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Resumen

RESUMEN
La fibromialgia se caracteriza por la presencia de dolor musculo-esquelético
generalizado para el cual no se cuenta con un origen definido. El propdésito de este
estudio fue determinar la participacion de TLR5 y RAGE en un modelo de fibromialgia
inducido por reserpina en ratas. La administracion subcutanea de reserpina (1 mg/kg)
durante 3 dias en ratas Wistar hembras de 200-250 g produjo alodinia tactil e
hiperalgesia muscular generalizadas a los dias 5 y 7 posteriores a la ultima inyeccion
de reserpina, respectivamente. Para determinar la alodinia tactil se utilizaron los
filamentos de von Frey y para evaluar la hiperalgesia muscular se utilizo la prueba de
Randall-Selitto. Los farmacos TH1020 y FPS-ZM1 (antagonistas de TLR5 y RAGE,
respectivamente) fueron administrados por via intratecal. EI TH1020 revirtié de
manera parcial la alodinia tactil producida por la reserpina de manera dosis dependiente
en las ratas. Sin embargo, este fArmaco no tuvo efecto en la hiperalgesia muscular
producida en este modelo. Por otro lado, el tratamiento con FPS-ZM1 tuvo un mayor
efecto en la reversion de la alodinia tactil producida por la reserpina. En contraste, la
administracion del antagonista de RAGE no tuvo efecto en la hiperalgesia muscular en
este modelo. La administracion de los vehiculos de ambos farmacos no tuvo efecto
sobre la alodinia o hiperalgesia en dicho modelo. La administracion de reserpina
aumento la expresion de TLR5 y RAGE en el ganglio de la raiz dorsal y en la médula
espinal, de ratas hembra. Estos datos sugieren que los TLR5 y RAGE contribuyen al
mantenimiento de la hipersensibilidad (alodinia tactil) observada en este modelo de

fibromialgia, siendo RAGE el de mayor contribucién.

Xiv




Abstract

ABSTRACT
Fibromyalgia is characterized by the presence of widespread musculoskeletal pain for
which there is no defined cause. The purpose of this study was to determine the
involvement of TLR5 and RAGE receptors in a rat model of reserpine-induced
fibromyalgia in female rats. Subcutaneous administration of reserpine (1 mg/kg) for 3
consecutive days in 200-250 g female Wistar rats produced generalized tactile
allodynia and muscle hyperalgesia at days 5 and 7 following the last reserpine injection,
respectively. Von Frey filaments were used to determine tactile allodynia and the
Randall-Selitto test was used to assess muscle hyperalgesia. TH1020 and FPS-ZM1
(TLR5 and RAGE antagonists, respectively) were administered intrathecally. TH1020
partially reversed tactile allodynia produced by reserpine in a dose-dependent manner
in rats. However, it had no effect on the muscular hyperalgesia produced in this model.
On the other hand, treatment with FPS-ZM1 had a greater effect on the reversal of
tactile allodynia produced by reserpine. Nonetheless, administration of the RAGE
antagonist had no effect on muscle hyperalgesia produced in this model.
Administration of both drug vehicles had no effect on allodynia or hyperalgesia in this
model. Moreover, reserpine injection increased the TLR5 and RAGE protein
expression in dorsal root ganglia and spinal cord. These data suggest that TLR5 and
RAGE contribute to the maintenance of the hypersensitivity (tactile allodynia)
observed in this model of reserpine-induced fibromyalgia, being RAGE the major

contributor.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1 Dolor

El dolor es una respuesta del organismo ante estimulos fisicos, quimicos o mecénicos
que ponen en riesgo su integridad. El dolor se define como una experiencia sensorial y
emocional desagradable tipicamente causada, o parecida a la causada, por una lesion
tisular real o potencial (Raja et al., 2020). Por tanto, las vias del dolor forman un sistema
sensorial, dinamico y complejo que ha evolucionado para detectar, integrar y coordinar
una respuesta de proteccion ante la entrada de estimulos nocivos que pueden dafiar
tejidos u organos (Bourne, 2014). Cuando existe un procesamiento anormal de la
informacion nociceptiva, el dolor se vuelve patoldgico. Si el dolor persiste por un
periodo largo de tiempo y no se puede tratar de manera convencional, se le refiere como
dolor crénico (Hylands-White, 2017). Este se define como el dolor que logra persistir
0 que reaparece por un periodo mayor a 3 meses (Treede et al., 2015). La Asociacion
Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) clasifica al dolor cronico en dos
categorias: el dolor crénico primario y el dolor cronico secundario. El dolor crénico
primario es aquel que se presenta en una 0 mas regiones anatomicas, que persiste o se
repite por un periodo mayor a 3 meses acompafiado con desequilibrio emocional o
discapacidad funcional y que no puede ser explicado por otras condiciones, es
considerado en si mismo como una enfermedad. Por otro lado, los sindromes de dolor
cronico secundario son aquellos asociados a otras patologias como causa subyacente,
para las que el dolor es considerado como un sintoma (Treede et al., 2019; Nicholas et
al., 2019).

El dolor es un problema de salud a nivel mundial. Se estima que el dolor afecta
alrededor del 25 al 29% de la poblacion mundial y cerca del 10% de los adultos son
diagnosticados con dolor cronico cada afio, con cientos de miles de millones de dolares
en costos anuales relacionados con la atencion de la salud, los salarios perdidos y la
falta de productividad. En México, en el 2010, se estimd que mas de 28 millones de
personas padecian de dolor crénico (Covarrubias-Gomez et al., 2010; Goldberg, 2011;
Buchman, 2019).
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1.2 Nocicepcidn

El dolor es una experiencia subjetiva producida dentro del cerebro que se asocia
integralmente a comportamientos emocionales, cognitivos y aprendidos. Sin embargo,
hay sitios distintos al cerebro que participan en las etapas iniciales de la produccion del
dolor: las fibras aferentes primarias periféricas y el asta dorsal de la médula espinal
(Basbaum y Woolf, 1999).

La nocicepcion se define como la deteccion de estimulos dolorosos. Es un proceso
mediante el cual un organismo detecta estimulos externos intensos y nocivos
(quimicos, mecanicos o térmicos) a través de una subpoblacion de fibras nerviosas
periféricas denominadas nociceptores (Basbaum et al., 2009; Lohman et al., 2014;
Renthal, 2020). Los cuerpos celulares de los nociceptores se localizan en el ganglio del
trigémino (GT) y el ganglio de la raiz dorsal (GRD) e inervan las regiones de la cabeza
y el cuerpo, respectivamente. Los nociceptores tienen una estructura pseudounipolar,
presentan un axdn que bifurca en una terminal periférica que inerva al 6rgano blanco y
unaterminal central que hace sinapsis en la médula espinal con una neurona de segundo
orden. Esta estructura permite la deteccidn del estimulo nocivo a lo largo de la fibra
nerviosa (Julius y Basbaum, 2001; Renthal, 2015).

La capacidad que tienen los nociceptores para diferenciar entre estimulos inocuos y
nocivos se debe al alto umbral de activacion que poseen. Esto les permite codificar la
intensidad de un estimulo hasta considerarlo perjudicial o potencialmente perjudicial
(Woolf y Ma, 2007). Los nociceptores se clasifican en fibras C no mielinizadas y en
fibras A mielinizadas (Dubin y Patapoutian, 2010). Estos a su vez se subdividen
tomando en cuenta su tamafo, estructura y velocidad de conduccion (Djouri y Lawson,
2004) (Figura 1).

Fibras A mielinizadas:

a. Las fibras AP son mecanorreceptores de bajo umbral de activacion, se
caracterizan por ser de diametro grande (mayor a 10 um), de velocidad de
conduccion rapida (30-100 m/s) y transmiten informacion no dolorosa, tactil y
de la propiocepcion sobre las laminas 111-V1 del asta dorsal de la médula espinal
(Todd, 2010; Braz et al., 2014).
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b. Las fibras Ad regulan el dolor primario (agudo, rapido y punzante) evocado por
estimulos nocivos. Estas fibras tienen un didmetro mediano (2-6 um), se
encuentran ligeramente mielinizadas y presentan una velocidad de conduccion
intermedia (6-30 m/s) (Basbaum y Jessell, 2000). Las fibras Ad se subdividen
en dos clases:

e Fibras A tipo I: responden a estimulos mecanicos y quimicos, pero
tienen un umbral de activacién alto ante estimulos térmicos (<50°C).

e Fibras A tipo II: poseen un umbral de activacion bajo ante estimulos
térmicos (40-45°C) por lo que responden preferencialmente a estos. Sin
embargo, también pueden responder a estimulos mecanicos, pero su
umbral de activacion es elevado.

Fibras C no mielinizadas:

c. Las fibras C regulan el dolor secundario (retardado y difuso), se caracterizan
por ser de didmetro pequefio (0.4-1.2 um). La velocidad de transmision de la
informacién nociceptiva es lenta (0.5-2 m/s). Son sensibles a estimulos
mecanicos, térmicos y quimicos por lo que se les conoce como fibras
polimodales. Las fibras C representan el 70% de los nociceptores. Se
subdividen en dos clases (Snider y McMahon, 1998; Julius y Basbaum, 2001;
Braz et al., 2005; Basbaum, 2009):

e Fibras C peptidérgicas: sintetizan y liberan neuropéptidos como la
sustancia P y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP). Ademas, expresan la cinasa A del receptor de tropomiosina
(TrkA). Estas fibras proyectan principalmente sobre las laminas | y Il
del asta dorsal de la médula espinal.

e Fibras C no peptidérgicas: se unen a la isolectina B4 (IB4), al receptor
del factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF) y expresan al
receptor purinérgico P2X3. Estas fibras tienen proyecciones sobre la
lamina interna 1.

Se ha descrito una subpoblacion de nociceptores llamados nociceptores silenciosos, lo
cuales responden a estimulos eléctricos inducidos en campo, pero no son activados de

manera fisioldgica por estimulos mecanicos. Estos nociceptores forman parte de las
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fibras C no mielinizadas y peptidérgicas. En condiciones patoldgicas son sensibilizados
por mediadores inflamatorios como el NGF lo que les permite responder a estimulos
mecénicos, es por esto por lo que se cree que tienen un papel importante en el
mantenimiento de la hiperalgesia mecanica inducida por procesos inflamatorios (Prato
et al., 2018; Jonas et al., 2020).

A B
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Figura 1. Caracteristicas de los nociceptores. A) Nervios periféricos que incluyen aferentes mielinizadas de
diametro grande (Ao y AB), de diametro medio (Ad) y aferentes no mielinizadas pequefias (C). B) Conexiones entre
las fibras aferentes primarias y neuronas en la médula espinal. Modificado de Julius y Basbaum, 2001; Basbaum et
al., 2009.

1.2.1 Transmision nociceptiva
La nocicepcion comprende cuatro mecanismos (Woolf, 2004) (Figura 2):

a. Transduccidn: este proceso consiste en la conversion de un estimulo nocivo
(mecéanico, térmico o quimico) en sefiales eléctricas.

b. Conduccién: es la propagacion de potenciales de accion desde las terminales
periféricas, a través de los axones hasta las terminales centrales de los
nociceptores en el sistema nervioso central (SNC).

c. Transmision: es la transferencia sinaptica y la modulacion de la entrada de las
sefiales nociceptivas de una neurona a otra.

d. Percepcion: es la integracion de los impulsos nociceptivos con factores

cognoscitivos y emocionales para crear la experiencia del dolor.
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Figura 2. El sistema de nocicepcién. La activacion de los nociceptores por estimulos nocivos genera sefiales que

viajan al asta dorsal de la médula espinal a través del ganglio de la raiz dorsal.

Desde el asta dorsal, las sefiales son

transportadas por la via ascendente del dolor hasta el tAlamo y la corteza. El dolor puede ser controlado por neuronas

inhibidoras y facilitadoras. Las sefiales descendentes que se originan en los centros supraespinales pueden modular

la actividad del asta dorsal controlando la transmision espinal del dolor. Modificado de Fornasari, 2012.

1.3 Clasificacién del dolor

El dolor se clasifica de diferentes maneras. De acuerdo con el proceso neurobioldgico

que lo subyace y a las caracteristicas fisiopatolégicas que lo originan, el dolor se puede

dividir en dos categorias, adaptativo y maladaptativo (Woolf, 2004) (Figura 3):
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a. El dolor adaptativo es de importancia para la supervivencia del organismo,

protegiéndolo del dafio o promoviendo procesos de curacion del tejido dafiado.

Dos tipos de dolor se encuentran dentro de esta clasificacion:

Dolor nociceptivo. Es el que se origina por la activacion de nociceptores
que responden a un estimul6 nocivo. El dolor nociceptivo surge de un dafio
real o potencial en tejidos no neuronales y puede clasificarse como visceral
0 somatico (Cohen y Mao, 2014).

Dolor inflamatorio. Este se genera durante el dafio tisular y la consecuente
liberacion de mediadores inflamatorios como citocinas y factores de
crecimiento, entre otros. Estos mediadores disminuyen el umbral de

activacion de los nociceptores que inervan el sitio del dafio.

b. EIl dolor maladaptativo ocurre como consecuencia de procesos patoldgicos en

el sistema nervioso. Este tipo de dolor se produce cuando existe una lesion

(dolor neuropético) o un mal funcionamiento (dolor funcional) del sistema

nervioso. En este caso, el dolor se considera una enfermedad por si sola y no

como un sintoma asociado a otras patologias:

Dolor neuropatico. Este tipo de dolor surge como consecuencia de una
lesion o un mal funcionamiento del tejido nervioso periférico o central. Este
puede persistir por meses o incluso afios (Siddall, 1997; Bouhassira et al.,
2008).

Dolor funcional. Este se caracteriza por la presencia de dolor incapacitante
sin un origen organico claro, ya que no presenta dafio a los tejidos o
inflamacién aparente. Ejemplos de sindromes de dolor funcional son la
fibromialgia, el sindrome de colon irritable o la cistitis intersticial. Se
considera que el aumento en la percepcion y sensibilidad al dolor se deben
a un procesamiento aberrante de los estimulos nocivos en el SNC (Woolf,
2004; Hilliard, 2010; Basch, 2015).
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Figura 3. Los principales tipos de dolor. Modificado de Woolf et al., 2004.




Introduccién

1.4. Sensibilizacion

La sensibilizacion es el proceso que ocurre como consecuencia de un dafio al tejido o
a las fibras nerviosas, lo que provoca un aumento de la frecuencia de disparos
espontaneos o alteraciones en las propiedades de conduccion o neurotransmision. Esto
facilita que un estimulo inocuo sea capaz de excitar a las neuronas periféricas. El
fendmeno de sensibilizacién se da tanto a nivel periférico como central (Woolf, 2004;
Basbaum, 2009).

1.4.1 Sensibilizacién periférica

La sensibilizacion periférica ocurre después de un proceso de inflamacion periférica e
involucra la reduccion del umbral de activacion y el aumento de la excitabilidad de las
terminales periféricas de los nociceptores en respuesta a mediadores inflamatorios
sensibilizantes (McMahon et al., 2008) (Figura 4). El dafio producido en los tejidos
generalmente se ve acompafiado con la infiltracion de células no neuronales (células
cebadas, basofilos, plaquetas, macrofagos, neutréfilos, células endoteliales y
fibroblastos). Estas células, en conjunto con las células residentes, liberan mediadores
inflamatorios como neurotransmisores, péptidos (bradicinina), eicosanoides y lipidos
relacionados (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, endocannabinoides),
citocinas (interleucinas, factor de necrosis tumoral), quimiocinas, proteasas y protones
(Basbaum, 2009; Bourne, 2014).

Los nociceptores expresan receptores que son capaces de reconocer y responder a los
mediadores inflamatorios liberados. Esta interaccion aumenta la excitabilidad de las
fibras nerviosas induciendo la activacion de segundos mensajeros y de mudltiples
cascadas de sefializacién que involucran a la fosfolipasa C (PLC), a las proteinas
cinasas A (PKA) y C (PKC), a la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) y a las cinasas
activadas por mitégeno (MAPK). Este aumento de la excitabilidad neuronal tiene como
consecuencia que un estimulo inocuo (un contacto suave o un sutil cambio de
temperatura) en el area de inflamacion sea percibido como doloroso (alodinia) o que
un estimulo que comunmente es incomodo o ligeramente doloroso se perciba como
altamente doloroso (hiperalgesia) (Basbaum, 2009; von Hehn, 2012). La activacion de

estas vias de sefializacion y los cambios en la excitabilidad de las fibras nerviosas
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inducen un aumento de la expresion de genes de proteinas como el receptor vaniloide
de potencial transitorio 1 (TRPV1) y los canales de calcio dependientes de voltaje
(Cav2.2) (Hudson et al., 2001; Kim et al., 2008). Asimismo, las células dafiadas liberan
iones K* y factores de crecimiento como el factor de crecimiento neural (NGF) o el
factor de inhibicion de la leucemia (LIF). De manera similar, las neuronas sensoriales
primarias liberan glutamato que activa a los receptores NMDA localizados en las
células satélites, lo que hace que se liberen citocinas proinflamatorias que contribuyen
a la sensibilizacion (Ferrari et al., 2014). La union de los mediadores quimicos
liberados actuando sobre sus respectivos receptores puede producir directamente dolor,
pero la mayoria sensibilizan a las terminales periféricas de los nociceptores (Levine y
Reichling, 1999; Woolf, 2004).
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Figura 4. Sensibilizacion periférica. Una lesion a los tejidos permite la extravasacion e infiltracion de células del
sistema inmune al sitito de dafio. Estas células, en conjunto con las células residentes, liberan mediadores
inflamatorios que actdan sobre sus receptores ubicados en las neuronas aferentes primarias. Esto incrementa la

despolarizacion de la membrana y, en general, la excitabilidad neuronal. Modificado de Ji et al., 2014.
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1.4.2 Sensibilizacion central

La sensibilizacion central es un estado de hiperexcitabilidad que se establece en el
sistema nervioso central. Este resulta de la amplificacion y la facilitacion de la
transmision sinaptica entre la terminal central de las fibras aferentes primarias y las
neuronas del asta dorsal de la médula espinal (Figura 5). Un estimulo nocivo necesita
ser intenso, repetido y sostenido para inducir sensibilizacion central (Latremoliere y
Woolf, 2009). Dentro de los mecanismos que contribuyen al establecimiento de la
sensibilizacion central se encuentran las alteraciones en la neurotransmision
glutamatérgica y la hipersensibilidad mediada por el receptor de N-metil-D-aspartato
(NMDA). Durante el dolor agudo se produce la liberacion de glutamato desde las
terminales centrales de las fibras C y Ad hacia las neuronas del asta dorsal, generando
corrientes postsinapticas excitatorias (EPSCs). Esto ocurre por la activacion de los
receptores pre y postsinapticos acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol propionico
(AMPA) y kainato, mientras que los receptores NMDA permanecen silentes. Sin
embargo, cuando se produce una lesion en los nervios, el incremento en la liberacion
de neurotransmisores particularmente por la activacion de las fibras C, genera una
despolarizacion sostenida que remueve el bloqueo de Mg?* sensible a voltaje del
receptor NMDA. A su vez, la activacion del receptor NMDA permite la entrada de
iones Ca?*, lo cual promueve la activacion de diferentes cinasas que fosforilan a los
NMDA. La fosforilacion de los receptores NMDA fomenta cambios de larga duracion
en la excitabilidad de las neuronas del asta dorsal, lo que favorece el fortalecimiento
de las conexiones sinapticas entre los nociceptores y las neuronas del asta dorsal
(Woolf y Salter, 2000; Costigan y Woolf, 2000; Woolf, 2004; Basbaum, 2009;
Latremoliere y Woolf, 2009; Fornasari, 2012).

Otro mecanismo que contribuye al desarrollo de sensibilizacion central es la
desinhibicion GABAérgica (von Hehn et al., 2012).

1.5 Inhibicion y desinhibicion GABAérgica
Los estimulos sensoriales se procesan en el SNC y dependen en gran medida de la
transmision sinaptica inhibitoria. Estos sistemas de inhibicién estan regulados, tanto a

nivel presinaptico como postsinaptico, por proyecciones neuronales descendentes
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(noradrenérgicas, serotoninérgicas y opioidérgicas) y por interneuronas localizadas en
la médula espinal (Woolf, 2004; Todd, 2010). Se cree que las interneuronas que
regulan dicha inhibicion utilizan GABA o glicina como neurotransmisores y se
distribuyen en las laminas I-111 del asta dorsal de la médula espinal, siendo aquellas
neuronas ricas en glicina las predominantes en la lamina 11 (Bardoni et al., 2013; Todd,
2017).

Ambos neurotransmisores (GABA vy glicina) actlan en sus respectivos receptores
localizados en las neuronas de segundo orden. Sin embargo, solo el GABA actlia en
receptores presinapticos de las terminales centrales de las aferentes primarias (Price y
Prescott, 2015).
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Figura 5. Sensibilizacién central. El aumento en la actividad de las fibras aferentes primarias permite la liberacion
de neurotransmisores, como glutamato, de la terminal central hacia las neuronas de segundo orden en la médula
espinal. El glutamato act(ia sobre los receptores NMDA y AMPA, que incrementa el influjo de Ca?*, lo que permite
un incremento de la excitabilidad de la neurona del asta dorsal. La microglia y los astrocitos también participan en
la hiperexcitabilidad incrementando los niveles de mediadores proinflamatorios que aumentan la liberacién de
glutamato en la neurona presinaptica, mientras que sensibilizan a la neurona postsinaptica. Modificado de Ji et al.,
2018.
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En condiciones normales, la activacion de los receptores GABAa disminuye la
excitabilidad neuronal por dos mecanismos: la hiperpolarizacion de la membrana
postsinéptica y/o la generacion de un corto circuito de la membrana presinaptica,
disminuyendo la liberacion de neurotransmisores excitadores. Estos cambios
producidos en la excitabilidad neuronal dependen del gradiente de cloruro (CI°), el cual
es el principal ion transportado a través de los receptores GABA, cuyos niveles
intracelulares regulan el grado de inhibicion de la actividad neuronal (Price et al., 2009;
Bardoni et al., 2013; Prescott, 2015).

En las aferentes primarias los niveles del ion cloruro estan regulados por un
cotransportador de iones Na*-K*-2ClI- 1 (NKCC1), el cual permite la entrada de Na™,
K"y CI" al interior de las neuronas y mantiene una concentracion alta (por encima del
potencial electroquimico) de cloruro intracelular. De manera contraria, en las neuronas
de segundo orden el cotransportador de K*-CI" 2 (KCC2) transporta los iones K™y CI
al exterior de la célula lo que mantiene niveles bajos de cloruro intracelular. La
activacion de los receptores GABAA en las neuronas sensoriales primarias permite la
salida de CI" produciendo una despolarizacion conocida como despolarizacion de la
aferente primaria (DAP). Esta despolarizacion reduce la transmision nociceptiva ya
que atenuda la magnitud de los potenciales de accion, por lo que disminuye la liberacion
de neurotransmisores excitadores en las terminales centrales de las aferentes primarias.
En el caso de las neuronas de segundo orden, la activacion de los receptores GABAAa
permite la entrada de CI" lo que resulta en hiperpolarizacion, traducido como una
inhibicion de la excitabilidad (Figura 6) (Price et al., 2005; Price y Prescott, 2015;
Javdani et al., 2020; Virtanen et al., 2020).
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Figura 6. Desinhibicion GABAérgica. A) La salida de ClI- a través de KCC2 mantiene el caracter hiperpolarizante
en las neuronas del asta dorsal. Al disminuir la expresion de KCC2 en condiciones patoldgicas ocasiona la
acumulacion de cloruro intracelular debido a la inversion del potencial anidnico de los receptores GABAAa. B) En
fibras aferentes primarias, el receptor GABAA al ser activado genera corrientes despolarizantes que son mantenidas
por el NKCCL1. Al presentarse un aumento en la expresion de NKCC1 genera una acumulacion de CI- intracelular
que genera una despolarizacion mejorada regulada por el GABAAa. Modificado de Price et al., 2005.

En condiciones de dolor patoldgico se genera un proceso de desinhibicion, el cual
implica la perdida de los mecanismos inhibitorios de la transmisidn nociceptiva, lo que
favorece el paso de la informacion sensorial a centros superiores del SNC. En este
sentido, se sabe que ocurre un aumento de la expresion y la actividad del
cotransportador NKCCL1 en las aferentes primarias. Esto genera un incremento en los
niveles de CI intracelular y que, al activarse los receptores GABAA se produce una
salida masiva de CI" generando un gran nimero de DAPs lo que permite alcanzar el
umbral de disparo de potenciales de accidén dando lugar a los reflejos de la raiz dorsal
(RRD). Con respecto al KCC2, en condiciones dolorosas su expresion disminuye. Esto
permite la acumulacion de ClI  intracelular. Por lo tanto, la activacion de los receptores
GABAA facilita la salida de CI" lo que reduce su capacidad de inhibir la transmision
nociceptiva (Price et al., 2009; Mddol et al., 2014; Lau y Vaughan, 2014; Price y
Prescott, 2015).
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2. ANTECEDENTES PARTICULARES

2.1 Fibromialgia

La fibromialgia es un sindrome de dolor musculoesquelético que se caracteriza por
dolor cronico generalizado, fatiga, suefio, cambios de humor y trastornos cognitivos
(Hauser, 2017; Bazzichi, 2020). Esta enfermedad afecta a entre el 2% y 8% de la
poblacion mundial, con una marcada predominancia hacia las mujeres con una relacion
de 2 a 1 respecto a los hombres (Clauw, 2014). EI Colegio Americano de Reumatologia
(ACR, por sus siglas en inglés) define a la fiboromialgia con base en dos criterios
caracteristicos: el primero es la presencia de dolor cronico generalizado y espontaneo
por un periodo continuo de 3 meses, mientras que el segundo criterio es la sensibilidad
ante presion tactil en por lo menos 11 de 18 “puntos sensibles” (Wolfe et al., 1990).
Actualmente, los criterios diagndsticos incluyen el reconocimiento de problemas
cognitivos y sintomas somaticos, factores que no eran considerados en la definicion de
1990 del ACR (Dedhia, 2009; Wolfe, 2010) (Figura 7). El diagnostico de la
fibromialgia es por exclusion. Se realiza tomando en cuenta la historia médica del
paciente, la evaluacion de los sintomas que presenta, generando una investigacion y el
descarte de otras causas que llevan a sintomas similares a los de la fibromialgia. A
pesar de que la etiologia de la enfermedad aun no esté clara, se han analizado diversos
factores genéticos, ambientales, hormonales y neurales como posibles mecanismos
involucrados en el desarrollo de la fibromialgia (Coskun-Benlidayi, 2019).

La fibromialgia reduce de manera considerable la calidad de vida de las personas que
la padecen. Es por esto por lo que la investigacion se ha enfocado en tratar de entender
cudles son los mecanismos que subyacen a la enfermedad y asi, tratar de mejorar la
calidad de vida en estos pacientes. Los mecanismos propuestos son: 1) la desregulacion
del sistema nervioso central, periférico y autbnomo que promueve la amplificacién de
la transmision del dolor y de su interpretacion a nivel cortical; 2) la disfuncién
neuroendocrina como respuesta al estres mediado por el eje hipotdlamo-pituitaria-
adrenal; 3) las alteraciones en la funcién del sistema inmune; 4) la disfuncion del
metabolismo muscular por alteraciones del estrés oxidativo a nivel mitocondrial; y 5)

la predisposicién genética (Igbal, 2011; Covarrubias-Gomez y Carrillo-Torres, 2016).
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Figura 7. Criterios para el diagnéstico de la fibromialgia. La puntuacién posible oscila entre 0 y 31 puntos; una
puntuacion mayor o igual a 13 puntos es compatible con un diagnéstico de fibromialgia. Modificado de Clauw,
2014.

La sensibilizacién central ha surgido como una hipétesis importante en la explicacion
de la patogénesis de la fibromialgia, lo cual sugiere que el SNC tiene un papel
importante en el aumento o la amplificacion del dolor y en el desarrollo de
comorbilidades como depresidn, trastornos del suefio y del estado de animo, fatiga y
problemas de memoria (Hauser, 2015). Las concentraciones de serotonina (5-HT),
noradrenalina (NA) y dopamina (DA) estan reducidas en el liquido cefalorraquideo y
en el suero de los pacientes con fibromialgia (Russell et al., 1992). Ademas, se ha
observado que en pacientes con fibromialgia los niveles de opioides end6genos, como
las encefalinas, estan aumentados en el LCR y se presenta una disminucion en la
disponibilidad de los receptores a opioides a nivel central (Baraniuk et al., 2004; Harris
et al., 2007; Sluka y Clauw, 2016).

Por otra parte, los niveles de glutamato se han visto incrementados en LCR y en areas

cerebrales involucradas en el procesamiento del dolor, como la insula, lo que sugiere
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que el aumento de la transmision excitatoria contribuye al mantenimiento de la
sensibilizacion central en la fibromialgia (Sarchielli, 2007; Hauser, 2015).

Ademas de los factores ya mencionados, existe evidencia de que las alteraciones
inmunolégicas pueden llevar a un estado inflamatorio que contribuye a la
hipersensibilidad en la fibromialgia. Las citocinas y los factores neurotroficos
modifican las interacciones neuroinmunolégicas a nivel periférico y la
neuroinflamacion en médula espinal y cerebro (Coskun-Benlidayi, 2019). Un
incremento en la concentracion del NGF en el LCR sugiere una posible participacion
de neuropéptidos en la patologia de la fibromialgia (Giovengo et al., 1999). Aunado a
esto, los niveles del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y del glutamato
estan elevados en pacientes con fibromialgia, lo que siguiere una posible participacion
del NGF como mediador en la regulacion del BNDF en este padecimiento (Sarchielli
et al., 2007; Bjurstrom et al., 2016).

Se cree que existe un desbalance entre citocinas pro- y anti-inflamatorias en este
sindrome. Wang y colaboradores encontraron niveles elevados de interleucina-8 (IL-
8) y factor de necrosis tumoral (TNF), pero no de IL-6, en suero de pacientes con
fibromialgia (Wang et al., 2008). Por su parte, Kadetoff y colaboradores encontraron
concentraciones elevadas de IL-8 en suero y LCR de pacientes con fibromialgia. Lo
anterior contribuye a la hipotesis de la activacion de la glia en sindromes de dolor
cronico (Kadetoff et al., 2012). Contrario a lo visto por Wang y colaboradores, se ha
encontrado un aumento simultaneo de IL-6 e I1L-8 en pacientes con fibromialgia, lo que
sugiere un efecto sinérgico en el dolor persistente experimentado por dichos pacientes
(Mendieta, 2016). La IL-17A, producida principalmente por linfocitos, natural killers
(NK), células dendriticas y neutrofilos, estd aumentada en pacientes con fibromialgia
y se encontrd una correlacion con las citocinas proinflamatorias, como IL-2, interferén-
v (INF-y) y TNF, y anti-inflamatorias como IL-4 e IL-10 (Pernambuco et al., 2013).
Otra citocina pro-inflamatoria que participa en procesos de dolor cronico es la proteina
de alta movilidad del grupo 1 (HMGBL1). La secrecidn activa de esta proteina se induce
por citocinas como TNF, IL-1, éxido nitrico (NO) y neuropéptido Y (Wang, 1999;
Zhou, 2013). La HMGB1 modula la actividad de las células gliales y de las neuronas

(Agalave, 2014; Kisaoka-Nakashima, 2019). Asimismo, el aumento en los niveles en
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suero de la HMGBL se ha relacionado con el grado de fatiga y dolor de los pacientes

con fibromialgia (Oktayoglu et al., 2013).

2.1.1 Farmacologia de la fibromialgia

El tratamiento de la fibromialgia se enfoca en el control de los sintomas. Los
antidepresivos triciclicos (amitriptilina o imipramina), los inhibidores de la recaptura
de serotonina/noradrenalina (duloxetina) y los farmacos antiepilépticos (gabapentina'y
pregabalina) se encuentran entre los farmacos mas utilizados para su tratamiento
(Tabla 1). Los antagonistas de receptores a opioides como la naltrexona, a dosis bajas,
funcionan como tratamiento para la disminucién de la hiperactividad del sistema de
opioides enddgenos en pacientes con fibromialgia. Asimismo, el ejercicio y la terapia

cognitivo-conductual son recomendados para la recuperacion de los patrones de suefio

y la disminucion del estrés (Dedhia, 2009; Clauw, 2014; Crabtree, 2016).

Tabla 1. Tratamientos farmacoldgicos de la fibromialgia (FM).

Inhibidor selectivo de

Escitalopram

Tipo de mecanismo | Farmaco Efecto en pacientes con FM Evidencia de calidad
Antidepresivo Amitiptilina Mejora del dolor, la fatiga y las gnsayos i COIl'ltl‘Ola('iOS aleatorizados.
c il : = ecomendado en las guias (Carville et al.. 2008: Hauser et
triciclico anomalias del suefio e
Inhibidor de la Duloxetina Mejora del dolor y la depresion ;
ceciniicade ST Ensayos controlados aleatorizados y meta-
p NA y Milnacipran Mejora en el dolor y la fatiga analisis (Calandre et al., 2015; Hiuser et al., 2018)
Tohibidor selectivo de Reboxetina Mejora en el dolor Mayoritariamente reportes de casos (el et al., 2015)
larecapturade NA | Esreboxetina Mejora en el dolor y la fatiga g?zs)ayos controlados - aleatorizados (amold et al.
Citalopram

Mejora en el dolor y la depresion

Ensayos controlados aleatorizados y meta-
analisis. Recomendando en las guias (Carville et al.,

la recaptura de 5-HT Fluoxetina 2008; Hauser et al., 2008; Fitzcharles et al., 2013; Hiuser et al., 2018)
Paroxetina
Pregabalina Mejora del dolor, Ia fatiga y las gnsayos o co?trola(:los aleatorizados.
. . ~ ecomendado en las guias (Crofford et al., 2005; Hauser et
Gabapentina anomalias del suefio al,, 2009; Ohta et al., 2012; Ablin et al., 2013)
Gabapentinoides 3 5
P Efectivo en modelos animales. No
Lacosamida | hay evidencia clara en pacientes con | Ensayos controlados aleatorizados (Heam etal.. 2012)
FM
Antagonista de . ., i S (v
g i Naltrexona Mejora del dolor y la depresmn Ensa_yos controlados aleatorizados (Younger et al.
l‘ECCptOl‘CS OplOldCS 2009: Younger et al., 2013)
. : ; Ensayos controlados aleatorizados meta-
Nabilona Mejora del dolor y la ansiedad* e ; V
analisis (Skrabek et al., 2008; Ware et al., 2010; Walitt et al., 2016)
Cannabinoides
. . .. Ensayos controlados aleatorizados meta-
Dronabinol Mejora en el dolor y la depresion* ol 2
analisis (Weber et al., 2009)
Ketamina Mejora del dolor referido Ensayos clinicos y preclinicos (Cohenet al., 2006)
Antagonistas NMDA Ensayos controlados aleatorizados meta-
Memantina Mejora del dolor* 4 y

anélisis (Johnsonet al., 2006; Harris et al., 2009)

*Evidencia contradictoria, ver referencias. Modificado de Tzadok y Ablin, 2020.
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2.2 Modelos de fibromialgia

Los modelos animales son herramientas importantes para el desarrollo de nuevos
tratamientos y la investigacion de los mecanismos que subyacen a una enfermedad
(DeSantana, 2013). La necesidad de esclarecer la fisiopatologia que subyace a la
fibromialgia, asi como el progreso en la eficacia de nuevas y mejores terapias, ha
llevado al desarrollo de modelos animales que logren mimetizar los sintomas de
pacientes con este sindrome. Los modelos animales de fibromialgia como el de
inyeccion repetida de solucion salina acida (Sluka et al., 2001), el de hiperalgesia
potenciada por ejercicio (Gregory et al., 2013), el de estrés intermitente al frio
(Nishiyori y Ueda, 2008), el de estrés por nado subcrénico (Quintero et al., 2000), o el
de mialgia inducida por reserpina (Nagakura, 2009) representan algunas de las
caracteristicas clinicas de la fibromialgia, manifestando alodinia generalizada y de
larga duracion sin dafio aparente a los tejidos (Nagakura, 2017). A pesar de estas
similitudes, los cambios que ocurren en el sistema nervioso central y periférico son
diferentes en cada modelo (DeSantana, 2013). En la Tabla 2 se muestran hallazgos
relevantes en los principales modelos animales de fibromialgia, con excepcién del

modelo de fibromialgia inducido por reserpina que se describe en la siguiente seccién.

Tabla 2. Modelos animales de fibromialgia y sus principales hallazgos. Modificado de Nagakura, 2017.

Fisiopatologia periférica Fisiopatologia central

Solucion salina acida | Aumento en la actividad de canales de | vy de larga duracion (Sluka, 2001).

Dos inyecciones de | sodio dependientes de voltaje

Hiperalgesia mecéanica generalizada

salina 4acida en el
musculo gastrocnemio
(Sluka, 2001).

insensibles a TTX por la activacion de
los canales ASIC3 en nociceptores

musculares (Chen et al., 2014).

Conductas tipo ansiedad fueron
detectadas en las pruebas de campo
abierto y de laberinto elevado (Liu et
al., 2014).
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Fisiopatologia central

La hiperalgesia articular se previene
con un pretratamiento con inhibidores
de los ASIC3 (Sugimura et al., 2015).

Hiperalgesia
inducida por
ejercicio
Combinacién de

gjercicio y la inyeccion
de solucién salina

acida (Gregory, 2013).

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

El bloqueo de los receptores P2X4 en
el musculo previene el desarrollo de
hiperalgesia, al igual que la
desregulacion de los P2X4 en los
macréfagos  musculares

Fusaro et al., 2020).

(Oliveira-

Hiperalgesia muscular unilateral y de
corta duracion en machos, mientras
que en hembras se presenta bilateral
y de larga duracion; las hembras
presentan mayor sensibilidad, la cual
no se ve afectada con la ovariectomia
(Gregory et al., 2013).

Estrés intermitente al

frio

Exposicion
intermitente al frio
(Nishiyori 'y Ueda,
2008).

La respuesta inflamatoria producida
con el LPS se incrementa, en cultivo de
macrofagos, después de la exposicion
al estrés (Montserrat-de la Paz et al.,
2015).

Se detectaron cambios morfologicos en
el musculo gastrocnemio de ratones en

ambos sexos (Bonaterra et al., 2016).

Analgesia  producida con la

administracion intracerebro-
ventricular de gabapentina (Nishiyori
y Ueda, 2008).
Ausencia de analgesia por la
administracion de morfina,
posiblemente por la perdida en la
activacion de las vias descendentes
serotoninérgicas (Nishiyori et al.,

2010).
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Fisiopatologia central

El desarrollo de alodinia muscular,
pero no de hiperalgesia, dependiente de
los canales ASIC3 (Hsu et al., 2019).

Aumento de la concentracién sérica
de corticosterona; conducta revertida
con la administracion de

antidepresivos (Lee et al., 2017).

Estrés por nado
subcronico
Prueba  de nado

forzado en repetidas
ocasiones (Quintero et
al., 2000).

Induccién de hiperalgesia térmica; la
hiperalgesia ~se  revierte  con
inhibidores de la recaptura de
serotonina, antidepresivos triciclicos

y triptéfano (Quintero et al., 2000).

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

Aumento en la expresion de c-FOS y
p-CREB en la corteza insular y en la
corteza del cingulo anterior en la
prueba con el adyuvante completo de
Freund (Imbe et al., 2014).
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Fisiopatologia central

Potenciacion de la hiperalgesia
mecanica en la prueba con CFA;
disminucion de la acetilacion de la
histona H3 en la corteza insular
(Imbe y Kimura, 2015).

Incremento en la hiperalgesia térmica
y en las conductas tipo depresion por
atenuacion del tono
catecolaminérgico, inicamente en las
hembras (Zhang et al., 2020).

Estrés por inmersion

en agua
Alojamiento en
condiciones de

inmersibn en agua
(Tanaka et al., 2003).

Activacion de la  microglia;
atenuacion de la hiperalgesia y la
alodinia con la administracion de

minociclina (Yasui et al., 2014).

Incremento global en los niveles de
glutamato en el cerebro (Li et al.,
2020).
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2.2.1 Modelo de fibromialgia inducido por reserpina

En los pacientes con fibromialgia se ha visto una disminucion en los niveles de aminas
biogénicas como DA, 5-HT y NA. Este desbalance podria ser un mecanismo que
explique la fisiopatologia de la enfermedad. EI modelo de fibromialgia inducido por
reserpina se caracteriza por la induccion de hiperalgesia muscular y alodinia tactil
generalizadas ante la administracion subcutanea de reserpina (1 mg/kg por 3 dias). Se
considera que estos efectos sobre la sensibilidad se producen por la deplecion de
aminas biogénicas en la medula espinal, el talamo y la corteza prefrontal (Nagakura et
al., 2009).

La hiperalgesia en este modelo esta dada por mecanismos periféricos y centrales
(Figura 8), de acuerdo con lo observado por Taguchi y colaboradores en 2015. En este
estudio, demostraron la activacion de la microglia en la médula espinal y el aumento
en la expresion de los canales sensibles a acido 3 (ASIC3) en las neuronas del GRD.
Asimismo, en un estudio reciente realizado por De la Luz-Cuellar y colaboradores, se
observo la pérdida de la inhibicion GABAérgica dada por los receptores GABAAs.
Estos son otros mecanismos que contribuyen a la hipersensibilidad generada en este
modelo (Taguchi et al., 2015; De la Luz-Cuellar et al., 2019).

La alodinia mecénica inducida por reserpina se reduce con la administracion de
anticonvulsivantes, inhibidores de la recaptura de NA/5-HT y agonistas
dopaminérgicos, pero no con antiinflamatorios no esteroideos, lo que se asemeja al
manejo de pacientes con dolor neuropéatico (Nagakura et al., 2009; Nagakura, 2017;
DeSantana, 2013).
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Sensibilizacion

1. Fallo en la inhibicioén descendente por accion de la reserpina
2. Disminuciéon de la inhibicion debido a la reduccion de las

entradas periféricas

T S5-HT
central x AU”_W”“‘ de la Entrada paraddjica de los
NA expresion de ASIC3 estimulos mecanicos

GRD Nociceptor

Laminas |-
-1v
V-VI

Activacion de la microglia

Figura 8. Mecanismos propuestos en el modelo de fibromialgia inducido por reserpina. A nivel periférico
ocurre una disminucion de la proporcién de nociceptores que responden a estimulos mecénicos junto con un
incremento de la magnitud de dichas respuestas. Estos cambios paradéjicos podrian contribuir a un mal
funcionamiento en el sistema de inhibicion descendente, lo que resulta en la intensificacion del dolor. EI ARNm de
los canales ASIC3 se sobreexpresa en el GRD. En la médula espinal, se cree que ocurre una disfuncion en la
inhibicién descendente debido a la deplecién de 5-HT y NA. La microglia se activa en las [dminas superficiales del
asta dorsal. Estos mecanismos, tanto periféricos como centrales, contribuyen al desarrollo de las conductas
nociceptivas en este modelo. Modificado de Taguchi et al., 2015.

2.3 La alarmina HMGB1

La familia de proteinas de alta movilidad (HMGB) es un grupo de proteinas
cromosOmicas no-histonas, ampliamente distribuidas en el nacleo de las células que
facilitan la trascripcién de genes. Este grupo estd compuesto por cuatro tipos de
proteinas: HMGB1, HMGB2, HMGB3 y HMGB4. De manera especifica, la proteina
HMGBL1 es el prototipo de una clase de mediadores inflamatorios denominados
alarminas. Las alarminas alertan al sistema inmune de la presencia de dafio a los tejidos
y al estimularlo permite tener una respuesta inmediata. La HMGBL1 es la alarmina
mejor caracterizada, fue descrita inicialmente por Goodwin y Johns en 1973 mediante
electroforesis y forma parte de un grupo de proteinas de unién a la cromatina (Goodwin
y Johns, 1973). Esta alarmina contiene una cadena polipeptidica sencilla de 215
aminoacidos con dos dominios globulares N-terminal de union al DNA (HMG caja A
y caja B) y un dominio acidico C-terminal (Nogueira-Machado, 2011). Tanto la caja A
como la B contienen un alto nimero de residuos de lisina cargados positivamente que

permiten la unién de la HMGBL1 con el surco menor del ADN. Por su parte, la cola C-

23




Antecedentes particulares

terminal esta formada por, aproximadamente, 30 residuos continuos de acido glutamico
y &cido aspartico cargados negativamente. Fue debido a esta distribucion de cargas,
que inicialmente se le nombré como anfoterina (Merenmies et al., 1991).

Esta molécula puede liberarse de manera pasiva en respuesta a procesos de necrosis,
apoptosis o dafio celular, o puede ser secretada de manera activa en macréfagos o
monocitos activados, células dendriticas, NK o células epiteliales, en donde participa
como patrén molecular asociado a dafio (DAMP) (Nogueira-Machado, 2011; Agalave,
2014).

La liberacion de HMGBL1 de la células del sistema inmune se puede dar por dos
mecanismos:

e EIl primer mecanismo requiere de la traslocacion de la alarmina al citoplasma.
Para que esto ocurra se requiere de la activaciéon de la via de sefializacion
JAK/STAT, lo que genera un aumento en los niveles de acetilacion producidos
en las secuencias de localizacion nuclear (NLS). Esta hiperacetilacion permite
la acumulacion de HMGBL1 en el citoplasma, la cual es empaquetada y liberada
por vesiculas secretoras, similares a las de la familia de interleucina-1 (Gardella
etal., 2002; Lou et al., 2014).

e El segundo mecanismo no requiere de la acetilacion de las NSL. La liberacién
por este mecanismo se da gracias a la ruptura de la membrana celular en
procesos de muerte celular. La forma no acetilada de la HMGB1 es un mediador
de procesos inflamatorios (Kang et al., 2014).

La liberacién de HMGB1, por ambos mecanismos, promueve la activacion de vias de
sefializacion que permiten el aumento en la expresion de citocinas pro-inflamatorias
como TNF, IL-1, IL-6 o IL-8.

2.3.1 HMGBL1y la union a receptores
Tras la liberacion de HMGB1 al espacio extracelular, se inician respuestas
inflamatorias gracias a su union con diferentes receptores. La capacidad que tiene la
alarmina para unirse a sus receptores depende de las diferentes isoformas funcionales
de HMGBL, las cuales cambian con base en el estado de oxidacion de tres residuos de
cisteina (C23, C45y C106) (Figura 9).
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Figura 9. Estructura y estados de oxidacién de HMGB1. A) HMGBL1 consta de 3 dominios: dos de unién al ADN
(Caja Ay caja B) y una cola &cida C-terminal. Cuando los residuos de cisteina se encuentran oxidados la alarmina
pierde su funcién como mediador inmunolégico. B) La forma disulfuro de HMGBL tiene un puente disulfuro entre
las cisteinas 23 y 45, mientras que la C106 contiene un grupo tiol. Esta isoforma promueve la liberacién de citocinas.
C) La forma reducida de HMGBL1 se forma con grupos tiol en las cisteinas C23, C45 y C106. Esta se localiza en el
citoplasmay en la regidn extracelular, en donde promueve la quimiotaxis. Modificado de Martinotti et al., 2015.

A la fecha, se han identificado 14 receptores blanco de la alarmina HMGB1. Los de
mayor importancia en el desarrollo de procesos inflamatorios son los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR), principalmente los receptores de productos de
glicosilacion avanzada (RAGE) y los receptores tipo Toll (TLR) (Klune, 2008; Shah,
2018).

El RAGE fue el primer receptor identificado capaz de unir HMGBL1. La interaccion
entre HMGB1 y RAGE resulta en la activacion del factor de transcripcion NF«B,
seguido de la induccion de quimiotaxis en diversos tipos celulares como los neutrofilos
o las células dendriticas (Hori et al., 1995; Yang et al., 2007; LeBlanc et al., 2014).
Por otra parte, la interaccién entre la proteina HMGBL y los receptores TLR depende
del estado de oxido-reduccion de la alarmina. La forma disulfuro de la HMGBL1 activa
al TLR4, lo que induce varias cascadas de sefializacion como las dependientes de
ERK1/2, JNK, IKK, y p38. Lo anterior culmina en la traslocacion al nucleo de NFxB
y la consecuente liberacion de mediadores proinflamatorios. De igual forma, se ha visto
que HMGBL1 activa otros receptores tipo Toll, como el TLR2 y el TLR5 (Agalave et
al., 2014).
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2.4 Receptores tipo Toll

Los TLRs son receptores transmembranales tipo 1, los cuales presentan homologia con
la proteina Toll de Drosophila y el receptor de la IL-1 (IL-1R) (Figura 10). La region
extracelular de los TLR contiene motivos repetidos ricos en leucina (LRR), a diferencia
de los IL-1R que expresan dominios tipo inmunoglobulinas. Estos LRRs consisten en
secuencias de 24 a 29 aminodcidos repetidos en tdndem y tienen una estructura en
forma de herradura de caballo. La superficie concava de esta estructura esta
involucrada directamente en el reconocimiento de patdgenos. La region intracelular los
TLR cuenta con una secuencia, altamente conservada, de aproximadamente 200
aminoacidos conocida como dominio Toll/IL-1R (TIR). Este dominio contiene tres
regiones conservadas que son esenciales para la sefializacion de estos receptores (Akira
y Takeda, 2004).

IL-1R TLR

LRRs

Dominio
tipo Ig

Caja 1

Caja 2
Dominio TIR

Caja 3

Figura 10. Estructura de los TLR. Los receptores tipo Toll (TLRs) y los receptores a interleucina-1 (IL-1Rs)
tienen un dominio citoplasmatico conservado, conocido como dominio TIR. Este dominio se caracteriza por la
presencia de tres regiones homologas (conocidas como caja 1, caja 2 y caja 3). A pesar de la similitud que tienen
sus dominios citoplasmaticos, la region extracelular difiere de manera importante: los TLRs tienen regiones
repetidas ricas en leucina (LRRs), mientras que los IL-1Rs contienen tres dominios de inmunoglobulina g.
Modificado de Akiray Takeda, 2004.

26




Antecedentes particulares

En la actualidad se han descrito 11 tipos de TLR que pueden desencadenar respuestas
de inmunidad innata o adaptativa (Aravalli, 2007). Los TLRs son una familia de
receptores, que detectan la presencia de patrones moleculares asociados a patdégenos
(PAMP) y a dafio (DAMP) (Das, 2016). Los miembros de esta familia comparten
estructuras similares, sin embargo, difieren entre ellas en la especificidad que tienen
por un ligando, en la expresion de patrones e incluso en las vias de sefializacion que
activan (van Beijnum, 2008). La union de un ligando a estos receptores promueve la
formacion de dimeros y de cambios conformacionales que les permiten reclutar a

moléculas de sefializacion intracelular y desencadenar procesos inflamatorios.

2.4.1 EI TLR5y su papel en el dolor

Dentro de la familia de los TLRs, se encuentra el subtipo TLR5. Este receptor se
caracteriza por reconocer de manera especifica a la flagelina, la proteina mas
importante de caracter estructural del flagelo bacteriano. La activacién de este receptor
moviliza al factor de transcripcion NF«B, mediante la via de sefializacion dependiente
de MyD88, y estimula la produccion del factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y de
otras citocinas proinflamatorias.

El TLR5 se expresa de manera constitutiva en células epiteliales y del sistema inmune,
principalmente en monocitos y células dendriticas inmaduras. De manera similar, en la
region apical del epitelio respiratorio se expresa el TLR5, lo que permite tener una
respuesta temprana de la inmunidad innata ante infecciones respiratorias, como las
producidas por la bacteria Pseudomona aeruginosa. De manera interesante, la
expresion del TLR5 en el tracto gastrointestinal se da principalmente en la region
basolateral del epitelio, lo que permite reconocer a las bacterias que lo hayan
atravesado. Asimismo, el reconocimiento de la flagelina en la mucosa intestinal
funciona como control de la microbiota, previniendo enfermedades asociadas con
procesos inflamatorios en el intestino (Hayashi et al., 2001; Yang y Yan, 2017).
Actualmente ya se conocen los mecanismos de amplificacion de las sefiales dolorosas
producidos por los receptores TLR2 y TLR4 en las aferentes primarias y en la médula
espinal (Tanga et al., 2005; Kim et al., 2007; Lacagnina, 2018). Sin embargo, el papel
que desempefian los TLR5 en el dolor no ha sido tan estudiado en comparacion con los
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otros receptores TLR. Se ha visto que el TLR5 tiene un papel importante en el
desarrollo de conductas nociceptivas. Xu y colaboradores, en un estudio reciente,
observaron que el TLR5 se expresa en los cuerpos neuronales y en las terminales
centrales y periféricas de las aferentes primarias, especificamente en las fibras Ap.
Asimismo, vieron que la activacion de los TLRS en las fibras AP permite la entrada a
la neurona de moléculas derivadas de la lidocaina, lo que revierte la alodinia mecénica
producida por la administracion de agentes quimioterapéuticos y por dafio a los nervios
(Xu et al., 2015).

2.5 EI RAGE

Los RAGE son proteinas transmembranales tipo 1, compuestos de un dominio
transmembranal Unico, una porcion citosolica y una region extracelular que consiste en
2 dominios de inmunoglobulina tipo C (C1 y C2) y un dominio tipo V, considerado
como el sitio principal de unién a los ligandos (Sims, 2010). El papel que desempefian
los RAGE como receptores de reconocimiento de patrones involucrados en la respuesta
inflamatoria es similar al de los TLR.

Aunque inicialmente se describié como el receptor de unién de los productos finales
de glicacion avanzada (AGE), en la actualidad se sabe que une una gran diversidad de
ligandos diferentes entre los que se incluyen a la proteina HMGB1 (Nogueira-
Machado, 2011) (Figura 11). La union de ligandos a RAGE puede activar dos vias de
sefializacion importantes, una que abarca CDC42/Rac y otra que incluye una familia
diversa de MAPK que desencadenan la actividad transcripcional dependiente de NFkB
(Lander et al., 1997; Huttunen, 1999). Se sabe que la activacién de estos receptores por
HMGBL involucra la estimulacion de ambas vias de sefializacion: al activar CDC42 y
Racl permite cambios en el citoesqueleto y crecimiento de neuritas, mientras que con
la activacion de p38 MAPK y Erk1/2 inicia la transcripcion de genes, mediada por
NF«B, que estdn involucrados en la adhesion celular y la produccion de citocinas

(Huttunen, 2004; Rouhiainen, 2013).
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Figura 11. Estructura de RAGE y sus ligandos. El ectodominio de RAGE esta compuesto por tres dominios Ig:

V, Cly C2. El receptor esta anclado en la membrana plasmatica por una Gnica hélice transmembrana y presenta en
el citoplasma una cola C-terminal no estructurada. La superficie esta coloreada segun la carga electrostatica; las
areas con carga positiva se representan en azul, y las &reas con carga negativa se representan en rojo. Los dominios
V y C1 forman una unidad estructural y tienen una carga superficial positiva en contraste con el dominio C2, que
tiene carga negativa. La mayoria de los ligandos reportados hasta ahora se unen al dominio V de RAGE. Modificado
de Kierdorf y Fritz, 2013.

2.5.1 EI RAGE y el dolor

El RAGE forma un sistema de sefializacién complejo que ha sido asociado a la
patogénesis de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, diabetes y de
varios tipos de cancer. Ademas, se ha visto que este receptor tiene un papel importante
en el desarrollo de hiperexcitabilidad de las neuronas sensoriales y de conductas
dolorosas. Los RAGE se expresan en una gran variedad de tejidos, incluyendo las vias
sensoriales periféricas como en el GRD, en donde se ha asociado con la activacion del
sistema inmune a consecuencia de dafio a los nervios (Rong, 2004). En neuronas del
GRD se ha visto un aumento en la expresion de RAGE seguido por un aumento en la
expresion del factor de transcripcion NFxB y de la interleucina-1§ en modelos de dafio
a los nervios (Li et al., 2016). Asimismo, la activacion de los RAGE por AGEs en
neuronas del GRD resulta en el aumento del estrés oxidativo y de la apoptosis. Esto
genera un desbalance en la produccion de especies reactivas de oxigeno lo que
contribuye de manera importante en el desarrollo de dolor crénico (Vincent, 2007;
Maeda, 2013).
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Por otro lado, la supresion espinal de la via RAGE-NF-«kB en ratas diabéticas alivia
parcialmente el dolor, lo que sugiere que el RAGE contribuye con los mecanismos que
subyacen al dolor neuropético (Zhang, 2020). De manera similar, el grupo de Wei y
colaboradores observaron que la activacion de la via de sefializacion RAGE/STAT3 en
el asta dorsal contribuye al desarrollo de sensibilizacion central y de alodinia mecéanica
en el dolor persistente inducido por farmacos antineoplasicos como el bortezomib (Wei
et al., 2017). De igual forma, el bloqueo de los RAGE con un anticuerpo monoclonal
de alta afinidad ha demostrado ser efectivo en la atenuacion de la excitacion de nervios
periféricos y en la disminucion de la nocicepcion en modelos de dolor neuropatico e
inflamatorio (Brederson, 2016; Bestall, 2018).

2.6 HMGB1, TLR5 y RAGE en el dolor

De manera interesante, se ha visto que la proteina HMGB1 tiene un papel
pronociceptivo en el desarrollo de diversos tipos de dolor, como en el visceral,
somatico, inflamatorio y neuropatico (Agalave et al., 2014; Tanaka et al., 2014; Thakur,
2020). Shibasaki y colaboradores demostraron que el dafio a los nervios induce la
liberacion de HMGB1 en neuronas periféricas y esto contribuye al desarrollo de
hipersensibilidad al dolor (Shibasaki et al., 2010). Asimismo, la diabetes tipo 2 induce
alodinia mecénica y aumento de los niveles de HMGBL1 en la médula espinal (Ren,
2012). También, se ha demostrado que la proteina HMGBL1 a través de la activacion de
TLRs y RAGE en las neuronas del GRD participan en el desarrollo de dolor crénico
(Maeda, 2013). La activacion de los TLR y RAGE en las células gliales e
inmunoldgicas que se encuentran cercanas a los nociceptores, tanto en el SNC como
en el sistema nervioso periférico (SNP), facilita de manera directa la transmision del
dolor (Agalave, 2014).

El TLRS al ser activado por HMGBL inicia una cascada de sefializacion dependiente
de la proteina MyD88, la cual permite la traslocacion al ndcleo del factor de
transcripcion NFxB y desencadena la transcripcion y liberacion de citocinas pro-
inflamatorias que culmina en el desarrollo de hipersensibilidad al dolor (Liu et al.,
2017). En relacion con lo anterior, la amplificacion del dolor resultante de la unién de

HMGB1 con el TLR5 puede ser explicada por dos mecanismos posibles: 1) la
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regulacion de la alodinia mecéanica gracias a la activacion de los TLR5 expresados en
fibras AP, y 2) la activacion de células de la inmunidad innata que expresan TLRS,
llevando a la liberacion de mediadores inflamatorios que sensibilizan las terminales de
neuronas sensoriales (Xu, 2015; Das, 2016).

De manera interesante, Allette y colaboradores mostraron que en neuronas sensoriales
aisladas del GRD que fueron expuestas a HMGB. se produce un aumento en el nimero
de potenciales de accion, y que dicho efecto se bloquea con el uso de un anticuerpo
monoclonal anti-RAGE. De igual forma, observaron un incremento en la expresion del
ARNmM de RAGE en un modelo de dolor neuropatico y que la hiperalgesia inducida
por la ligadura del nervio tibial se revierte con la administracion del anticuerpo anti-
RAGE. Esto sugiere que estos receptores tienen un rol critico en la regulacion de la
nocicepcion en el dolor neuropatico (Allette et al., 2014). Finalmente, la participacion
de TLR5 y RAGE en el dolor disfuncional en roedores es practicamente desconocida.
En la Tabla 3 se resumen los estudios en donde se ha evaluado la participacion de la
alarmina HMGBL1 y de los receptores TLR5 y RAGE en el dolor.

Tabla 3. Papel de las proteinas HMGB1, TLR5 y RAGE en el dolor.

Proteina | Especie Modelo/Hallazgo Conclusion Referencia

Induccién de alodinia tactil ante la
HMGB1 Rata administracion de HMGB1 en el

" pronociceptivo. 2001.
nervio ciatico.

HMGB1 tiene un papel | Chacur et al.,

La administracion de HMGB1 en el

nervio ciatico permite el desarrollo | HMGB1 tiene un papel

de alodinia mecéanica y térmica. importante  en el ) .
HMGB1/ Shibasaki et
Rata desarrollo de
RAGE ) ) ) o al., 2010.
La ligadura del nervio: hipersensibilidad en el

1) Aumenta la expresion del | dolor neuropético.
ARNm de HMGBL1 en GRD L4
y L5.
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Proteina | Especie Modelo/Hallazgo Conclusién Referencia
2) Incrementa la expresion de
HMGB1 en neuronas y células
gliales satélite.
3) Atenua la hipersensibilidad por
la administracién de anticuerpo
anti-HMGB1.
4) Aumenta la expresion de RAGE
en GRD.
El dafio al nervio tibial:
1) Incrementa los niveles de
HMGB1 citoplasméatico en
GRD L4/L5.
2) Reduce la hipersensibilidad por
la administracion de
glicirricina, un inhibidor de )
HMGB1 se libera de
HMGBL1. )
manera  activa  en
) neuronas sensoriales y | Feldman et al.,
HMGB1 Rata En neuronas sensoriales: )
. contribuye al 2012.
1) Aumenta los niveles de .
) mantenimiento del
HMGB1 en el citoplasma y en .
dolor neuropatico.
el sobrenadante extracelular
postinduccion de la
despolarizacion.
2) Se moviliza calcio en presencia
de HMGBL1.
3) HMGBL1 incrementa la
excitabilidad neuronal.
HMGB1 tiene un papel
La administracion intraplantar de | pronociceptivo en la | Tanakaetal.,
HMGB1 Rata ) ) » ) »
HMGB1 induce inflamacion e | induccion de 2013.
hiperalgesia en la rata. hiperalgesia.
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Proteina | Especie Modelo/Hallazgo Conclusion Referencia
La administracion de
trombomodulina recombinante
humana abole la hiperalgesia
producida por HMGB1.
La hiperalgesia inducida por LPS se
abole con la administracion de anti-
HMGBL1.
La activacion de  neuronas
sensoriales por at-HMGB1 es | Laactivacion de RAGE
dependiente de RAGE. a través de at-HMGB1
produce la
HMGBL/ Aumenta la expresién de ARNm de sens-ibilizacién de los Allette et al.
RAGE Rata RAGE en el GRD post dafio del | nociceptores 'y la 2014,
nervio tibial. hiperalgesia mecanica
asociada a los estados
La administracion de anti-RAGE | de dolor neuropético
revierte la hiperalgesia mecanica | crénico.
producida por el dafio a los nervios.
El receptor TLR5 co-localiza con | La  induccion  de
NF-200 en neuronas de didmetro | hipersensibilidad  en
grande, fibras A. modelos de  dolor
TLR5 Rat6n persistente  por la | Xuetal., 2015.

La activacion de TLR5 por flagelina
permite la entrada a la célula de QX-
314, lo que reduce las corrientes de
sodio en fibras A del GRD.

activacion de las fibras
AP depende de los
TLR5.
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Proteina | Especie Modelo/Hallazgo Conclusién Referencia
La administracién intraplantar de
flagelina y QX-314 reduce la
alodinia mecanica producida por
neuropatia diabética, dafio a los
nervios o quimioterapia.
La co-aplicaciéon de flagelina/QX-
314 suprime la conduccién de las
fibras AP en animales naive y con
dolor por quimioterapia.
HMGBL1 activa al TLR5; la region
C-terminal es esencial para la union »
La union de HMGBL al
de HMGBL1 al receptor.
receptor TLR5
) » promueve la liberacion
HMGBL/ ] La interaccion HMGBI1-TLR5 . Dasetal.,
Raton . i . de mediadores
TLR5 activa NF«B, por la via dependiente . . 2016.
) proinflamatorios
de MyD88, liberando TNF e IL-8. . )
induciendo
o ) hipersensibilidad al
La sefializacion del TLR5 mediada dol
olor.
por HMGB1 induce alodinia tactil.
La administracion intraplantar de
HMGBL1 en sus diferentes estados | HMGBL tiene un papel 5
i o o . Tsujita et al.,
HMGB1 Raton redox o de LPS produce alodinia | pronociceptivo a nivel B

mecanica, la cual se previene con la
administracion de trombomodulina
soluble (TMa).

periférico.
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Proteina | Especie Modelo/Hallazgo Conclusién Referencia
TMao, acelera la degradacién por la
trombina de las formas tiol y
disulfuro de HMGBL.
La inyeccion intratecal de HMGB1
recombinante produce hiperalgesia
mecénica.
La administracién i.t. de un anti-
HMGB1 revierte la
hipersensibilidad producida por la
ligadura parcial del nervio ciético.
La HMGB1 aumenta
) o los niveles de IL-1pB en
Los pretratamientos con inhibidores ) )
S ) los astrocitos espinales )
] del TLR4 e inhibidores de astrocitos . » Morioka et al.,
HMGB1 Raton ) ) o por interaccion con los
previenen la  hipersensibilidad ) 2019.
TLR4, produciendo
evocada por HMGB1. . o
hipersensibilidad al
. dolor.
Los niveles de IL-1B se ven
aumentados con la activacion de los
astrocitos; el bloqueo de los TLR4
previene el incremento de IL-1p;
anti-1L-1B previene la
hipersensibilidad  inducida  por
HMGBL.
La forma disulfuro de
La administracion i.t. de ds-HMGB1 | HMGB1 induce
) ) ) ) Agalave et al.,
HMGB1 Ratdn incrementa la reactivad de la | conductas tipo 2020

microglia espinal en ambos sexos.

dolorosas en machos y

hembras. Sin embargo,
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Proteina | Especie Modelo/Hallazgo Conclusion Referencia

La exposicion a ds-HMGBL1 en la | los efectos

microglia lleva al incremento del | pronociceptivos a nivel

ARNmM de TNF, IL-1p y CCL2 en | central son

machos. dependientes del sexo.

La ds-HMGB1 induce

hipersensibilidad  mecéanica en

machos y hembras.

El knockout del TLR4 en la

microglia o la administracion de

minociclina atenla la

hipersensibilidad producida por ds-

HMGB1 en machos.

En dolor neuropético por diabetes

tipo 2:

1) La administracién de
glicirricina revierte la | Los procesos
hiperalgesia térmica y | inflamatorios mediados
mecénica. por HMGB1,

HMGBL Ratay | 2) EI tratamiento con glicirricina | potenciados en | Thakuretal.,
raton disminuye la expresion de | diabetes, contribuyen al 2020.

HMGB1, TLR4 y NLRP3 en
GRD.
La hiperglucemia aumenta la
liberacién y la localizacion en el
citoplasma de HMGB1, revertida

con el tratamiento con glicirricina.

mantenimiento del
dolor en la neuropatia

diabética.

36




Hipdtesis y objetivos

3. HIPOTESIS
La activacion espinal de TLR5 y RAGE contribuird al mantenimiento de la
hipersensibilidad nociceptiva inducida mediante la administracion de reserpina.

4. OBJETIVO GENERAL
Determinar la participacion espinal de TLR5 y RAGE en la hipersensibilidad

nociceptiva inducida por la reserpina en ratas.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar el papel de TLR5 y RAGE, mediante herramientas farmacologicas,
en la hipersensibilidad al dolor que se genera con la reserpina en ratas.
e Determinar, mediante western blot, la expresion de las proteinas TLR5 y RAGE
en la médula espinal y GRD de ratas tratadas con reserpina.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar hembras con un peso corporal de 200-220 g. Todos los
animales fueron proporcionados y mantenidos en el bioterio del Cinvestav, Sede Sur,
bajo condiciones de temperatura y humedad controladas y ciclos de luz-oscuridad de
12 horas, con libre acceso a agua y alimento. Los animales se habituaron a la
manipulacion y a los equipos y técnicas de evaluacion durante 3 dias consecutivos antes
de cada procedimiento. Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con los
lineamientos éticos para la investigacion del dolor experimental en animales
(Zimmerman, 1983) y con los protocolos aprobados por el Comité Institucional para el
cuidado y uso de animales del Cinvestav (Protocolo 0042-13). Cada rata fue utilizada

solo una vez y se sacrificaron en una camara con CO; al finalizar cada experimento.

6.2 Modelo de fibromialgia inducido por reserpina

El dolor se indujo de acuerdo con el procedimiento descrito por Nagakura y
colaboradores en 2009 (Nagakura et al., 2009). La reserpina a la dosis de 1 mg/kg se
disolvidé en una solucion acida (acido acético al 0.5% en solucion salina 0.9%).
Posteriormente, se administrd por via subcutanea una vez al dia durante tres dias
consecutivos. Para determinar si el modelo de fibromialgia inducido por reserpina
gener0 hipersensibilidad al dolor, se evaluo si las ratas desarrollan alodinia tactil e

hiperalgesia muscular.

6.3 Alodinia tactil

La alodinia fue evaluada con el método descrito por Chaplan et al. (1994). Se determiné
el umbral de retiro de la pata previo a la administracién de reserpina y a los dias 1, 3,
5,7, 10, 14 y 21 posteriores a la Gltima inyeccién de reserpina utilizando un método
descrito en la literatura (Dixon, 1980; Chaplan, 1994). Los dias de evaluacion, las ratas
se colocaron de forma individual en cajas de acrilico transparente sobre una malla
metalica durante 30 min para habituacion. Los animales fueron estimulados en la parte
media de ambas patas traseras con los filamentos calibrados de von Frey. Se considera

una respuesta positiva a la conducta de retiro de la pata estimulada en un lapso de hasta
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8 segundos, mientras que una respuesta negativa es aquella donde el estimulo no genera
el retiro de la pata en el mismo lapso. Después de la primera respuesta positiva
(marcada con una “X”), la pata se estimulé otras cuatro veces tomando en total una
serie de seis patrones de respuestas positivas y negativas (marcadas con un “0). Se
inicié la estimulacion con el filamento de 4.31 g y se ascendié o descendié con
incrementos logaritmicos de rigidez (1.65-6.65 g) en funcion de la respuesta del animal.
El 50% del umbral de retiro se calcul6 con la siguiente formula:
10[Xf+ k8]

50% umbral (g) = W

Donde:

Xf: valor del ultimo filamento de von Frey utilizado (en unidades logaritmicas)

k: factor de correccion basado en los patrones de respuesta de la tabla de calibracion y
al valor tabulado en base al nimero de respuestas positivas y negativas.

o: diferencias de promedio, en unidades logaritmicas, entre estimulos.

6.4 Hiperalgesia muscular

La hiperalgesia muscular se determin6 antes de la primera inyeccion de reserpina 'y en
los dias 1, 3, 5, 7, 10, 14 y 21 dias posteriores a la Gltima inyeccion. Las ratas se
inmovilizaron utilizando un pafio de franela y cada extremidad posterior se posiciond
para aplicar una fuerza mecanica que incremente linealmente (maximo 250 g) sobre el
area media del musculo gastrocnemio. La respuesta se midié como la presién en
gramos necesaria para que la rata retire la extremidad o vocalice. Cada prueba se repitio
por triplicado, con intervalos de un minuto entre cada estimulo. El promedio de umbral

de presion muscular se calcul6 con base en las tres mediciones (Schéfers, 2003).

6.5 Obtencion del tejido para realizar western blot

Las ratas se sacrificaron por decapitacion y se extrajeron los GRD (L4-L6) y la parte
lumbar de la médula espinal (L1-S1) en su porcion dorsal. Inmediatamente, se
sumergieron en nitrégeno liquido y se almacenaron en tubos de centrifugacion a -70°C
hasta su uso. Las muestras se homogenizaron con 300 pl de amortiguador RIPA (Tris
50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NP40 1%, SDS 0.1%) que contiene una serie de
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inhibidores de proteasas (aprotinina 6.8 pg/ml, leupeptina 4 ug/ml, pepstatina A 4
pg/ml, SBTI 4 pg/ml, PMSF 2 mM y NaVO4 2 mM). Posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 14,000 rpm a 4°C durante 10 minutos. Se colecté el sobrenadante y se

almaceno a -70°C hasta la cuantificacion de proteinas totales.

6.6 Expresion de las proteinas TLR5 y RAGE

Se determind la concentracion de proteinas totales del sobrenadante por el método de
Bradford (Bradford, 1976). Se tomaron volumenes equivalentes a 50 ug de proteina
total y se sometieron a separacion por electroforesis (SDS-PAGE) en un gel de
poliacrilamida de dos dimensiones al 10%. Las proteinas se transfirieron a membranas
de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Las membranas se bloquearon a 4°C durante
toda la noche con leche descremada al 5%. Posteriormente, se incubaron durante 24 h
a 4°C con un anticuerpo primario dirigido contra TLR5 (mouse anti-TLR5; dilucion
1:500, Cat. sc-57461, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) o RAGE (mouse
anti-RAGE, dilucion 1:1000, Cat. sc-365154, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA). Para la inmunodeteccion del anticuerpo primario de ambos receptores se utilizd
un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rébano (anti-mouse BP-HRP
conjugado, dilucién 1:7000, Cat. sc-516102, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA). Finalmente, mediante un sistema de quimioluminiscencia (Western Lightning®
Plus-ECL, MA, EUA) se obtuvo una imagen fotografica (ChemiDoc™ XRS+
ImagingSystem, Bio-Rad, CA, EUA) y posteriormente se realizd el analisis
densitométrico de las bandas (ImageLab™ version 5.0, Bio-Rad, CA). Después de la
deteccion de TLR5 y RAGE, las membranas nuevamente se bloquearon e incubaron
con un anticuerpo contra f-actina (mouse anti-actina, dilucion 1:10000, Cat.
SAB2100878, GeneTex, Irvine, CA) y su respectivo anticuerpo secundario (anti-
mouse, dilucién 1:7000, Cat. 115-035-003, Jackson ImmunoResearch Laboratories,
West Grove, PA). La expresion de B-actina se us6é como control de carga para

normalizar los niveles de la expresién de las proteinas.
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6.7 Farmacos

El inhibidor del TLR5 TH1020 (4-((4-bencil-5-(piridin-4-yl)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)
pirido[3',2",4,5]-tieno  [3,2-d] pirimidin,4-[[4-(fenilmetil)-5-(4-piridinil)-4H-1,2,4-
triazol-3-ilJtio] pirido [3',2":4,5] tieno[3,2-d]pirimidina) (Cat. SML1741), el
antagonista del RAGE FPS-ZM1 (N-bencil-4-cloro-N-ciclohexilbenzamida) (Cat.
553030) vy la reserpina (Cat. R0875) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO).

6.8 Analisis de los datos y estadistica

Los resultados conductuales se expresaron como la media + el error estandar (EE) de
seis animales por grupo. ElI umbral de retiro y el umbral de presion muscular se
graficaron en funcion del tiempo. Posteriormente se determiné el area bajo la curva
(ABC) de los cursos temporales mediante el método de los trapezoides y se grafico la
media = EE de cada grupo. Los resultados del western blot se presentaron como la
media £ EE de cuatro animales por grupo graficando el porcentaje de intensidad
relativa de las bandas con respecto a su control de carga.

Para determinar las diferencias entre 3 0 méas tratamientos, se realizd el analisis de
varianza (ANOVA) de una o dos vias seguido por la prueba de Bonferroni. Las
diferencias entre dos grupos se analizaron mediante la prueba t de Student. Para todos
los casos, un valor de P menor a 0.05 se considero significativo.

Todos los andlisis y gréaficos se realizaron con el programa estadistico GraphPad Prism
8.0.1 (GraphPad Inc. San Diego, CA).
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7. DISENO EXPERIMENTAL

7.1 Induccion del modelo de fibromialgia

Los animales se habituaron a la manipulacion y a los equipos a utilizar. Posteriormente
se determinaron los valores basales de las conductas nociceptivas (alodinia tactil e
hiperalgesia muscular) en ambas patas traseras de las ratas. A continuacion, se
administré el vehiculo (&cido acético al 0.5%) o la reserpina (1 mg/kg) por via
subcutanea sobre el cuello de la rata, una vez al dia durante tres dias consecutivos.
Después, se midieron las conductas en los dias 1, 3, 5, 7, 10, 14 y 21 posteriores a la

ultima inyeccién de vehiculo o reserpina (Figura 12).

Evaluacion conductual

Evaluacion de la
condu

m -l- -Jl-l-g-l-g-l--l-l-$-l-l-l-&:---l-l-l-l-l-;»

Habituacion
Administracion de reserpina o
vehiculo

Figura 12. Disefio experimental de la evaluacion conductual correspondiente al establecimiento del modelo de

fibromialgia inducido por reserpina.

7.2 Evaluacién farmacolégica

Para evaluar la participacion de TLR5 y RAGE en el mantenimiento de la
hipersensibilidad al dolor en el modelo de fibromialgia inducido por reserpina, se
administraron el TH1020 (inhibidor de TLR5) y el FPS-ZM1 (antagonista de RAGE).
Se utilizaron grupos independientes de seis ratas para cada conducta y dosis a evaluar.
A los dias 5 y 7 posteriores a la ultima administracion de reserpina se realizé la
inyeccion i.t. del vehiculo o de los antagonistas a las concentraciones sefialadas en la
Tabla 4.
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Tabla 4. Concentraciones de los farmacos.

Farmaco Concentracion (ug/10 pl) Vehiculo
TH1020 30, 100y 300 DMSO al 30%
FPS-ZM1 10,30y 100 DMSO al 15%

El efecto sobre la alodinia y la hiperalgesia se evalto durante 8 horas (Figura 13).

Administracion i.t. de
los farmacos o vehiculo

“ppnpgen, -

Evaluacion de la |
Evaluacion de la conducta basal

conducta basal Evaluacion conductual

i 1 s |.l.l.|.|é|.lﬂl.|.|.l.l.l.l.l.l.l.l.l.l.l.) Dias

Habituacion

Administracion de reserpina o
vehiculo

Figura 13. Disefio experimental de la evaluacion del efecto en la alodinia e hiperalgesia de los farmacos en ratas
reserpinizadas. i.t: intratecal.

7.3 Determinacion de la expresion de TLR5 y RAGE por western-blot.

Se utilizaron grupos independientes de cuatro ratas para determinar los posibles
cambios en la expresion de TLR5 y RAGE. Se realiz6 la inmunodeteccion de dichas
proteinas mediante western blot a partir de muestras de GRD L4-L6 y la médula espinal
dorsal, los cuales fueron extraidos a los dias 1, 3, 5, 7, 10, 14 y 21 posteriores a la

Gltima inyeccion de reserpina (Figura 14).
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Extraccion de ME y GRD

Evaluacion de la
conducta basal

IJIIIILIIILIIIIIIII e lllllllllllllg¢ Dias

Administracion de reserpina

Figura 14. Disefio experimental para la extraccion de médula espinal y ganglio de la raiz dorsal para el anélisis por
western blot. ME: Médula espinal; GRD: Ganglio de la raiz dorsal.
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8. RESULTADOS

8.1 La reserpina indujo la aparicién de conductas nociceptivas

La administracion subcuténea de reserpina (1 mg/kg por 3 dias) redujo el umbral de
retiro en ambas patas traseras de las ratas hembra, lo que se interpretd como alodinia
tactil generalizada (Figura 15A). Dicho efecto se observo a partir del primer dia post-
administracion de reserpina y se mantuvo hasta el dia siete post-administracion. El
efecto méximo se observé entre el dia 1 y 7 posterior a la ultima administracion de
reserpina. Ademas, la reserpina redujo el umbral de presion muscular en ambas patas
posteriores de las ratas, lo que se interpretdé como hiperalgesia muscular generalizada
(Figura 15B). El umbral disminuy0 a partir del dia tres posterior a la administracion
de reserpina y persistio hasta los dias 10 y 14. El efecto maximo se observé al dia 7 y

regreso a niveles basales entre el dia 14 y 21.

Respatader -@- Respataizq -@- Vehpataizq Veh pata der
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Figura 15. Curso temporal de la alodinia tactil e hiperalgesia muscular asociada con la administracién de
reserpina en ratas hembra. Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, ***p < 0.001 vs
Vehiculo izquierda; #p < 0.01, ##p < 0.001 vs Vehiculo derecha, por ANOVA de dos vias, seguido de la prueba de
Bonferroni. Las flechas indican los tiempos de administracion de reserpina o vehiculo. Res: Reserpina; Veh:

Vehiculo; der: derecha; izq: izquierda.
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8.2. El antagonista de TLR5 (TH1020) revirtié parcialmente la alodinia tactil
inducida por la administracion de reserpina en ratas

La administracion intratecal de TH1020, un antagonista selectivo de TLR5, pero no su
vehiculo (DMSO al 30%), revirtio de manera parcial la alodinia téctil inducida por la
administracion subcutanea de reserpina alcanzando un efecto maximo una hora
después de la administracion (Figura 16A). El efecto del TH1020 fue dependiente de
la dosis (Figura 16B).
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Figura 16. Efecto del TH1020 sobre la alodinia tactil inducida por la administracion de reserpina en ratas
hembra. A. Curso temporal del efecto de la administracion intratecal de TH1020 (30 - 300 nmol) o su vehiculo
(DMSO 30%) sobre la alodinia tactil inducida por reserpina en ratas hembra. Cada punto representa el promedio de
6 ratas + EE. *p < 0.05, **p<0.01, ***p < 0.001 vs Vehiculo por ANOVA de dos vias, seguido de la prueba de
Bonferroni. B. Area bajo la curva calculada a partir del curso temporal. Representacion del promedio de 6 ratas +
EE. **p<0.01 vs Vehiculo, por ANOVA de una via, seguido de la prueba de Dunnett. Veh: Vehiculo.

8.3. El antagonista de RAGE (FPS-ZM1) revirtid la alodinia tactil inducida por la
administracion de reserpina en ratas

La administracion intratecal de FPS-ZM1, un antagonista selectivo de RAGE, pero no
su vehiculo (DMSO al 15%), revirtio la alodinia tactil inducida por la administracion
de subcutanea de reserpina alcanzando un efecto maximo alrededor de 2 h después de
la administracion (Figura 17A). El efecto del FPS-ZM1 fue dependiente de la dosis
(Figura 17B).
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Figura 17. Efecto del FPS-ZML1 sobre la alodinia tactil inducida por la administracion de reserpina en ratas

hembra. A. Curso temporal del efecto de la administracion intratecal de FPS-ZM1 (1 - 100 nmol) o su vehiculo

(DMSO 15%) sobre la alodinia tactil inducida por reserpina en ratas hembra. Cada punto representa el promedio de
6 ratas + EE. *p < 0.05, **p<0.01, ***p < 0.001 vs Vehiculo por ANOVA de dos vias, seguido de la prueba de

Bonferroni. B. Area bajo la curva calculada a partir del curso temporal. Representacion del promedio de 6 ratas +
EE. ***p<0.001 vs Vehiculo, por ANOVA de una via, seguido de la prueba de Dunnett. Veh: Vehiculo.

8.4. El antagonista de TLR5 (TH1020) no revirtié la hiperalgesia muscular

inducida por la administracion de reserpina en ratas

La administracion intratecal de TH1020 (100 nmol) o del vehiculo (DMSO 30%) no

tuvieron efecto sobre la hiperalgesia muscular inducida por la administracion

subcutanea de reserpina (Figura 18A y B).
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Figura 18. Efecto del TH1020 sobre la hiperalgesia muscular inducida por la administracion de reserpina en
ratas hembra. A. Curso temporal del efecto de la administracion intratecal de TH1020 (100 nmol) o su vehiculo
(DMSO 30%) sobre la hiperalgesia muscular inducida por reserpina en ratas hembra. Cada punto representa el
promedio de 6 ratas + EE. vs Vehiculo por ANOVA de dos vias, seguido de la prueba de Bonferroni. B. Area bajo
la curva calculada a partir del curso temporal. Representacion del promedio de 6 ratas + EE. vs Vehiculo, por

ANOVA de una via, seguido de la prueba de Tukey. Veh: Vehiculo.

8.5. El antagonista de RAGE (FPS-ZM1) no modifico la hiperalgesia muscular

inducida por la administracion de reserpina en ratas
La administracion intratecal de FPS-ZM1 (100 nmol) o su vehiculo (DMSO al 15%),

no revirtio la hiperalgesia muscular inducida por la administracion subcutanea de

reserpina (Figura 19A y B).
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Figura 19. Efecto del FPS-ZM1 sobre la hiperalgesia muscular inducida por la administracion de reserpina
en ratas hembra. A. Curso temporal del efecto de la administracién intratecal de FPS-ZM1 (100 nmol) o su
vehiculo (DMSO 15%) sobre la hiperalgesia muscular inducida por reserpina en ratas hembra. Cada punto
representa el promedio de 6 ratas + EE. vs Vehiculo por ANOVA de dos vias, seguido de la prueba de Bonferroni.
B. Area bajo la curva calculada a partir del curso temporal. Representacion del promedio de 6 ratas + EE. vs
Vehiculo, por ANOVA de una via, seguido de la prueba de Tukey. Veh: Vehiculo.

Estos resultados sugieren que RAGE, y en menor medida, TLR5 participan en la
modulacion de la alodinia tactil, pero no de la hiperalgesia muscular, en este modelo

de fibromialgia.

8.6. El antagonista de TLR5 (TH1020) no modificé el umbral en ratas hembra
naive

Con la finalidad de evidenciar el papel de TLR5 en condiciones fisioldgicas, la dosis
mas alta del antagonista TH1020 se administrd via intratecal en ratas naive. La
administracion intratecal de TH1020 no modificé el umbral de retiro o presion
muscular (Figura 20 y 21). La administracion i.t. del vehiculo (DMSO al 30%) no

modificd la hiperalgesia o la alodinia inducida en ratas reserpinizadas.
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Figura 20. Efecto del TH1020 sobre la alodinia tactil en ratas hembra naive. A. Curso temporal del efecto de
la administracion intratecal de TH1020 (100 nmol) sobre la alodinia téctil en ratas hembra. Cada punto representa
el promedio de 6 ratas + EE. B. Area bajo la curva calculada a partir del curso temporal. Representacion del

promedio de 6 ratas + EE. Veh: Vehiculo.
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Figura 21. Efecto del TH1020 sobre la hiperalgesia muscular en ratas hembra naive. A. Curso temporal del
efecto de la administracion intratecal de TH1020 (100 nmol) sobre la hiperalgesia muscular en ratas hembra. Cada
punto representa el promedio de 6 ratas + EE. B. Area bajo la curva calculada a partir del curso temporal.

Representacion del promedio de 6 ratas + EE. Veh: Vehiculo.

50




Resultados

8.7. El antagonista de RAGE (FPS-ZM1) no modificé el umbral en ratas hembra
naive

Para determinar el papel de RAGE en condiciones no patoldgicas, la dosis mas alta del
antagonista FPS-ZML1 se administrd via intratecal en ratas naive. La administracion
intratecal de FPS-ZM1 no afect6 el umbral de retiro y presién muscular en ratas intactas
(Figura 22 y 23). La diferencia significativa observada en el ABC del umbral de retiro
(Figura 22B) se puede atribuir a que los valores basales de ese grupo de animales
fueron menores en comparacion con el grupo de animales intactos. La administracion
I.t. del vehiculo (DMSO al 15%) no modifico la hiperalgesia o la alodinia inducida en

ratas reserpinizadas.
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Figura 22. Efecto del FPS-ZM1 sobre la alodinia tactil en ratas hembra naive. A. Curso temporal del efecto de
la administracion intratecal de FPS-ZM1 (100 nmol) sobre la alodinia tactil en ratas hembra. Cada punto representa
el promedio de 6 ratas + EE. B. Area bajo la curva calculada a partir del curso temporal. Representacion del
promedio de 6 ratas + EE. **p<0.01 vs Naive por ANOVA de una via, seguido de la prueba de Bonferroni. Veh:

Vehiculo.
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Figura 23. Efecto del FPS-ZML1 sobre la hiperalgesia muscular en ratas hembra naive. A. Curso temporal del
efecto de la administracién intratecal de FPS-ZM1 (100 nmol) sobre la hiperalgesia muscular en ratas hembra. Cada
punto representa el promedio de 6 ratas + EE. B. Area bajo la curva calculada a partir del curso temporal.

Representacion del promedio de 6 ratas + EE. Veh: Vehiculo.

8.8. Expresion de TLR5 y RAGE en ratas con fibromialgia

El western blot revel6 una banda de aproximadamente 90 kDa correspondiente al peso
molecular esperado para la proteina de TLR5. La reserpina aumento la expresion de la
proteina de TLR5 en los GRD L4-L6 y en la médula espinal dorsal de los animales en
este modelo. Esta tendencia se observo a partir del dia 7 post administracion de
reserpina y se mantuvo hasta el dia 21 post-reserpina (Figura 24). EI TLR5 se expresé

mas en la médula espinal que en los GRD.
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Figura 24. Expresion de la proteina de TLR5 en la médula espinal y en los ganglios de la raiz dorsal posterior

a la administracion de reserpina en ratas hembra. Cada barra representa el promedio de 4 ratas + EE. *p < 0.05,

***p<0.01 vs Naive por ANOVA de una via, seguido de la prueba de Bonferroni.

En el analisis de la expresion de la proteina de RAGE, el western blot revelé una banda

de aproximadamente 46 kDa correspondiente al peso molecular esperado para la

proteina de RAGE. La reserpina aumento el porcentaje de expresion de la proteina de

RAGE en los GRD L4-L6 a los dias 14 y 21 post reserpina. De manera similar, la

reserpina aumento la expresion de la proteina de RAGE en la médula espinal dorsal de

los animales en este modelo a partir del dia 7 hasta el dia 21 post administracion de

reserpina (Figura 25). EI RAGE se expresdé de manera similar en los GRD y en la

médula espinal.
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Figura 25. Expresion de la proteina de RAGE en la médula espinal y en los ganglios de la raiz dorsal posterior
a la administracion de reserpina en ratas hembra. Cada barra representa el promedio de 4 ratas + EE. *p < 0.05,
**p<0.01, ***p<0.001 vs Naive por ANOVA de una via, seguido de la prueba de Bonferroni.
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9. DISCUSION

9.1. Alteraciones en la nocicepcién inducidas por la administracion de reserpina
En el presente estudio se observo que la administracion de reserpina (1 mg/kg, 3 dias
consecutivos) produjo alodinia tactil e hiperalgesia muscular en ratas hembra. Estos
datos concuerdan con estudios que demuestran el papel de la reserpina como inductor
de hiperalgesia muscular, hipersensibilidad térmica y alodinia mecénica y al frio en
ratas (Kulkarni, 1980; Kulkarni y Robert, 1982; Nagakura et al., 2009; Arora et al.,
2011; Kaneko et al., 2014; Blasco-Serra et al., 2015; Murai et al., 2015; Taguchi et al.,
2015; Zhang et al., 2016). Nuestros resultados muestran que la reserpina produce
hipersensibilidad mecanica y muscular en ambas patas traseras de ratas hembra, lo que
sugiere que la administracion de reserpina es capaz de generar un modelo de dolor
generalizado. Esto concuerda con lo reportado por Nagakura y colaboradores
(Nagakura et al., 2009). Asimismo, los datos obtenidos en este trabajo son similares a
los reportados por otros grupos de investigacion en distintos modelos de fibromialgia
como la inyeccion de salina &cida (Sluka et al., 2001; Sluka et al., 2003; Chen et al.,
2014; Tian et al., 2018; Chang et al., 2019; Ueda et al., 2020) y la exposicion a
diferentes tipos de estresores (Khasar et al., 2009; Cheng at al., 2011; Quintero et al.,
2000; Hung et al, 2020) en roedores. Nuestros resultados sugieren que la
administracion de reserpina produce hipersensibilidad nociceptiva generalizada, lo que
simula al dolor que se presenta en las personas con fibromialgia.

Se cree que uno de los mecanismos por el cual se genera la hipersensibilidad en este
modelo es la union irreversible de la reserpina al transportador vesicular de
monoaminas (VMAT), lo que impide el almacenamiento de NA, DA y 5-HT en sus
vesiculas (Mandela et al., 2010). Esto resulta en la inhibiciéon de la secrecion de
catecolaminas que interrumpe la activacién de sus receptores en el sistema nervioso
central. La deplecion de estos neurotransmisores ocasiona un desbalance entre los
sistemas de inhibicion y facilitacion de la modulacion descendente del dolor,
favoreciendo este ultimo y llevando a un aumento generalizado en la sensibilidad
nociceptiva (Ossipov et al., 2014). Se sabe que la reserpina induce la activacion de la
microglia localizada en el asta dorsal de la médula espinal y que dicha activacion

contribuye al desarrollo de la hiperalgesia mecanica en este modelo (Taguchi et al.,
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2015). Asimismo, se ha visto que hay un aumento de citocinas proinflamatorias, como
IL-1B y TNF, en el cerebro de roedores tras la administracion de reserpina (Szelenyi et
al., 2000; Huang et al., 2014; Arora y Chopra, 2013). Esto sugiere que la respuesta
inmune forma parte de un posible mecanismo que contribuye a la aparicion de
conductas nociceptivas en este modelo de fibromialgia. Lo anterior concuerda con lo
visto en la clinica, en donde se han encontrado niveles elevados de citocinas
proinflamatorias como IL-6, IL-8, TNF y HMGBL1 en suero y liquido cefalorraquideo
de pacientes con fibromialgia (Wallace et al., 2001; Gur et al., 2002; Oktayoglu et al.,
2013). De igual forma, se ha demostrado que ocurre un incremento en la activacion de
la microglia en la corteza cerebral de pacientes con fibromialgia (Albrecht et al., 2019).
De manera interesante, los grupos de investigacién de la Dra. Svensson y el Dr.
Andersson en un articulo reciente (Goebel et al., 2021) demostraron que la
administracion de la inmunoglobulina G (IgG) de pacientes con fibromialgia en ratones
induce la aparicion de conductas nociceptivas gracias a la sensibilizacion de las
aferentes primarias en dichos animales. Esto puede sugerir que la fibromialgia tiene un

componente autoinmune, lo que requiere de mayor investigacion.

9.2. TLR5 y RAGE participaron en el mantenimiento de la hipersensibilidad
nociceptiva inducida por reserpina

En el presente trabajo se observd que el TH1020, un inhibidor del complejo
flagelina/ TLRS5, revirtié de manera parcial la alodinia tactil. Por el contrario, el TH1020
no tuvo efecto sobre la hiperalgesia muscular inducida en este modelo de fibromialgia.
Asimismo, el FPS-ZM1, un farmaco que bloguea el sitio de unién al ligando del RAGE,
revirtio la alodinia tactil inducida por la administracion de reserpina en ratas hembra,
pero no la hiperalgesia muscular, inducida por la administracion de reserpina.

Estos resultados nos permiten sugerir que TLR5 y RAGE a nivel espinal participan en
la modulacion de la alodinia tactil inducida por reserpina. Nuestros hallazgos
concuerdan con estudios previos que demostraron el efecto pronociceptivo que tienen
los TLR5 y RAGE. Por ejemplo, se ha reportado que la activacion del TLR5 por
flagelina y HMGBL1 induce alodinia mecanica en ratones (Das et al., 2016). Esto

concuerda con lo descrito previamente por Stokes y colaboradores (2013) en donde
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observaron que el knockout de TLR5 atenta la alodinia tactil en ratones con dolor
neuropatico. Por otro lado, se ha visto que el TLR5 se localiza principalmente en las
fibras AP en el GRD, y que la coadministracion de flagelina y de un derivado de
lidocaina (QX-314) revierte la alodinia mecanica producida por quimioterapia (Xu et
al., 2015). Estudios previos han demostrado que la activacion de los TLR5 en la
microglia induce la liberacion de mediadores proinflamatorios, regulacion de la
quimiotaxis e incremento en la actividad fagocitica (Ifuku et al., 2020).
Adicionalmente, se ha descrito la participacion del TLR5 en la formacion de un
heterodimero con el TLR4 en respuesta al dafio a los pulmones, esta interaccion regula
la sefializacién candnica del TLR4 y promueve y potencia la activacion de la via
dependiente de MyD88 (Mizel et al., 2003; Hussain et al., 2020). Esto genera un
incremento en la liberacién de citocinas proinflamatorias, como IL-6 y TNF. Lo
anterior nos permite sugerir que la activacion del TLRS, tanto en las fibras A como
en las células gliales, y su posible interaccion con otros receptores como TLR4 podrian
contribuir al desarrollo de conductas nociceptivas.

De manera analoga, Allette y colaboradores (2014) identificaron que tras la
administracion de un anticuerpo anti-RAGE se revierte la hiperalgesia mecéanica
producida en roedores con dolor neuropético. También se ha visto que la activacién de
RAGE por HMGBL sensibiliza a las neuronas del GRD y el bloqueo de esta activacion
podria contribuir al desarrollo de analgesia en ratas diabéticas (Bestall et al., 2018).
Asimismo, se observo que la administracion de piridoxamina (un inhibidor de los
productos de glicosilacion avanzada) revierte la alodinia mecénica inducida en ratas
diabéticas. Este efecto ocurre gracias al bloqueo de la activacion del RAGE espinal y
de la via de sefializacion dependiente de NF-kB por la piridoxamina (Zhang et al.,
2020). A nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que evalla el papel de TLR5

y RAGE en un modelo de dolor funcional en la rata.

9.3. TLR5 y RAGE no participaron en el mantenimiento de la hiperalgesia
muscular en el modelo de fibromialgia
Este trabajo demuestra que el bloqueo farmacologico de la actividad de TLR5 y RAGE

no tiene efecto sobre el umbral de presion muscular observado en ratas hembra en este
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modelo de fibromialgia. Existe evidencia que sugiere que el dolor producido a nivel
muscular difiere con otros tipos de dolor, como el cutaneo, en los mecanismos que lo
originan. Para la generacion del dolor muscular el ATP y los protones (H*) son
particularmente importantes. Estas moléculas son liberadas por las células musculares
como metabolitos tras la fatiga o dafio, lo que permite la activacion de sus receptores
(P2X3 o ASIC3) en los nociceptores que inervan al musculo. Dicha activacion
sensibiliza a las aferentes primarias produciendo hipersensibilidad en las fibras
musculares. Asimismo, estos metabolitos pueden activar a los macréfagos adyacentes
produciendo la liberacion de mediadores inflamatorios hacia los nociceptores, lo que
contribuye al desarrollo de hipersensibilidad (Jankowski et al., 2013; Gregory et al.,
2015; Lesna y Sluka, 2019). También se ha sugerido que el estrés oxidativo podria
estar participando en las alteraciones que se producen en las fibras musculares en el
modelo de fibromialgia inducido por reserpina. Favero y colaboradores demostraron
que la reserpina induce cambios a nivel mitocondrial en las fibras musculares y que
estos cambios incrementan la liberacion de especies reactivas de oxigeno lo que
sensibiliza a las fibras aferentes que inervan al musculo (Favero et al., 2017; Favero et
al., 2019). En conjunto, estos datos nos permiten sugerir que la hiperalgesia muscular
producida en el modelo de fibromialgia inducida por reserpina depende, en gran
medida, de los mecanismos periféricos de nocicepcion. Por este motivo, el bloqueo
espinal de TLR5 y RAGE no produjo efecto en el umbral de presién muscular

producido por la reserpina.

9.4. La reserpina aumento la expresion de las proteinas de TLR5 y RAGE

TLR5 y RAGE se encontraron en la parte dorsal de la médula espinal y en los GRD de
ratas naive y tratadas con reserpina. Estos resultados concuerdan con estudios previos
que demuestran la expresion constitutiva de TLR5 (Xu et al., 2015; Jung et al., 2018;
Donelly et al., 2020) y RAGE (Allette et al., 2014; Li et al., 2016) en estos sitios.

La reserpina aumentd la expresion de TLR5 y RAGE en GRD y en la médula espinal.
Estos cambios correlacionan con el aumento de las conductas nociceptivas en las ratas
reserpinizadas. En apoyo a nuestros datos, existe evidencia en donde se describe un

aumento en la expresion de TLR5 y RAGE en modelos de dolor neuropético (Allette
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etal., 2014; Xu et al., 2015; Li et al., 2016; Wang et al., 2017; Wei et al., 2017; Zhang
et al., 2017, 2020) e inflamatorio (Nair et al., 2021). Esto nos sugiere que TLR5 y
RAGE participan en el mantenimiento del dolor maladaptativo. La actividad de estos
receptores podria estar modificada en estadios de dolor gracias a que se modulan por
fosforilacion (lvison et al., 2007; Evankovich et al., 2017). De manera interesante, se
ha observado que la interaccion entre la proteina MyD88 del TLR2/4 y RAGE
fosforilado aumenta la respuesta inflamatoria mediada por estos receptores (Sakaguchi
etal., 2011). Esto nos lleva a sugerir que el TLR5 podria interactuar de manera similar
con RAGE en el dolor.

A nuestro conocimiento, éste es el primer estudio que evalla la expresion de TLR5 y
RAGE en un modelo de fibromialgia en ratas. En conjunto, nuestros datos sugieren que
TLR5 y RAGE tienen un papel pronociceptivo en condiciones de dolor funcional en la

rata.
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10. CONCLUSIONES
e Los TLR5 espinales tienen un papel pronociceptivo en el modelo de

fibromialgia inducido por reserpina en ratas hembra.

e Los RAGE espinales tienen un papel pronociceptivo en el modelo de

fibromialgia inducido por reserpina en ratas hembra.

e Lareserpina aumenta la expresion de la proteina de TLR5 y RAGE en el GRD

y en la médula espinal.
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11. PERSPECTIVAS

En esta investigacion presentamos informacion novedosa sobre la participacion de
TLR5 y RAGE (espinales) en la hipersensibilidad al dolor inducida por reserpina. Esto
nos permite proponer una serie de experimentos subsecuentes para contribuir a la
dilucidacion de los mecanismos del dolor cronico en este modelo de dolor disfuncional.

Entre estos experimentos destacan los siguientes:

e Evaluar el efecto del knockdown de TLR5 y RAGE sobre las conductas

nociceptivas inducidas por la reserpina.

e Determinar mediante RT-gPCR la expresion de TLR5 y RAGE después del

tratamiento con el siRNA dirigido a éstos.

e Evaluar mediante herramientas farmacoldgicas el papel de la alarmina HMGB1
en el modelo de fibromialgia inducido por reserpina. Asi como la posible
interaccion de la alarmina con TLR5 y RAGE.

e Caracterizar mediante herramientas de inmunohistoquimica la localizacion
celular y subcelular de HMGB1, TLR5 y RAGE en los GRD y la médula

espinal.

e Determinar la posible formacion de heterodimeros del TLR5 y RAGE con otros
receptores involucrados en la nocicepcion como TLR4 o TRPV1.
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