espinales
aumento la expresion del ATF2 en las neuronas del GRD y la médula espinal
de las ratas. Los datos concuerdan con estudios previos que muestran que la
axotomia del nervio ciatico y el CFA aumentan la expresion del p-ATF2 en el
GRD y en la médula espinal, respectivamente (Fang et al., 2013; Agthong et
al., 2012). En contraste, hay evidencia de que la transeccion del nervio 6ptico,
vagal y facial disminuyen rapidamente la expresion del ATF2 en neuronas
axotomizadas, mientras que la radiacién ultravioleta reduce la expresién de
ATF2 en cultivos de neuronas del GRD adultas (Herdegen et al., 1997). Las
diferencias con este estudio podrian deberse al sitio de la lesibn o a la
preparacién de las neuronas del GRD. En segundo lugar, se demostrd que la
inyeccion intratecal del siRNA del ATF2 o del anticuerpo anti-ATF2 revirti6 la
alodinia tactil y la hiperalgesia térmica inducida por la ligadura de los nervios
espinales. Hasta donde se sabe, éste es el primer reporte sobre el papel del
ATF2 en el mantenimiento del dolor neuropatico en ratas. El efecto
antinociceptivo del siRNA del ATF2 podria deberse al knock-down del gen
Atf2, ya que la administracion intratecal del siRNA redujo la expresion del
ARNm del ATF2 en animales naive. De manera interesante, el siRNA del
ATF2 y el anticuerpo anti-ATF2 inducen alodinia tactil, pero no hiperalgesia
térmica en animales naive. Aunque se desconocen los mecanismos que
subyacen a este efecto, los datos sugieren que el ATF2 podria tener un papel
antinociceptivo ténico en condiciones normales, mientras que tiene un papel
pronociceptivo en condiciones patoldgicas (dafio a los nervios periféricos).
Esto fendbmeno no es raro en el dolor, también se ha reportado con los
receptores GABAa y el KCC2 (Coull et al., 2003; Malan et al., 2002). El efecto

protector putativo del ATF2 en animales naive concuerda con un estudio
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previo que muestra que el knock-out del ATF2 conduce a la muerte neuronal

en ratones neonatos (Reimold et al., 1996).

8.1.1. ATF2, Trpvly Trpv2

Con respecto a los genes Trpvl y Trpv2, los resultados sugieren que el ATF2
regula diferencialmente la expresion de estos genes. EI ATF2 podria funcionar
como represor transcripcional del gen Trpvl. Esta conclusion se basa en que
el silenciamiento del ATF2 restaura la expresion del ARNm del Trpvl tanto en
el GRD L4 como en la médula espinal, pero no en los GRDs ligados. La
regulacion diferencial de genes y proteinas entre los GRDs lesionados e
intactos se ha reportado anteriormente (Zang et al., 2015; Han et al., 2013;
Takahashi et al., 2010; White et al., 2005; Schéfers et al., 2003) lo que sugiere
que los GRDs intactos tienen un papel importante en la generacion de dolor.
Sin embargo, se requieren experimentos adicionales para corroborar si el
ATF2 reprime al TRPV1 uniéndose directamente a su regién promotora o Si
actia de manera indirecta. Cabe destacar que este resultado no explica el
papel antihiperalgésico que tiene el knock-down de ATF2. En este sentido,
Caterina et al. (2001, 2000, 1997) reportaron que el TRPV1 es un mediador
critico de la hiperalgesia que ocurre después del dafio al tejido en modelos de
dolor inflamatorio pero no contribuye a la hiperalgesia inducida por el dafio al
nervio periférico. Ademas, se reportd que tanto la proteina como el ARNm del
TRPV1 disminuyen tras la ligadura del nervio tibial y peroneal (Michael &
Priestley, 1999). Estos estudios apoyan lo encontrado en este trabajo.

Por otra parte, los datos sugieren que el ATF2 induce la expresion del gen
Trpv2 (directa o indirectamente). Esta conclusion se basa en que el knock-
down del ATF2 disminuye drasticamente la expresion del ARNm del Trpv2 en
el GRD L4 y en la médula espinal, sugiriendo que el knock-down del ATF2
podria ejercer sus efectos antihiperalgésicos en parte por la disminucion de la

expresion del Trpv2.

76



Cinvestav Departamento de Farmacobiologia

8.2.Localizacion del ATF2 en los GRDs y en la médula espinal
La inmunorreactividad del ATF2 se encontré en el nucleo celular de las
neuronas del GRD L4, L5 y L6 asi como en la médula espinal de ratas naive y
sham, lo que indica que este factor de transcripcibn se expresa
constitutivamente en las neuronas sensoriales. El dafio a los nervios
periféricos redujo la inmunorreactividad del ATF2 en el nucleo, mientras que
la aumentd en las células satélites al dia 3 post-cirugia. Los datos coinciden
parcialmente con otras observaciones que reportan que la estimulacion de
neuronas adultas del GRD con doxorrubicina, radiacion ultravioleta (in vitro) y
axotomia (in vivo) inducen una regulacion a la baja del ATF2 rapida (2-24 h) y
constante (3-20 dias) (Martin-Villalba et al., 1998; Herdegen et al., 1997;
Robinson, 1996). En contraste, se encontr6 que el dafio a los nervios
periféricos incrementd la inmunorreactividad del ATF2 en los GRDs L5, L6 y
en la médula espinal, pero no en el L4, de una manera dependiente del
tiempo (7-21 dias). Las diferencias podrian deberse al sitio del dafio al nervio.
De manera interesante, se encontré6 que el dafio a los nervios periféricos
aumento la inmunorreactividad del ATF2 en el citoplasma de las neuronas del
GRD L5 y L6. Y este trabajo parece ser el primer reporte que sugiere la
translocacion del ATF2 del nucleo al citoplasma en un modelo de dafio a los
nervios periféricos. No obstante, la funcion del ATF2 en el citoplasma es
desconocida. Sin embargo, varios estudios demuestran que el dafio neuronal
aumenta la expresion de c-Jun en el GRD y la médula espinal (Kreutz et al.,
1999; Delander et al., 1997; Herdegen et al., 1992) y se sabe que el ATF2 se
une a c-Jun para modular la expresién de varios genes blanco (Yuan et al.,
2009; Hai & Hartman, 2001). Por ejemplo, existe evidencia de que c-Jun
modula la expresién del péptido intestinal vasoactivo y del neuropéptido Y en
cultivos de neuronas del GRD y en ratas neuropaticas (Son et al., 2007). Por
lo tanto, el heterodimero ATF2/c-Jun podria promover la nocicepcion inducida
por el dafio a los nervios periféricos a través de la sobre expresion del péptido
intestinal vasoactivo y del neuropéptido Y en el GRD y la médula espinal. Sin

embargo, ATF2 podria tener otros genes blanco para promover la nocicepcion
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en ratas neuropaticas. En este sentido, el ATF2 puede unirse a la secuencia
promotora de algunos genes implicados en el dolor neuropético (Asic2,
Cacnazdl, Clcnl/2/3/6/7, Bestl/4 y Trpvl1l/2/3/4) (Rouillar et al., 2013).
Ademas, el ATF2 también promueve la transcripcion de genes involucrados
en inflamacion, tales como moléculas de adhesion (E-selectina, P-selectina,
L-selectina y VCAM), citocinas (TNFa, INFy) y algunas quimiocinas (IL-183, IL-
2,1L4 e IL-6) (Reimold et al., 2001).

De manera interesante, el ATF2 se encontré en neuronas no peptidérgicas
principalmente. Ademas, se encontréo que el ATF2 se expresa en neuronas
pequefias, medianas y grandes del GRD. Este parece ser el primer reporte
sobre la distribucion de ATF2 en las neuronas del GRD.

Por otra parte, los resultados sugieren que el ATF2 se expresa en el nucleo
de los astrocitos. Los astrocitos se activan en la fase tardia al dafio a los
nervios periféricos como consecuencia de la sensibilizaciéon central y son
importantes para el mantenimiento del dolor neuropético (Gao & Ji, 2010). En
este sentido, algunos autores reportaron que la expresion del ATF2 se induce
en respuesta a citocinas pro-inflamatorias, factores de crecimiento y estrés
ambiental (Yu et al., 2014; Reimold, 2001). Estos datos sugieren que los
astrocitos expresan al ATF2 en respuesta a un ambiente pro-inflamatorio en la
médula espinal. Los resultados de inmunofluorescencia junto con los estudios
de Western blot y conductuales soportan la conclusién de que el ATF2

participa en el procesamiento nociceptivo espinal.

8.3.ATF3 y dolor neuropatico
En contraste con ATF2, el ATF3 es un factor de transcripcion inducible que se
expresa a niveles muy bajos en el tejido neuronal intacto (Braz & Basbaum,
2010; Salinas-Abarca, et al., 2017). Sin embargo, hay evidencia que muestra
que el dafio neuronal aumenta su expresion (Salinas-Abarca et al., 2017; Braz
& Basbaum, 2010; Peters et al., 2007; Tsujino et al., 2000). De hecho, este
factor de transcripcion se considera un marcador de dafio al nervio (Weir et

al., 2017; Tsujino et al., 2000). Se ha sugerido que el ATF3 podria contribuir a
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los efectos conductuales de larga duracién inducidos por formalina (Salinas-
Abarca et al., 2017). Como era de esperarse, se encontré que el dafio a los
nervios periféricos aumento la expresion del ATF3 en los GRDs y la médula
espinal. Sin embargo, la administracion intratecal repetida del sSiRNA del ATF3
no modifico la alodinia tactil ni la hiperalgesia térmica inducida por la ligadura
de los nervios espinales. En contraste, el anticuerpo anti-ATF3 modifico
ligeramente la hiperalgesia térmica, pero no la alodinia tactil. La falta de efecto
del siRNA del ATF3 no se debi6 a la falla en el silenciamiento del gen Atf3, ya
que el siRNA si fue capaz de disminuir la expresion del ARNm del ATF3
inducida por el dafio a los nervios periféricos. Por lo tanto, los resultados
sugieren que aunque el ATF3 esta sobre expresado en los GRDs lesionados
y en la médula espinal, parece jugar un papel minimo en las manifestaciones
conductuales del dolor neuropético inducido por la ligadura de los nervios

espinales.

8.4.Localizacion del ATF3 en los GRDs y en la médula espinal
De manera interesante, se encontr6 que ATF3 no solo se expresa en tejido
neuronal dafiado sino también en las neuronas de la médula espinal. Existe
evidencia de que el dafio a los nervios periféricos conduce a la pérdida de
neuronas de proyeccion en el asta dorsal superficial probablemente debido a
la excitotoxicidad mediada por el glutamato (Olmos & Lladd, 2014). Esta
podria ser una de las causas que conducen a la sobreexpresion del ATF3 en
la médula espinal. Sin embargo, esta hipétesis aun debe ser evaluada. El
ATF3 participa en los procesos de regeneracion de los nervios periféricos ya
gue favorece la expresiéon de c-Jun, HSP27, SPRR1A y de la endopeptidasa
neuronal inducida por dafio (DINE) (Kiryu-Seo & Kiyama, 2011; Linda et al.,
2011; Hill et al., 2010; Campbell et al., 2005), que a su vez reducen la muerte
neuronal y favorecen el crecimiento de neuritas (Seijffers et al., 2007; Seijffers
et al., 2006; Nakagomi et al., 2003). A pesar de estos efectos, ATF3 parece

jugar un papel menor en los efectos conductuales del dolor neuropatico.
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8.5. ATF4 y dolor neuropético
Los resultados sugieren que el ATF4 participa en la generacion de la
hiperalgesia térmica y alodinia tactil inducida por la ligadura de los nervios
espinales. Esta conclusién se basa en las siguientes observaciones: 1) La
administracion intratecal repetida del siRNA del ATF4 y el anticuerpo anti-
ATF4 revierten la hiperalgesia térmica y la alodinia mecanica. 2) La ligadura
aumento la expresion del ATF4 tanto en los GRDs como en la médula espinal
(14-21 dias) y 3) el ATF4 se expresa en neuronas nociceptivas principalmente
en neuronas peptidérgicas pero también en no peptidérgicas. De acuerdo con
la literatura, éste es el primer trabajo que sugiere la participacion del ATF4 en
el procesamiento del dolor neuropético. En apoyo parcial a los resultados,
Dong et al. (2011) reportaron que el dafio a la articulacion facetaria (modelo
de dolor musculo-esquelético) incrementa la expresion del ATF4 en el GRD
cervical. Sin embargo, los autores reportan que el tratamiento con ketorolaco
(antiinflamatorio no esteroideo) previene la expresion del ATF4 en el GRD
cervical, pero no atenta el dolor musculo-esquelético. Los autores sugieren
qgue la activacion del ATF4 no contribuye directamente al dolor persistente,
pero que el ATF4 podria ser responsable de sensibilizar a las neuronas para
el inicio del dolor. En apoyo a los datos encontrados en este trabajo, distintos
autores han reportado mecanismos que podrian explicar el papel
pronociceptivo del ATF4. EI ATF4 forma dimeros con la proteina NF-E2 y
estos dimeros reconocen y se unen al elemento de respuesta antioxidante
(ARE) en el ADN. El ARE esta presente en los promotores de los principales
genes antioxidantes tales como nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH), quinosa oxidoreductasa, glutation S-transferasa, hemoxigenasa y
glutation sintasa (Hayes & McMahon, 2001). Estos estudios sugieren que el
ATF4 tiene un papel importante en la regulacion del estrés oxidativo. En este
sentido, algunos estudios sugieren que estas enzimas tienen un papel
pronociceptivo tras el dafio neuronal (Choi et al., 2013; Guedes et al., 2009;
Gordh et al., 2000). Por otra parte, se reporté que el ATF4 trasloca del

citoplasma al ndcleo tras su interaccion con subunidades del receptor GABAs

80



Cinvestav Departamento de Farmacobiologia

en neuronas hipocampales (Ritter et al., 2004; White et al., 2000). El ATF4
modula la expresion de las subunidades del receptor GABAs Rla y GABAs
R2 al unirse a su regién promotora en el nucleo (Ritter et al., 2004; White et
al., 2000). La expresion de los receptores GABAs es esencial para la
transmision sinaptica inhibidora lenta en el SNC y la disrupcion de las
respuestas mediadas por el receptor GABAs se ha asociado con varios
desoérdenes neurolégicos incluyendo el dolor neuropético (Liao et al., 2017;
Zemoura et al., 2016; Laffray et al., 2012).

8.6.Localizacion del ATF4 en los GRDs y en la médula espinal
La inmunorreactividad del ATF4 se encontré principalmente en el citoplasma
de las neuronas peptidérgicas del GRD L4, L5y L6 y en la médula espinal de
ratas naive y sham, lo que indica que este factor de transcripcion se expresa
constitutivamente en las neuronas sensoriales nociceptivas. Interesantemente
el dafio a los nervios periféricos aumento la inmunorreactividad del ATF4 en el
ndcleo de las neuronas del GRD. En apoyo a los datos encontrados en este
trabajo White et al. (2000) sugieren que el ATF4 trasloca al nucleo como
consecuencia de la activacion del receptor GABAg. Sin embargo, se necesitan
experimentos sustanciales para evaluar si el receptor GABAs influye en la
traslocacion nuclear del ATF4 bajo estas condiciones experimentales.
Ademas, los resultados sugieren que el ATF4 se expresa robustamente en el
nacleo de las neuronas de las laminas superficiales del asta dorsal de la
médula espinal, pero no en astrocitos o microglia. En contraste, Sun et al.
(2014). reportaron que el ATF4 se expresa en cultivos de microglia y que su
sobreexpresion favorece la sintesis de BDNF. La discrepancia de resultados
podria deberse a que las células cambian su perfil transcripcional al
encontrarse en cultivo (Berta et al.,, 2017). Sin embargo, se necesita
corroborar si el ATF4 modula la sintesis de BDNF bajo las condiciones
experimentales de este trabajo. En conjunto, los resultados de
inmunohistoquimica y farmacolégicos sugieren que el ATF4 tiene un papel

pronociceptivo tras el dafio a los nervios periféricos.
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8.7. Disminucién de la inmunorreactividad del CGRP e IB4

Los resultados inmunohistoquimicos muestran la pérdida de la
inmunorreactividad de los marcadores CGRP e IB4 en los GRDs lesionados.
Este dato es consistente en todos los experimentos de colocalizacion del
ATF2, ATF3 y ATF4 con dichos marcadores, lo que soporta la
reproducibilidad del hallazgo. Ademas, la tincibn de Nissl nos permitio
corroborar que la disminucion de la inmunorreactividad del CGRP e IB4 no se
debe al mal procesamiento del tejido. De manera interesante, los resultados
muestran que la ligadura de los nervios espinales disminuye
considerablemente la cantidad de neuronas inmunorreactivas a NeuN en los
GRDs ligados. Este dato sugiere que el dafio a los nervios periféricos induce
la muerte neuronal. En apoyo a los resultados de este trabajo, se reporté que
la ligadura de los nervios espinales incrementa la caspasa 3, una proteina
indicadora de muerte neuronal por apoptosis (Garcia et al., 2018).
Adicionalmente, Bennett et al. (1998) sugieren que la disminucién de la
inmunorreactividad del CGRP e IB4 se debe a la muerte neuronal tras el
insulto celular. En contraste, Hammond et al. (2004) sugieren que la pérdida
de la inmunorreactividad se debe a la regulacion a la baja del gen que codifica
para el CGRP y de la D-galactosa, respectivamente (blancos de los
anticuerpos utilizados) y que la inmunorreactividad se restablece hasta las 20
semanas post-lesion.

En conjunto, los resultados sugieren que la pérdida de la inmunorreactividad
del CGRP e IB4 es un fendmeno que se produce en respuesta al dafio
neuronal y que conduce a la muerte de neuronas del GRD en el modelo de

ligadura de los nervios espinales.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que el ATF2 localizado en los GRDs y en la
médula espinal tiene un papel pronociceptivo y participa en el
mantenimiento del dolor neuropético inducido por dafio a los nervios
periféricos. En contraste, el ATF2 tiene un papel antinociceptivo en

condiciones normales.

Los resultados sugieren que el ATF3 expresado robustamente en los
GRDs lesionados y en la médula espinal no participa en la modulacion

del dolor neuropético.

Los datos sugieren que el ATF4 localizado en los GRDs y en la médula
espinal tiene un papel pronociceptivo y participa en el mantenimiento

del dolor neuropético inducido por dafio a los nervios periféricos.

La ligadura de los nervios espinales L5-L6 disminuye la
inmunorreactividad de los marcadores CGRP e IB4 y la cantidad de
neuronas de didmetro pequefio y mediano en los GRDs lesionados.
Estos datos sugieren la muerte de neuronas peptidérgicas y no

peptidérgicas en los nervios lesionados

La hipétesis fue verdadera, los factores de transcripcion ATF2, ATF3 y
ATF4 modulan diferencialmente el dolor neuropético.

83



Cinvestav Departamento de Farmacobiologia

10.PERSPECTIVAS

Este trabajo abre la puerta a la investigacion de moléculas que no
estan vinculadas tipicamente con la induccion del dolor, pero que
modulan a genes importantes en la generacion del mismo. Por lo tanto,
los factores de transcripcion como el ATF2 y el ATF4 podrian funcionar
como blanco farmacoldgico de terapia multiple para el alivio del dolor
neuropatico

Realizar un analisis con microarreglos de ADN para identificar que
genes se modulan por el ATF2/4 en condiciones dolor neuropatico.
Evaluar si la traslocacion del ATF2 del ndcleo al citoplasma esta
relacionada con muerte neuronal inducida por la ligadura de los nervios
espinales.

Determinar el papel de los heterodiméros de ATF2 en la modulacion
del dolor neuropético.

Evaluar el papel del ATF2 en los astrocitos.

Evaluar si la expresion de ATF3 en la médula espinal estd mediada por
la excitotoxicidad glutamatérgica en ratas con ligadura de nervios
espinales.

Evaluar si el ATF4 induce dolor a través de la modulacion de la
expresion de genes antioxidantes.

Investigar si el receptor GABAs modula la traslocacion del ATF4 del
citoplasma al nacleo.

Evaluar si el ATF4 modula la expresion del BDNF.
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12. ANEXOS
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