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Resumen

RESUMEN

La pérdida de la inhibicion GABAérgica es un mecanismo que subyace al dolor
neuropatico. Por tal motivo, el aumento del tono GABAérgico inhibitorio a
través de la activacion de los receptores GABAa es una estrategia adecuada
para tratar el dolor neuropético. Este estudio fue disefiado con el propdsito de
conocer la funcion del receptor GABAA que contienen la subunidad alfa 6
(GABAAa-06) en condiciones fisiologicas y patolégicas en ratas hembra y
macho. Los resultados muestran que el bloqueo farmacologico o el
silenciamiento transitorio de la subunidad oe del receptor GABAa inducen
hipersensibilidad y dolor espontaneo en ratas hembra intactas. Ademas, el
receptor GABAa-as Se expresa en neuronas aferentes primarias IB4*y CGRP*
en la médula espinal y en los ganglios de la raiz dorsal (GRD) de ratas hembra
intactas, pero no en astrocitos. El dafio a los nervios espinales redujo la
expresion proteica del receptor GABAa-as en las terminales centrales de las
aferentes primarias y en los GRD, mientras que la administracion de
moduladores alostéricos positivos (MAPs) del receptor GABAAa-os disminuyo la
alodinia tactil y el dolor espontaneo en roedores hembra con dolor neuropatico,
pero no en machos. Por otra parte, la sobreexpresion del receptor GABAa-as
redujo la alodinia tactil y restauré la expresion proteica del receptor GABAAa-os
en ratas con dolor neuropéatico. De manera interesante, los MAPs del receptor
GABAa-as produjeron un efecto antinociceptivo mayor en roedores hembra,
comparado con roedores macho. Finalmente, el receptor GABAAa-ae Se expresa
en humanos. Este receptor se encontr6 en neuronas sensoriales P2X3*" y

CGRP*, pero no en astrocitos en la médula espinal de humano. Nuestros
resultados sugieren que el receptor GABAA que contiene la subunidad o tiene

una funcién antinociceptiva dependiente del sexo. Ademas, este receptor
puede representar un blanco interesante para desarrollar un nuevo tratamiento

para el dolor neuropatico.
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Abstract

ABSTRACT

The loss of GABAergic inhibition is a mechanism that underlies neuropathic
pain. Therefore, rescuing the GABAergic inhibitory tone through activation of
GABAAa receptors is a strategy to reduce neuropathic pain. This study was
designed to elucidate the function of the as-containing GABAA receptor in
physiological conditions and neuropathic pain in female and male rats.
Blockade or transient knockdown of as-containing GABAAa receptor induced
evoked hypersensitivity and spontaneous pain in naive female rats. The as
subunit was expressed in IB4* and CGRP* primary afferent neurons in the rat
spinal dorsal horn and dorsal root ganglia (DRG), but not astrocytes. Nerve
injury reduced as subunit protein expression in the central terminals of the
primary afferent neurons and DRG, whereas intrathecal administration of
positive allosteric modulators (PAMs) of the as-containing GABAA receptor
reduced tactile allodynia and spontaneous nociceptive behaviors in female, but
not male, neuropathic rats and mice. Overexpression of the spinal as subunit
reduced tactile allodynia and restores as subunit expression in neuropathic rats.
PAMs of the as-containing GABAA receptor induced a greater antiallodynic
effect in females compared to male rats and mice. Finally, as subunit is
expressed in humans. This receptor was found in CGRP* and P2Xs* primary
afferent fibers, but not astrocytes in the human spinal dorsal horn. Our results
suggest that the os-containing GABAa receptor has a sex-specific
antinociceptive role in neuropathic pain, suggesting that this receptor may
represent an interesting target to develop a novel treatment for neuropathic

pain.

XV






Introduccion

1. Introduccién
1.1. Dolor

El dolor es posiblemente la sensacion mas antigua de la cual se tenga un
registro médico. Sin embargo, el entendimiento sobre los mecanismos
celulares o moleculares que se desencadenan y/o participan en el proceso de
dolor no han sido del todo entendidos, lo que impacta de manera importante
en la falta de tratamientos farmacologicos adecuados para el alivio del dolor
cronico (Moscoso, 2012; Rodriguez-Palma y Granados-Soto, 2022). De
acuerdo con la Asociacion internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por
sus siglas en inglés), el dolor es una experiencia sensorial y emocional
desagradable asociada con, o similar a la asociada con, un dafio al tejido en
términos reales o potenciales (Raja et al., 2020). Lo anterior muestra que el
dolor es un fendémeno subjetivo, complejo e influenciado por diversos factores
tales como las emociones, el estado afectivo, las experiencias previas e
incluso el medio ambiente donde se desarrollan los individuos (Berry et al.,
2001).

El dolor crénico es un problema de salud que afecta al 27% de la poblacién
mundial. Los costos relacionados con el tratamiento del dolor y sus
consecuencias son elevados. En este sentido, se estima que al afio se
invierten cerca de 635 mil millones de pesos en la atencién médica de las
personas que sufren dolor cronico (Cohen et al., 2021; Katz, 2002; Payne,
2000). Actualmente, en México, se desconoce la cifra exacta de las personas
que padecen dolor crénico. Sin embargo, en 2010 se estimaba que alrededor
de 28 millones de mexicanos tenian dolor cronico (Covarrubias-Gomez et al.,
2010). Por tal motivo, el estudio, entendimiento y control del dolor crénico es

un tema de interés nacional e internacional.
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1.1.1. Clasificacion del dolor

El dolor se divide en dos categorias que cumplen con la funcion de proteger o
contribuir a mantener el dafio, dolor adaptativo y maladaptativo. Los
mecanismos que participan de manera activa durante el dolor adaptativo
tienen la finalidad de proteger el area lesionada o al organismo de un dafio
mayor. En contraste, el dolor maladaptativo no ofrece una funcion de
proteccion al cuerpo debido a que este tipo de dolor se origina después de una
lesion o enfermedad que afecta al sistema nervioso (Vardeh et al., 2016;
Woolf, 2004). El dolor también puede clasificarse de acuerdo con el
mecanismo neurofisiolégico que le da origen en: nociceptivo, inflamatorio,
neuropatico y disfuncional (Figura 1). El dolor nociceptivo es una respuesta
fisiolégica normal del cuerpo ante la presencia de estimulos potencialmente
dafinos. Este tipo de dolor se inicia por la activacion de los nociceptores que
tienen un umbral de activacion suficientemente alto para no interferir con las
actividades diarias, pero adecuadamente bajo para producir una respuesta de
alarma para evitar el dafo al tejido (Woolf, 2004, 2010). El dolor inflamatorio
es una respuesta del cuerpo ante el dafio tisular o una infeccién. El dafio tisular
induce un proceso inflamatorio que esta acompafado por el reclutamiento y la
proliferacion de células del sistema inmune, ademas de la liberacion de
sustancias pronociceptivas como citocinas proinflamatorias, bradicinina,
prostaglandinas, sustancia P, entre otras. Todas estas sustancias, liberadas
en el sitio de la lesion, alteran la sensibilidad de los nociceptores contribuyendo

a incrementar el proceso doloroso (Vasko, 2009; Woolf, 2004, 2010).

Por otra parte, el dolor neuropatico resulta de una lesion directa a los nervios,
de una afeccibn metabdlica, una enfermedad viral o por tratamientos
farmacolégicos que afecten el funcionamiento correcto del sistema
somatosensorial y, con ello, la percepcion de los estimulos nocivos (Scholz et

al., 2019). Finalmente, el dolor disfuncional es una respuesta de
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hipersensibilidad o dolor inexplicable ya sea generalizado o localizado. Este
tipo de dolor se presenta en ausencia de un dafio estructural o inflamacién
aparentes. Entre los padecimientos asociados con este tipo de dolor se
encuentra el sindrome de colon irritable, la disfuncion temporomandibular
cronica, el sindrome de dolor pélvico y de fatiga crénica (Egloff et al., 2014;
Mayer et al., 2009; Nagakura, 2015). En la Tabla 1 se resume la clasificacion

del dolor.

Tabla 1. Clasificacion del dolor

Clasificacion del dolor

Funcion Tipo de Definicion Ejemplos
dolor
Adaptativo Brinda Nociceptivo Dolor que se Dolor de
proteccion al presenta en estdbmago
organismo. respuesta a Dolor muscular
un estimulo
Nnocivo.

Inflamatorio  Sensibilidad Artritis
espontanea reumatoide
que se Dolor
presenta postoperatorio
despues de Lesion en la
una lesién al piel
tejido.

Maladaptativo Es el resultado  Neuropéatico Dolor Neuropatia
de un causado por diabética
funcionamiento una lesién o Dolor del
inadecuado del enfermedad nervio ciatico
sistema gue afecta al Neuralgia
sensorial. sistema postherpética
No brinda nervioso
funcion de central o
proteccion al periférico.
organismo. Disfuncional Sensibilidad Fibromialgia

en ausencia Sindrome de
de un dafio colon irritable
aparente al Dolor pélvico
sistema crénico
nervioso.
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A. Dolor nociceptivo B. Dolor inflamatorio

Adaptativo, dolor de alto umbral
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Figura 1. Clasificacién del dolor. El dolor se puede dividir en 4 clases: A) el dolor nociceptivo
representa la sensacion asociada con la deteccién de un potencial estimulo nocivo al tejido.
B) el dolor inflamatorio esta asociado con la lesion al tejido y la infiltracién de células del
sistema inmune. Este dolor puede promover la reparacion por causar dolor hasta que el dafio
sea resuelto. C) el dolor neuropético es estado patolégico causado por la lesion directa del
sistema nervioso central y periférico. D) el dolor disfuncional se caracteriza por la ausencia de
una lesion o proceso inflamatorio aparente al cuerpo. Sin embargo, hay una funcién anormal
del sistema sensorial. Imagen realizada utilizando BioRender.com.
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1.1.2. Nocicepcidn

Los tejidos cutdneos y somaticos se encuentran inervados por neuronas
aferentes primarias que tienen contactos sinapticos con neuronas de segundo
orden dentro de la médula espinal. Los nociceptores son una familia amplia de
neuronas sensoriales capaces de traducir estimulos mecanicos, térmicos y
quimicos provenientes del ambiente, externo e interno, en potenciales de
accion a través de la expresion de una serie de proteinas localizadas en la
membrana celular (Gold y Stucky, 2020). En este sentido, las neuronas
aferentes primarias desempefian una funcién importante en el proceso de la
nocicepcion que involucra los mecanismos neuronales a través de los cuales
un estimulo nocivo originado en la periferia se transmite al sistema nervioso
central (SNC). La nocicepcion esta conformada por 4 procesos principales: 1)
la transduccion que se refiere al proceso mediante el cual un estimulo nocivo
se convierte en una sefial eléctrica; 2) la transmision es la propagacion de las
sefales eléctricas a través de las fibras aferentes primarias; 3) modulacion que
involucra la amplificacion o inhibicion de la sefial nociceptiva, si la informacién
nociceptiva es amplificada y enviada a centros supra-espinales se presenta;
4) la percepcidon consiste en la integracién de las sefiales nociceptivas con
factores cognitivos y emocionales que le brindan al dolor la caracteristica de
ser una experiencia consiente y altamente subjetiva (Figura 2) (Kidd y Urban,
2001; Tracey y Mantyh, 2007).
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Figura 2. La via del dolor. La via del dolor esta integrada por 4 procesos principales: 1)
transduccion, 2) transmisién, 3) modulacion y 4) percepcion. Imagen realizada utilizando
BioRender.com.

1.1.3. Nociceptores

Las aferentes primarias tienen sus cuerpos celulares localizados en los
ganglios de la raiz dorsal (GRD) o el ganglio del trigémino (GT) y poseen un
axon que se bifurca en una fibra periférica que inerva los tejidos blancos y una
fibra central que hace sinapsis con neuronas de la médula espinal. Los
nociceptores se pueden clasificar de acuerdo al calibre de sus axonesy al nivel
de mielinizacion (Figura 3) (Middleton et al., 2021).

Las fibras AP poseen axones de diametro grande (>10 ym) envueltos en una
capa gruesa de mielina. Ademas, las fibras AP tienen una velocidad de
conduccion rapida del estimulo nocivo (30-100 m/seg); por lo tanto, participan

en la deteccién de estimulos mecdanicos inocuos como presion, tacto y
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vibracion, entre otros. En contraste, los axones de las fibras Ad son de
diametro mediano (2-6 ym) y tienen una capa de mielina mas delgada en
comparacion con las fibras AB. Las fibras Ad tienen una velocidad de
conduccion media (12-30 m/seq) y se clasifican en mecanorreceptores de bajo
y alto umbral. Por otra parte, las fibras Ad pueden activarse por estimulos
térmicos. En este sentido, el 12% de las fibras Ad son sensibles al calor (~42
°C) y el 50% de éstas son sensibles al frio (~8 °C). La heterogeneidad que
tienen las fibras Ad les confiere adaptarse lentamente al estimulo nocivo; lo
gue ayuda a comprender porque la sensacion de dolor permanece durante
todo el estimulo (Cain et al., 2001; Caterina y Julius, 1999; Smith y Lewin,
2009). Por su parte, las fibras C son de didmetro pequefio (0.4-1.2 ym) y no
poseen mielina, lo cual reduce la velocidad de conduccion de la informacién
sensorial (0.5-2 m/seg). De manera general, las fibras C son activadas por
diversos estimulos nocivos como presion mecéanica, calor y sustancias
quimicas. Esto les confiere su caracteristica de ser fibras polimodales. Las
fibras C son el grupo de fibras sensoriales mas abundante y se clasifican en
peptidérgicas y no peptidérgicas. Estas subpoblaciones de neuronas se ha
definido por la presencia del péptido relacionado al gen de la calcitonina
(CGRP) ylo sustancia P (SP) en el caso de las neuronas peptidérgicas,
mientras que las neuronas no peptidérgicas se caracterizan por la union de
isolectina B4 (IB4) y/o la expresion del receptor purinérgico P2X3 (Middleton et
al., 2021; Smith y Lewin, 2009). Ademas, el ultimo grupo de fibras C,
identificado en roedores y humanos, se denomina “silenciosas”. Las fibras C
silenciosas no poseen mielina en sus axones y se localizan en la piel,
articulaciones y visceras. Este tipo de fibras no se activan por estimulos
mecanicos o térmicos. Sin embargo, se sensibilizan a estos estimulos en

condiciones de inflamacion o dafio tisular (Weidner et al., 1999).
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Figura 3. Tipos de fibras sensoriales. Las fibras aferentes primarias presentan diferentes
grados de mielinizacién y didmetro, lo que les confiere diferentes velocidades de conduccion.
Las fibras AB participan en la deteccion de estimulos mecanicos no nocivos como presion,
tacto y vibracion, entre otros. Las fibras Aé se clasifican en mecanonociceptores de alto y bajo
umbral de activacion pero también pueden ser activadas por estimulos térmicos. Las fibras C
son activadas por diversos estimulos nocivos como presién mecanica, calor y sustancias
quimicas. Imagen realizada utilizando BioRender.com.

1.2. Dolor neuropético

El dolor neuropético es un padecimiento cronico que de acuerdo con la IASP
se define como dolor causado por una lesién o enfermedad del sistema
somatosensorial. Este tipo de dolor conlleva a una serie de cambios
morfolégicos y moleculares en la via del dolor, lo que altera la percepcién vy el
procesamiento de los estimulos nocivos (Scholz et al., 2019; Serra-Catafu,
2007). En este sentido, las personas que padecen dolor neuropatico cursan
con diversos signos y sintomas que se han clasificado en positivos y negativos.
Entre los signos negativos se encuentran el déficit somatosensorial y la
pérdida de la sensacion vibratoria (signos no dolorosos). Algunos signos
positivos se manifiestan en ausencia de un estimulo nocivo, entre los cuales
destacan la parestesia, disestesia y el dolor espontaneo (Serra-Catafu, 2007,
von Hehn et al., 2012). Adicionalmente, los pacientes con dolor neuropatico

experimentan sintomas que se desarrollan en presencia de un estimulo
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nocivo, como la alodinia e hiperalgesia mecéanica y/o térmica (Jensen y
Finnerup, 2014). Sin embargo, estos sintomas no se presentan en la misma
magnitud entre las personas con dolor neuropético. Se estima que el 90% de
los pacientes desarrollan dolor espontaneo, 64% alodinia mecanica y el 38%
hiperalgesia mecéanica o térmica (Alles y Smith, 2018). Ademas de estos
sintomas, el dolor neuropatico presenta un elevado grado de comorbilidades,
como depresién, ansiedad y trastornos del suefio. En conjunto, todos estos
sintomas impactan la calidad de vida de la persona que padece dolor

neuropatico.

El dolor neuropatico es una entidad patolégica sin importar su etiologia.
Actualmente, se estima que aproximadamente del 6.9-10% de la poblacién a
nivel mundial padece dolor neuropatico (Alles y Smith, 2018; Meacham et al.,
2017). Desafortunadamente, en México no hay informacion precisa sobre el
namero de personas que padecen dolor neuropatico. La encuesta nacional de
salud y nutricion (ENSANUT) en 2016 reportd que el 41.2% de las personas
diabéticas presentan dolor neuropatico. Ademas, el 73% de las personas que
se contagiaron con el virus del herpes zoster desarrollan neuropatia
postherpética (Garcia-Gonzalez y Rosas-Carrasco, 2017). Lo anterior
demuestra que el dolor neuropéatico es una enfermedad que debe ser
estudiada y tratada de manera oportuna.

El dolor neuropatico se puede clasificar, de acuerdo con su etiologia, en
periférico y central. Lo anterior dependiendo si la lesiébn se origina en los
nervios periféricos o en la médula espinal y/o cerebro, respectivamente. Entre
las etiologias mas comunes del dolor neuropatico se encuentran: 1)
degenerativas, 2) traumaticas, 3) infecciosas, 4) metabdlicas, y 5) toxicas,
aunque también ciertas circunstancias como problemas vasculares,

neoplasicas y genéticas pueden dar origen al desarrollo de dolor neuropatico
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(Gilron et al., 2015). En la Tabla 2 se enlistan las principales etiologias del

dolor neuropatico.

Tabla 2. Etiologia del dolor neuropatico

Etiologia Lesion inducida a Lesion inducida a nivel central
nivel periférico

Espinal Cerebral

Ejemplos de sindrome de dolor neuropatico

Genética Neuropatia de Fabry Siringomielia Siringobulbia

Infecciosa Neuralgia postherpética Mielitis infecciosa Encefalitis

Inmunolégica Esclerosis mdltiple Esclerosis multiple

Metabdlica Neuropatia diabética Mielopatia por déficit
de vitamina B2 -

Neoplasica Neuropatia por Compresion tumoral Compresion tumoral
compresién tumoral

Toxica Neuropatia secundaria a
quimioterapia - -

Traumatica Lesion de los nervios Lesién medular Traumatismo craneo-
encefélico

Vascular Neuropatia vascular Infarto medular Accidente vascular
cerebral

1.3. Tratamiento del dolor neuropatico

En la actualidad el tratamiento del dolor neuropatico es un reto importante para
el personal de salud debido a que los mecanismos involucrados en la
generacion de este padecimiento son poco comprendidos (Sah et al., 2003).
En este sentido, las opciones terapéuticas disponibles se clasifican con base
en su eficacia clinica en primera, segunda y tercera linea de tratamiento. En la

primera linea se encuentran farmacos como los antidepresivos Yy
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antiepilépticos; en la segunda linea estan los analgésicos opioides débiles y
los agentes tdpicos como la capsaicina y los anestésicos locales. Finalmente,
en la tercera linea podemos encontrar los opioides fuertes como el fentanilo
(Tabla 3). Sin embargo, la terapéutica actual posee una eficacia baja. El
tratamiento farmacolégico solo disminuye el 30% de los sintomas de dolor
(Rasmussen et al., 2004). Ademas, los efectos adversos son factores clave
que llevan a los pacientes con dolor neuropatico a abandonar los tratamientos
farmacoldgicos. Por lo tanto, la busqueda de nuevas opciones terapéuticas

gue sean mas seguras y eficaces se ha vuelto una necesidad a nivel mundial.

1.4. Fisiopatologia del dolor neuropatico

Algunos de los mecanismos que subyacen el dolor neuropatico son
desconocidos debido a las diferentes etiologias de este padecimiento. Se sabe
gue después de la lesion a los nervios periféricos se generan descargas
ectdpicas que contribuyen al desarrollo del dolor neuropatico. Ademas, el dafio
a los nervios también induce cambios plasticos a nivel espinal. Estos cambios
favorecen al desarrollo y mantenimiento del dolor neuropatico. Entre los
mecanismos que participan de manera importante en el dolor neuropatico se
encuentran: 1) la sensibilizacion periférica y/o central, 2) las descargas
ectdpicas, 3) la neuroinflamacion, y 4) la activacion de células gliales y 5) la
pérdida del control GABAérgico periférico o espinal (Alles y Smith, 2018).

11
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Tabla 3. Tratamiento del dolor neuropético

Grupo farmacolégico  Ejemplos Efectos adversos
Primera linea Antidepresivos triciclicos Amitriptilina Aumento de peso
Imipramina Convulsiones
Hipotension
Sedacion
Somnolencia
Antidepresivos inhibidores ~ Duloxetina Ansiedad
de la recaptura de Venlafaxina Estrefiimiento
serotonina y noradrenalina Nausea
Sedacion
Pérdida del apetito
Antiepilépticos Gabapentina Ataxia
Pregabalina Fatiga
Mareos
Sedacion
Aumento de peso
Iminoestilbeno Carbamazepina Ataxia
Confusion
Debilidad
Mareo
Sedacion
Somnolencia
Segunda linea Opioides débiles Tramadol Tolerancia
Anestésicos locales Lidocaina Estrefiimiento
Agentes topicos Capsaicina topica Mareos
Tercera linea Opioides fuertes Morfina Somng[enua
Oxicodona Sedqcmn
. Vomito
Fentanilo

1.4.1. Sensibilizacién periférica

La sensibilizacion periférica se refiere al incremento de la excitabilidad
neuronal, consecuencia de la disminucion del umbral de activacion y el
aumento en la actividad eléctrica de los nociceptores, entre otros (Woolf y Ma,
2007). Lo anterior resulta en que estimulos inocuos, como el tacto ligero,
temperaturas frias o calientes, se perciban como dolorosos (alodinia) o que los
estimulos dolorosos se perciban como extremadamente dolorosos

(hiperalgesia).
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Después de que ocurre el dafio a los nervios se produce la liberacion de
mediadores pronociceptivos y proinflamatorios en el sitio del dafio. Estos
mediadores son capaces de activar a los nociceptores a través de la
interaccién con sus receptores especificos 0 modulando la funcion de otros
receptores a través de segundos mensajeros o vias de sefializacion. Dichas
vias involucran cinasas como la proteina cinasa C (PKC), proteina cinasa A
(PKA), fosfoinositol 3-cinasa (PI3K), proteina cinasa activada por mitégenos
(MAPK), proteina cinasa activada por sefiales extracelulares (ERK), la cinasa
C-jun N-terminal (JNK), entre otras. La activacion de estas vias de sefializacion
induce cambios transcripcionales aumentando los niveles del ARNm de genes
blanco como el receptor de potencial transitorio V1 (TRPV1) o los canales de
sodio dependientes de voltaje (Nav 1.7, 1.8 y 1.9), entre otros. Ademas, el
dafio a los nervios induce cambios en el estado de fosforilacion de los
diferentes canales y receptores. Lo anterior modifica el umbral y cinética de
activacion de estas proteinas aumentando la actividad eléctrica de los
nociceptores. De tal manera que, ahora un estimulo nocivo induce un nimero
mayor de potenciales de accion (Basbaum et al., 2009; Costigan y Woolf,
2000; Stein et al., 2009; Woolf y Ma, 2007).

Por otra parte, el dafio a los nervios espinales incrementa la liberacion de
neurotrofinas como el factor de crecimiento neuronal (NGF). La unién de esta
neurotrofina con su receptor tirosina cinasa A (TrkA), en mastocitos, induce la
liberaciébn de histamina, serotonina (5-HT), proteasas, TNF-a, entre otros.
Ademas, la union del NGF con su receptor, en neuronas peptidérgicas, modula
la expresion y activacion de algunos receptores y canales i6nicos, como el
receptor a bradicinina y los canales sensibles a acido (ASIC) (Shu y Mendell,
1999; Siniscalco et al., 2011). La rapida modificacion de estos receptores en
las terminales periféricas contribuye al mantenimiento de la sensibilizacion

periférica.
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La propagacion de los potenciales de accion hacia la terminal periférica de la
aferente primaria lleva a la liberacién de SP y CGRP. La interaccion de estos
péptidos con sus receptores induce una respuesta de relajacién en el musculo
liso vascular que induce la extravasacion de células del sistema inmune al sitio
de la lesion. La extravasacion favorece al reclutamiento de células inmunes,
como neutrofilos, macrofagos, linfocitos T y células dendriticas que
contribuyen a perpetuar la inflamacién y la hiperexcitabilidad (Costigan y
Woolf, 2000; Marchand et al., 2005) (Figura 4). Finalmente, todos los procesos
mencionados anteriormente inducen un aumento de la transmision nociceptiva
en las terminales periféricas, lo que contribuye de manera importante al
desarrollo de sensibilidad en las terminales centrales de las aferentes

primarias.

1.4.2. Actividad ectopica

Una caracteristica muy importante del dolor neuropatico es la presencia de
dolor en ausencia de un estimulo nocivo identificable, lo que se ha denominado
dolor espontaneo. El dolor espontaneo resulta de la generacion de potenciales
de accion ectépicos dentro de la via nociceptiva que no son originados en
respuesta a un estimulo nocivo (Costigan et al., 2009). Tedricamente, la
generacion de actividad ectépica podria tener origen en cualquier area de la
via nociceptiva incluyendo é&reas cerebrales relacionadas con el
procesamiento nociceptivo. Sin embargo, algunos estudios demuestran que la
generacion de potenciales de accidén aberrantes se originan en el sitio del dafio
(neuroma), en el soma de las neuronas lesionadas, en neuronas no lesionas
adyacentes al sito del dafio e incluso la actividad ectopica puede ser generada
por la actividad de las neuronas de bajo umbral (Amir et al., 2005; Campbell et
al., 1988; Wu et al., 2002).
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Figura 4. Sensibilizacion periférica. El dafio al tejido induce un proceso inflamatorio a través
de la extravasacion e infiltracién de células del sistema inmune como macréfagos, linfocitos T,
neutréfilos y mastocitos al sitio de la lesion. Las células infiltradas y las células residentes
liberan al espacio extracelular mediadores inflamatorios como bradicinina, prostaglandinas
(PG), iones hidrogeno (H*), factores troficos, adenosin trifosfato (ATP) y citocinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e Interleucinas (IL). Los
nociceptores expresan diversos receptores a través de los cuales actian estos mediadores
inflamatorios. Estos receptores incluyen receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) y
receptores tirosina-cinasa que después de su activacion generan segundos mensajeros como
el calcio (Ca?") y el adenosin monofosfato ciclico (CAMP); los cuales activan diversas cinasas
como la proteina cinasa C (PKC), la proteina cinasa A (PKA), la cinasa calcio-calmodulina Il
(CaMK), la fosfoinocitol-3-cinasa (PI3K) y diversas cinasas activadas por mitégenos (MAPKS).
Estas cinasas inducen hipersensibilidad e hiperexcitabilidad en los nociceptores a través de la
modulacién de canales iénicos como los receptores de potencial transitorio (TRPA1ly TRPV1),
canales de sodio dependientes de voltaje (Nav), entre otros. Los nociceptores también
expresan receptores tipo Toll (TLRs) que se activan por ligandos enddgenos y exégenos.
Finalmente, la activacién de los nociceptores produce la liberacién de sustancia P (SP) y el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), los cuales estan involucrados en la
generacion de inflamacién neurogénica. Imagen realizada utilizando BioRender.com.
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Las fibras sensoriales estan conformadas de un gran namero de canales
idnicos que son importantes en la excitabilidad neuronal. Sin embargo, cuando
existe una lesion a los nervios, el patron de expresion y la densidad de los
canales i6nicos se afecta, lo cual contribuye a la generacion de descargas
ectdpicas. Los canales de potasio participan de manera importante en el
potencial de membrana en reposo. En este sentido, los canales de potasio de
dos poros (TREK-1) se encuentran abundantemente expresados en neuronas
sensoriales del ganglio de la raiz dorsal y, la lesion a los nervios espinales
aumenta la expresion de dicho canal (Alloui et al., 2006; Han et al., 2016; Shi
et al., 2018). Asimismo, los canales de potasio de bajo umbral (KCNQ) también
sufren cambios durante el dolor neuropatico (Smith, 2020; Wang et al., 2021).
Estos cambios en la funcion de los canales de potasio no solo involucra
modificaciones en la expresion y funcién de la subunidad formadora del poro
del canal, sino que el dolor neuropatico induce cambios en las subunidades
reguladoras de estos canales (Alles y Smith, 2018). Recientemente, se ha
demostrado que las subunidades reguladoras de los canales de potasio,
KChIP1, KChlp2 y DPP10 se ven afectadas después del dafio a los nervios
espinales (Kuo et al., 2017). Ademas, la administracién de oligonucleétidos
anti-sentido para dichas subunidades induce el desarrollo de conductas
nociceptivas en animales intactos (Kuo et al., 2017).

Por otra parte, los canales de sodio dependientes de voltaje tienen un papel
importante en la generacion de descargas ectépicas. Las neuronas
sensoriales del GRD expresan diversos canales de sodio (Devor, 2006). A la
fecha se desconoce que canales son los responsables de la generacion de las
descargas ectdpicas durante el dolor neuropatico (Fukuoka et al., 2008).
Estudios utilizando aproximaciones farmacolégicas y genéticas sugieren que
el canal Nav1.8 es el responsable de la generacion de descargas ectopicas
(Dong et al., 2007; Ekberg et al., 2006; Gold et al., 2003; Jarvis et al., 2007).
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Lo anterior concuerda con estudios en humanos donde se demuestra que los
canales de sodio Navl.7, 1.8 y 1.9 participan de manera importante en el
desarrollo de neuropatias periféricas (Dib-Hajj et al., 2012; Sexton et al., 2018;
Yekkirala et al., 2017).

Finalmente el dolor neuropéatico aumenta la sensibilidad de las neuronas
lesionadas a estimulos endogenos contribuyendo a la aparicion de
transduccion ectopica (Costigan et al., 2009). Por ejemplo, las terminales libres
de las aferentes primarias tienen la capacidad de detectar estimulos térmicos
nocivos (45 °C). Sin embargo, el umbral térmico de los nociceptores se reduce
(~36 °C) después de una lesidon nerviosa, lo que contribuye a la generacion de

actividad ectdpica espontanea (Biggs et al., 2008).
1.4.3. Sensibilizacién central

La sensibilizacion central se refiere al aumento de la excitabilidad a nivel
espinal como consecuencia de alteraciones en el balance excitacién-inhibicion
(Basbaum et al., 2009). De manera fisiologica, las fibras aferentes primarias
de bajo umbral producen en las neuronas e interneuronas espinales
potenciales excitadores de baja intensidad, es decir, tienen una fuerza
sinaptica débil para inducir la aparicion de potenciales de accion. Sin embargo,
la sensibilizacion central permitir la entrada de estimulos inocuos a la médula
espinal que activan a las neuronas que procesan la informacién nociceptiva
(Latremoliere y Woolf, 2010). Diversos mecanismos han sido implicados en el
desarrollo de la sensibilizacion central, entre los que se encuentran: (1) la
hiperexcitabilidad mediada por glutamato, (2) la pérdida del control inhibitorio
mediado por GABA, y (3) la neuroinflamacion inducida por la activacion de
células gliales. En conjunto todos estos mecanismos contribuyen al desarrollo

y mantenimiento de este fendmeno (Figura 5).
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Figura 5. Sensibilizacién central. La sensibilizacion central resulta de la potenciacion
sinaptica entre las terminales centrales de las fibras sensoriales y las neuronas de segundo
orden. Los mecanismos pre-sinapticos aumentan la liberacion de neurotransmisores y
mediadores pronociceptivos que actian en las neuronas de segundo orden o en las células
gliales residentes de la médula espinal. Por ejemplo, el glutamato activa a sus receptores
AMPA y NMDA en las neuronas de segundo orden; lo cual incrementa la entrada de calcio
aumentando la excitabilidad neuronal. Ademas, la sensibilizacion central es facilitada por la
liberacién de mediadores pronociceptivos de las células gliales (astrocitos y microglia), entre
los que destacan las interleucinas (IL), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el factor de
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y factores quimioatrayentes; los cuales contribuye a
mantener un estado de neuroinflamaciéon en la médula espinal. En conjunto, todos estos
eventos contribuyen a amplificar las sefiales dolorosas antes de ser enviadas a centro supra-
espinales. Imagen realizada utilizando BioRender.com.
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1.4.3.1. Sensibilizacién central mediada por glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en la via nociceptiva y
ejerce sus efectos a través de 4 receptores principales: AMPA (acido a-amino-
3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpidnico), NMDA (N-metil-D-aspartato), kainato y
receptores metabotropicos a glutamato (mGIuR) (Bleakman et al., 2006). En
condiciones fisioldgicas, el receptor NMDA se encuentra inactivo debido al
blogueo del ion Mg?*. Sin embargo, dicho bloqueo se elimina después de un
cambio en el potencial de membrana consecuencia de la activacion de las
neuronas aferentes primarias. Por lo tanto, la activacién del receptor NMDA
incrementa la fuerza sinaptica e induce la entrada de calcio (Ca?*) en las
neuronas postsinépticas; lo cual activa vias de sefalizacion intracelulares que
inician y mantienen la sensibilizacion central (Bleakman et al., 2006; Ji et al.,
2003). El dafio al nervio incrementa la expresion de la subunidad NR2B del
receptor NMDA en las neuronas sensoriales de la médula espinal (Liu et al.,
2008). Ademas, el dolor neuropético induce un funcionamiento aberrante de la
proteina B-arrestina (Chen et al., 2016). De manera interesante, la actividad y
expresion de la subunidad NR2B en el asta dorsal de la médula espinal esta
regulada por la proteina p-arrestina. Por lo tanto, el resultado es el aumento
de la expresion de la subunidad NR2B en la médula espinal induciendo la
hiperactividad del receptor NMDA y contribuyendo a perpetuar el dolor
neuropatico (Chen et al., 2016; Liu et al., 2008).

Por otra parte, el dolor neuropéatico aumenta el trafico de los receptores AMPA
a la membrana plasmatica de la neuronas e interneuronas que procesan la
informacion sensorial (Tao, 2012). Debido a que los receptores AMPA también
desempefian un papel importante en la transmision sinaptica excitadora a nivel
espinal, estos receptores pueden estar contribuyendo a mantener la

sensibilizaciéon central.
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Diversos estudios han demostrado que el dafio a los nervios induce la
regulacion a la baja del transportador de aminoacidos excitadores 2 (EAAT?2);
lo que correlaciona con el desarrollo de conductas nociceptivas (Cata et al.,
2006; Sung et al., 2003; Weng et al., 2006). La disminucion de la remocién del
glutamato extracelular por parte del EAAT2 provoca un aumento de glutamato
Y, por consecuencia, la activacion constante del receptor NMDA. Lo anterior
incrementa la excitabilidad neuronal a nivel espinal. Finalmente, la activacion
de los receptores metabotrdpicos a glutamato (mGIuR) induce la activacién de
diferentes cinasas como la cinasa ERK que inhibe a los canales Kv4.2; lo
anterior modifica el potencial de membrana en reposo permitiendo a la
neurona responder de manera rapida ante estimulos de baja intensidad (Hu y
Gereau, 2011; Karim et al., 2001).

1.4.3.2. Sensibilizacién central mediada por la interaccién neuro-

inmune

Ademas de la importante funcién que desempefian las neuronas sensoriales
y la aceptada participacion de la microglia en los mecanismos que subyacen
al dolor neuropatico (Beggs y Salter, 2013; Beggs et al., 2012; Coull et al.,
2005; Lu et al., 2009), es necesario considerar la participacion de otras células
inmunocompetentes en el dolor neuropético tales como astrocitos, células
endoteliales, macréfagos, linfocitos T y células satelitales del GRD (Beggs et
al., 2010; Calvo et al., 2012; DelLeo et al., 2007; Dodds et al., 2016; Grace et
al., 2014; Mikuzuki et al., 2017; Vicuia et al., 2015). Lo anterior debido que las
células inmunes expresan una amplia gama de receptores y pueden activar
diversos mecanismos transducciones después de una lesién nerviosa (Chiu et
al., 2012).

La participacion del sistema inmune en la fisiopatologia del dolor crénico surge
por la presencia de malestar, letargo, depresion y ansiedad (signos clasicos

de las enfermedades sistémicas) en pacientes con dolor neuropatico. Lo
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anterior se confirmd con los niveles elevados de interleucina 1B (IL-1p) en los
nervios periféricos (Grace et al., 2014). Ademas de los efectos proinflamatorios
de la IL-1B, se ha demostrado que dicha citocina activa directamente las
neuronas sensoriales induciendo la generacion de potenciales de accién
(Stemkowski et al., 2017). Otro mecanismo propuesto de la IL-1p es el
incremento de la expresion de los canales Cav 3.2 en el GRD, lo que aumenta
la excitabilidad neuronal y contribuye al desarrollo de conductas nociceptivas
(Binshtok et al., 2008; Stemkowski y Smith, 2012).

Después de un dafio al sistema somatosensorial, las terminales centrales de
las aferentes primarias liberan ATP y quimiocinas, que al unirse a sus
receptores expresados en la microglia inducen cambios morfolégicos,
modificaciones en la expresion de genes o receptores membranales y, alteran
la sintesis de mediadores pro- y anti-inflamatorios (Gao y Ji, 2010). La
activacion del receptor purinérgico P2X4 induce la liberacion de BDNF (factor
neurotroéfico derivado del cerebro) de la microglia, que al unirse a su receptor
TrkB (receptor de tirosina cina B) altera la homeostasis del cloruro intracelular
y, con ello, contribuye a mantener un estado de hiperexcitabilidad a nivel
espinal (Coull et al., 2005). Es importante mencionar que las interacciones
neuroinmunes en el dolor cronico son bidireccionales. Es decir, las células
inmunes liberan citocinas, lipidos, factores de crecimiento, entre otras
sustancias, que tienen sus sitios de accidén en las neuronas sensoriales tanto
a nivel periférico como central y, en consecuencia, los nociceptores liberan
neuropéptidos que modulan la actividad de las células inmunes (Chiu et al.,
2012).

1.4.3.3. Sensibilizacion central mediada por GABA

El acido gamma-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor
inhibidor del sistema nervioso central (Burt y Kamatchi, 1991). Bajo

condiciones fisioldgicas, las interneuronas GABAérgicas de la médula espinal
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liberan GABA al espacio sinaptico, que al interaccionar con sus receptores
GABAA, GABAs 0 GABAc inducen una corriente hiperpolarizante, lo que
atenua el estimulo doloroso (Burt y Kamatchi, 1991; Zeilhofer et al., 2012). Sin
embargo, después de una lesion a los nervios espinales existe una pérdida del
control inhibitorio GABAérgico, consecuencia de cambios en la expresion y
funciébn de los receptores a GABA 0 cambios en las concentraciones
intracelulares de cloruro debido a un funcionamiento inadecuado de los

cotransportadores de cloruro (Price et al., 2005; Vinay y Jean-Xavier, 2008).
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2. Antecedentes
2.1.Neurotransmision GABAérgica

El GABA es un amino4cido no proteico que se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza. De manera particular, el GABA esta presente en
concentraciones elevadas en diferentes areas del cerebro (Kleppner y Tobin,
2002). Ademas, el GABA también se ha encontrado en varios alimentos como
el té verde, la soja y el germinado de arroz, entre otros (Ngo y Vo, 2019). El
GABA, en su mayoria, se obtiene a partir de la descarboxilacién del glutamato
por accion de la enzima descarboxilasa del acido glutdmico (GAD) (Martin y
Rimvall, 1993). Existen dos isoformas de esta enzima, la enzima GADss, con
un peso molecular de 65 kDa, y GADs7 con peso molecular de 67 kDa. De
manera interesante, las neuronas del sistema nervioso expresan ambas
enzimas. Sin embargo, la localizacion subcelular de estas enzimas es
diferente. La enzima GADes7 esta presente en el soma de las neuronas. El
GABA sintetizado por esta enzima participa en procesos de sinaptogénesis
debido a que cumple un papel de factor tréfico durante el desarrollo neuronal
(Chattopadhyaya et al., 2007; Lamigeon et al., 2001). Por su parte, la enzima
GADess se expresa principalmente en las terminales axonicas de las neuronas,
por lo que el GABA sintetizado por dicha enzima se ha implicado en los
procesos de comunicacion neuronal (Martin y Rimvall, 1993; Mitoma et al.,
2017). EI GABA sintetizado se almacena en vesiculas a través del
transportador vesicular de GABA (VGAT) (Kleppner y Tobin, 2002).
Posteriormente, el GABA se libera al espacio sinaptico donde difunde para
activar a sus receptores blanco, localizados sobre las neuronas postsinapticas.
Después de que el GABA se libera en la hendidura sinaptica, se recaptura por
los transportadores de GABA (GAT-1 y GAT-3); los cuales se encuentran
expresados en neuronas Yy astrocitos, respectivamente (Jin et al., 2011;

Kleppner y Tobin, 2002). Finalmente, el catabolismo del GABA se lleva a cabo
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a través de la enzima GABA transaminasa (GABA-T). Esta enzima emplea

GABA y a-ketoglutarato como sustratos y genera &acido glutamico y

semialdehido succinico (SSA). El SSA puede ser metabolizado en acido Y-
hidroxibutirico y modular a los receptores GABAg 0 incorporarse al ciclo de
Krebs participando en procesos metabdlicos (Kleppner y Tobin, 2002;

Waagepetersen y Schousboe, 2015).
2.2. Receptores GABAA

Como se menciond en la seccion anterior, el GABA ejerce su funcion inhibidora
mediante la activacion de tres distintos receptores: GABAa, GABAs y GABAc.
Los receptores GABAA son canales heteropentaméricos dependientes de
ligando permeables al ion cloruro (CI), y en menor medida, al ion bicarbonato
(HCOz3’) (Macdonald y Botzolakis, 2009). Los receptores GABAAa pertenecen a
la superfamilia de canales i6nicos dependientes de ligando, junto con los
receptores nicotinicos de acetilcolina, los receptores glicinérgicos, los
receptores 5-HTs y los canales activados por zinc (Olsen y Tobin, 1990;
Schofield et al., 1988). En la actualidad se han identificado 19 subunidades
del receptor GABAAa que incluyen: 6 subunidades a, 3 B, 37y, 9, €, 8, 1T, p (Olsen
y Sieghart, 2008) (Figura 6). La diversidad en la combinacién de las distintas
subunidades, debido al splincing alternativo, genera una gran variedad de
receptores GABAAa con distintas propiedades farmacolégicas (D’Hulst et al.,
2009; Mohler, 2015). La composicion estequiométrica mas abundante de los
receptores GABAAa, en el SNC, esta conformada por: dos subunidades a, dos
subunidades B y una subunidad vy, la cual puede ser reemplazada por la
subunidad 6 (Mohler et al., 2002; Olsen y Sieghart, 2008).

Desde el punto de vista fisiologico, los receptores GABAA se pueden clasificar
de acuerdo con su localizacion sinaptica en receptores GABAAa sinapticos y

receptores GABAAa extrasinapticos (Figura 6). La activacion de los receptores
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GABAA sinapticos, en el SNC maduro, induce una corriente post-sinaptica
inhibidora (IPSC) rapida (~100 us) que se genera debido a la entrada masiva
de iones CI a las neuronas post-sinapticas (Delgado-Lezama et al., 2013;
Farrant y Nusser, 2005). En contraste, en el SNC inmaduro, y en las neuronas
nociceptivas del GRD, la activacién de los receptores GABAa provoca una
despolarizacion sub-umbral cuyo efecto es reducir la propagacion de los
potenciales de accion provenientes de la periferia (Alvarez-Leefmans vy
Delpire, 2009; Price et al., 2009; Price y Prescott, 2015).

Por otra parte, los receptores GABAa extrasinapticos se encuentran
localizados en las membranas axonicas y dendriticas, pero no cerca de la
hendidura sinaptica. Estos receptores tienen una afinidad alta por el GABA,
ademas de ser activados por el GABA ambiental liberado de células gliales,
como los astrocitos. Los receptores extrasinapticos producen una inhibicién
ténica de largo plazo que no depende del control sindptico directo (Belelli y
Lambert, 2005; Farrant y Nusser, 2005; Semyanov et al.,, 2004). Los
receptores GABAAa que contienen las subunidades o4, o5 Yy as en combinacion
con la subunidad y2 o la subunidad & son predominantemente receptores de
tipo extrasinaptico. La inhibicion ténica mediada por dichos receptores tiene
un papel importante en la regulacion de la excitabilidad neuronal y en el
desarrollo neuronal o cognitivo (Semyanov et al., 2004; Wu y Sun, 2015). Las
funciones que desempefan los receptores GABAAa puede ser modificadas por
una gran variedad de moduladores alostéricos entre los que destacan las
benzodiacepinas, flavonoides, esteroides, anestésicos, barbitdricos vy
neuroesteroides (Mdhler, 2015; Olsen, 2015).
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Figura 6. Estructura y localizacion de los receptores GABAa. Los receptores GABAa
pertenecen a la familia de receptores Cys-Loop debido a su estructura heteropentamérica.
Cada subunidad esta conformada de 4 segmentos transmembranales (TM1-4), un extremo N-
terminal extracelular y un extremo C-terminal intracelular. La estequiometria de los receptores
GABAAa se diversifica al poder estar constituida por 6 subunidades o, 3 subunidades B, 3
subunidades y que puede ser remplazada por la subunidad 3, €, 6, 1. El sitio de unién del
GABA se localiza en las subunidades o y f; mientras que el sitio de uniéon a las
benzodiacepinas se encuentra entre la subunidad o y y. De acuerdo con su localizacion
singptica los receptores GABAa se dividen en sinapticos (GABAa-01-3) y extrasingpticos
(GABAs-04-6). Imagen realizada utilizando BioRender.com.

2.3. Control inhibitorio GABAérgico

La modulacién de la informacién nociceptiva en el sistema nervioso depende
de la transmisién inhibidora GABAérgica (Zeilhofer et al., 2012). La importancia
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de la inhibicion GABAérgica en el procesamiento del dolor se remonta a la
“teoria del control de la compuerta” (Melzack y Wall, 1965). Dicha teoria
establece que las neuronas de segundo orden del asta dorsal de la médula
espinal estan bajo el control de las fibras sensoriales de didmetro grande
(fibras A), lo que reduce la transmision de los estimulos nocivos. Sin embargo,
en condiciones de dolor, las neuronas de diametro pequefio (fibras C)
aumentan su actividad y la entrada de estimulos nocivos a la médula espinal
(Melzack y Wall, 1965; Price et al., 2009). La teoria propone que la informacion
nociceptiva esta regulada por mecanismos pre- y post-sinapticos inhibidores
en el asta dorsal de la médula espinal (Chen et al., 2014; Melzack y Wall,
1965).

La inhibicion GABAérgica desempefia un papel importante en el
procesamiento de la informacion nociceptiva (Prescott, 2015). Existen dos
tipos de inhibicion sinaptica dentro del sistema nervioso central, una fasica y
otra tonica, que dependen de receptores GABAa especificos. La inhibicion
fasica tiene un papel importante en la transmision de la informacion nociceptiva
en centros superiores (Farrant y Nusser, 2005) y ocurre por la activacion de
los receptores a GABA y glicina localizados en la membrana post-sinaptica
(Ataka y Gu, 2006). Por su parte, la inhibicion tonica ocurre cuando
concentraciones bajas de GABA activan a los receptores GABAa de alta
afinidad localizados en sitios lejanos a la hendidura sinaptica y, de esta
manera, producen una corriente inhibitoria tonica (Ataka y Gu, 2006; Farrant y
Nusser, 2005; Semyanov et al., 2004). Tanto la inhibicion fasica como tonica
estan determinadas por la actividad de las interneuronas inhibidoras locales y
las fibras descendentes que modulan la informacién nociceptiva antes de ser
enviada a centros supra-espinales y otras regiones de la médula espinal
(Zeilhofer et al., 2012). Se ha demostrado que el bloqueo farmacologico de los
receptores GABAAa reproduce las caracteristicas del dolor cronico (alodinia
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mecanica, hiperalgesia y dolor espontaneo) en animales intactos (Price y
Prescott, 2015; Zeilhofer et al., 2012). Ademas, hay evidencia que la inhibicién
singptica GABAérgica disminuye bajo condiciones de dolor crénico (Coull et
al., 2003; Keller et al., 2007) e inflamacion (Mduller et al., 2003; Zeilhofer, 2008).
Lo anterior sugiere que la pérdida de la inhibicion sinaptica y extrasinaptica
ayuda a establecer y perpetuar el dolor (Coull et al., 2003; Keller et al., 2007;
Prescott, 2015) (Figura 7).

2.3.1. Inhibicion periférica

La inhibicion pre-sinaptica se lleva a cabo en las conexiones axo-axénicas de
las neuronas sensoriales (Zeilhofer et al., 2012). Las neuronas sensoriales del
GRD tienen una expresion de co-transportadores de cloruro diferente a las
neuronas de segundo orden de la médula espinal. En este sentido, las
neuronas del GRD tienen una expresion alta del co-transportador sodio-
potasio-cloruro (NKCC1) que transporta iones cloruro hacia el interior de la
neurona. Dichas neuronas carecen de la expresion del co-transportador
potasio-cloruro (KCC2), que transporta iones CI- hacia el exterior de la neurona
(Alvarez-Leefmans et al., 2001; Price et al., 2009; Zeilhofer et al., 2012).
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Figura 7. Pérdida del control GABAérgico. En las neuronas sensoriales periféricas, la
concentracién intracelular de cloruro [Cl]i esta por el co-transportador sodio-potasio-cloruro
(NKCC1); este co-transportador mantiene las [Cl]i altas en las neuronas del GRD en
condiciones fisioldgicas. Por tal motivo, la activacion de los receptores GABAAa permite la salida
de CI de la neurona, lo que genera una corriente despolarizante conocida como
despolarizacion de aferente primaria (PAD) que inhibe la transmision de la informacién
nociceptiva. En contraste, en las neuronas de proyeccion de la médula espinal hay una [CI]i
baja debido a la expresion del co-transportador potasio-cloruro (KCC2) que transporta el Cl-
hacia el exterior de la neurona en condiciones fisiol6gicas. Por lo tanto, la activacion del
receptor GABAa permite la entrada de CI- hacia la neurona, lo cual induce una corriente
hiperpolarizante que tiene como efecto final reducir la transmisién de la informacion
nociceptiva. Sin embargo, después del dafio al nervio, la activacion y expresion de NKCC1
incrementa; lo anterior contribuye a elevar las [Cl]ien las neuronas sensoriales periféricas. En
este sentido, la activacién del receptor GABAa induce una corriente despolarizante de gran
magnitud generando la aparicion de potenciales de accién conocidos como reflejos de la raiz
dorsal (RRD). Por su parte, las neuronas de la médula espinal tienen [Cl] altas debido la
expresion reducida de KCC2. Por lo tanto, la activacion del receptor GABAa permite ahora la
salida de CI- de la neurona generando una corriente despolarizante que favorece la
transmision de la informacion nociceptiva. Imagen realizada utilizando BioRender.com.
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La union del GABA con el receptor GABAAa conduce a la apertura del poro de
canal permitiendo la salida de CI- de las neuronas; lo cual genera una corriente
despolarizante sub-umbral que provoca un corto circuito en las neuronas
sensoriales, y que se conoce como despolarizacion de la aferente primaria
(DAP) (Alvarez-Leefmans y Delpire, 2009; Rocha-Gonzalez et al., 2008). La
DAP se genera en las fibras aferentes que inervan el musculo, en
mecanorreceptores cutaneos y en las fibras Cy A, y se ha propuesto como el
mecanismo que da origen a la inhibicion pre-sinaptica (Alvarez-Leefmans et
al., 1988; Cervero et al., 2003; Price et al., 2009). Los mecanismos implicados
en el fendmeno de inhibicion pre-sinaptica mediada por la DAP son: 1)
inactivacion de canales de sodio dependientes de voltaje, lo cual interrumpe la
propagacion del potencial de accion proveniente de la periferia; 2) reduccion
de la amplitud de los potenciales de accion a través de aumentar la
conductancia de la membrana (shunting) consecuencia de la apertura de
canales de CI; y 3) inactivacion de los canales de calcio dependientes de
voltaje localizados en las terminales centrales, lo cual disminuye la entrada de
calcio en la neurona presinaptica disminuyendo la liberacibn de
neurotransmisores excitadores (Cervero et al., 2003; Price et al., 2005, 2009;
Zeilhofer et al., 2012).

Después de un dafio al tejido, las fibras no nociceptivas sensibilizadas
estimulan de manera sostenida a las interneuronas GABAérgicas espinales.
Ademas, la expresion y actividad de NKCC1 incrementa, lo que provoca un
incremento en las concentraciones intracelulares de CI- ([CI]). Por lo tanto, el
GABA liberado de las interneuronas al unirse a los receptores GABAAa
presinapticos de las neuronas sensoriales permite la salida de cloruro. La
salida de CI- de la neurona sensorial genera una DAP intensa que alcanza el
umbral de disparo de potenciales de accién, y que se conoce como reflejos de
la raiz dorsal (RRD) (Alvarez-Leefmans y Delpire, 2009; Cervero y Laird, 1996;
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Cervero et al., 2003; Loeza-Alcocer et al., 2013; Price et al., 2009). Los RRD
se transmiten de manera antidromica a la terminal periférica de las fibras
sensoriales induciendo la liberacion de neuropéptidos, como SP y CGRP.
Ademas, los RRD se conducen de manera ortodromica sobre-estimulando a
las neuronas de la médula espinal y contribuyendo al desarrollo de la
conductas nociceptivas (Cervero y Laird, 1996; Cervero et al., 2003; Garcia-
Nicas et al., 2006; Loeza-Alcocer et al., 2013; Price et al., 2005).

2.3.2. Inhibicion espinal

En el sistema nervioso central, las neuronas de segundo orden del asta dorsal
de la médula espinal tienen una concentracion de cloruro intracelular menor
comparada con la extracelular (Price y Prescott, 2015). En condiciones
fisiologicas, la activacion del receptor GABAA permite la entrada de ClI- al
interior de la neurona, lo que genera a una corriente hiperpolarizante. La baja
concentracion de CI- en las neuronas de la médula espinal es consecuencia
de la presencia del co-transportador KCC2 y la ausencia del cotransportador
NKCC1 (Price et al., 2009; Price y Prescott, 2015). Si el potencial de equilibrio
del CI se encuentra cercano al potencial de membrana en reposo, la activacion
de los receptores GABAa induce un corto circuito llamado shunting, el cual
disminuye la excitabilidad neuronal (Doyon et al., 2011; Farrant y Kaila, 2007;
Prescott, 2015). En contraste, si el potencial de equilibrio del ClI- es mas
positivo que el potencial de membrana en reposo, la actividad de los
receptores GABAA se vuelve despolarizante (Ben-ari, 2007; Doyon et al., 2011;
Prescott et al., 2006).

Bajo condiciones normales, el KCC2 transporta iones Cl- hacia el exterior de
la neurona con el propdsito de mantener concentraciones bajas de este ion en
el SNC (Ben-Ari, 2002). Por su parte, las neuronas inmaduras tienen una
expresion baja del KCC2. Durante el neurodesarrollo el GABA desempeiia un

papel excitador, lo cual es fundamental en la formacion de sinapsis y la
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migracion neuronal (Payne et al., 2003; Watanabe y Fukuda, 2015). Sin
embargo, después de la tercer semana postnatal hay un incremento de la
expresion del KCC2 y las [CI]i se reducen, en ratas y ratones, lo cual
contribuye a la funcién inhibidora de los receptores GABAa (Ben-Ari, 2002;
Watanabe y Fukuda, 2015).

Después de una lesion al tejido nervioso, la expresion del KCC2 disminuye y
el Cl se acumula (Kahle et al., 2008; Price y Prescott, 2015). En consecuencia,
la activacion de los receptores GABAa induce la salida del CI-, lo que genera
una corriente despolarizante en las neuronas del asta dorsal de la médula
espinal (Coull et al., 2003). EI cambio en la direccién del flujo de iones CI-
reduce la funcion inhibidora de los receptores GABAAa e incluso produce
excitabilidad (Bonin y De Koninck, 2013; Price et al., 2009). Se ha propuesto
qgue la activacién de la microglia en la médula espinal y la subsecuente
liberacion de BDNF después del dafio al tejido estan implicados en la
reduccion en la expresion y funcion del KCC2 (Bonin y De Koninck, 2013). Otro
mecanismo que disminuye la inhibicién espinal es la reduccién en la actividad
del receptor a glicina a través de la fosforilacion dependiente de prostaglandina
E2 (PGE2) (Zeilhofer, 2008). Finalmente, la pérdida de la inhibicion espinal
permite la fosforilacion de los receptores NMDA aumentando su actividad, lo
cual aumenta la excitabilidad neuronal (Abe et al., 2005).

2.4. El receptor GABAA-as

El receptor GABAa-os fue clonado por primera vez, en 1990, a partir del
cerebelo de ratas (Luddens et al., 1990). Estudios de hibridacién in situ e
inmunohistoquimica han demostrado que el receptor GABAa-as Se encuentra
localizado principalmente en las células granulares del cerebelo (Gutierrez et
al., 1996; Laurie et al., 1992; Persohn et al., 1992; Pirker et al., 2000). Su
localizacion y secuencia proteica se encuentra altamente conservada entre

humanos, ratas, ratones, peces y pollos; lo que sugiere que este receptor
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GABA&x-as desempefia una funcion importante dentro del cerebelo (Bahn et al.,
1996). Ademas, el receptor GABAa-as también ha sido identificado en otros
tejidos neuronales y no-neuronales, tales como la médula espinal, el ganglio

del trigémino, higado, pulmén, entre otros (Sieghart et al., 2022).

En el cerebelo de la rata, el receptor GABAa-as presenta la siguiente
composicion estequiométrica: 32% (asPy2), 37% (c1asfy2) ¥ 29% (aa06Pd)
(Jechlinger et al., 1998; Pdoltl et al., 2003). La subunidad o le confiere a los
receptores GABAA caracteristicas electrofisiologicas particulares. Por ejemplo,
los receptores GABAa-as tienen una cinética de activacion lenta acompafiada
de un tiempo de decaimiento largo en comparacion con otros receptores
GABAA (Bianchi et al., 2002). Acorde con lo anterior, los receptores GABAa-as

tienen una funcién importante en la regulacién de la actividad neuronal.

Por otra parte, los receptores GABAa-as, en particular los aspsd, son altamente
modulados por neuroesteroides (Bianchi y Macdonald, 2003). Ademas, los
receptores GABAa-os, al igual que los receptores GABAa-a4, SOn insensibles a
benzodiacepinas o farmacos que ejerzan sus efectos a través del sitio de unién
a éstas (Luddens et al., 1990; Sieghart, 1995). Los receptores GABAa-os
pueden ser modulados positivamente por farmacos de la familia de las
imidazo-benzodiacepinas (Ro 15-4513 y Ro 15-1788) (Korpi et al., 2007;
Ramerstorfer et al., 2010), asi como por algunas B-carbolinas (Ramerstorfer et
al., 2011; Sieghart, 1995) o por la flavona hispidulina (Chiou et al., 2018;
Kavvadias et al., 2004). Ademas, otros moduladores alostéricos positivos
(MAPs) del receptor GABAAa-as como loreclezol y etomidato son capaces de
modular la funcién de este receptor. Sin embargo, estos farmacos presentan
afinidad por otros receptores GABAa como a1fy2 Y asPy2 (Belelli et al., 1997;
Wafford et al., 1994). Recientemente, las pirazoloquinolinonas como PZ-11-029,
LAU159, LAU463 han mostrado una afinidad alta por el receptor GABAAa-as

actuando entre las subunidades as* y B3~ del receptor GABAA (Sieghart et al.,
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2022). Asimismo, existen antagonistas para el receptor GABAa- as como los
diuréticos de asa amilorida (Fisher, 2002) y furosemida (Hadingham et al.,
1996; Korpi y Luddens, 1997; Korpi et al., 1995).

2.5. Funcion del receptor GABAa-as en el sistema nervioso

El receptor GABAAa- as esta expresado en las células granulares del cerebelo y
desemperfia una inhibicion tonica (Gutierrez et al., 1996; Laurie et al., 1992;
Persohn et al., 1992; Pirker et al., 2000). La inhibicion toénica que ejercen los
receptores GABAa-as reduce la actividad de las células granulares. El
funcionamiento correcto de los receptores GABAa-as en el cerebelo es
esencial, debido a que la sobreestimulacion en esta area provoca la
desincronizacion de las células granulares que induce alteraciones en la
coordinacién motora (D’Mello y Stoodley, 2015). Las alteraciones estructurales
y funcionales que ocurren en el cerebelo se han asociado con diversas
patologias como el desorden del espectro autista, esquizofrenia y dislexia,
entre otras (Parker et al., 2013; Person y Raman, 2012; Peters et al., 2016;
Shevelkin et al., 2014). La participacién del receptor GABAa-0s €n estas
patologias se puede delimitar facilmente, debido que los receptores GABAAa-as
desempefian un papel importante en la funcion cerebelar. Por lo tanto, el
funcionamiento inadecuado del receptor GABAa-as nO solo resulta en
problemas motores sino también en el desarrollo de desérdenes
neuropsiquiatricos. En este sentido, la disminucion de la corriente tonica
mediada por el receptor GABAa-a6 aumento la frecuencia de disparo de las
neuronas de Purkinje en un modelo de sindrome de Angelman, el cual es un
desorden del neurodesarrollo causado por la pérdida de la funcion del gen
UBE3A y caracterizado por disfuncién motora (Egawa et al., 2012). Ademas,
la activacion del receptor GABAa-as mediante la administracion de THIP
(gabaxol) redujo el tremor (sincronizacién ritmica de los potenciales de accion)

inducido por la neurotoxina harmalina. De manera interesante, la
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administracion intracerebroventricular de furosemida (antagonista GABAAa-as)
previno el efecto del THIP sobre la conducta de tremor en ratones (Handforth
et al., 2018; Huang et al., 2021). Por otra parte, la administracion de PZ-11-029
(MAP del receptor GABAAa-as) redujo el desorden motor que se presenta en
diferentes patologias como el sindrome de Tourette. Asimismo, el
silenciamiento de la subunidad ae redujo la inhibicién ténica e incremento la
excitabilidad neuronal en areas cerebrales relacionadas con procesos
cognitivos, de ansiedad, déficit social y la respuesta al estrés (Rudolph et al.,
2020).

Finalmente, la activacion del receptor GABAa-as a través de la administracion
de PZ-11-029 restaurd la inhibicién prepulso que se pierde en un modelo de
esquizofrenia; efecto que se previno por la administracién de furosemida. Lo
anterior sugiere que el receptor GABAa-0s puede ser un blanco terapéutico
para tratar la esquizofrenia (Chiou et al., 2018). En conjunto, todos estos
trabajos muestran que los receptores GABAa-as desempefian un papel
importante dentro del SNC a través de reducir la excitabilidad neuronal

presente en diversas patoldgicas.
2.6. Participacién del receptor GABAa-as en la nocicepcion

El sistema GABAérgico desempefia un papel importante en el procesamiento
de la informacion nociceptiva. Ademas, después de un insulto al sistema
sensorial hay una disminucion en el control inhibitorio mediado por los
receptores GABAAa. Diversos estudios han demostrado que los receptores
GABAA extrasinapticos participan de manera importante durante el dolor
cronico (De la Luz-Cuellar et al., 2019; Fan et al., 2018; Farrant y Nusser, 2005;
Franco-Enzastiga et al., 2021; Hernandez-Reyes et al., 2019; lura et al., 2016;
Loeza-Alcocer et al., 2013; Tzeng et al., 2021). Lo anterior abre la posibilidad
de considerar a los receptores GABAa extrasinapticos como un blanco

farmacoldgico para el tratamiento del dolor crénico. Sin embargo, los Unicos
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estudios que han reportado la participacion del receptor GABAa-as en el dolor
se han realizado en el sistema del nervio trigémino. En este sentido, la
administracion de un ARN de interferencia pequefio (SiRNA, por sus siglas en
inglés) contra el gen Gabra6 incremento las conductas nociceptivas inducidas
por la ligadura del tendon masetero superficial y CFA (Kramer y Bellinger,
2014). Asimismo, la reduccion en la expresion y funcion de los receptores
GABAa-a6 incremento la expresion de p-ERK, un marcador de excitabilidad
neuronal, lo que se correlaciond con el aumento de la excitabilidad de las
neuronas sensoriales del ganglio del trigémino (Kramer y Bellinger, 2013; Puri
et al., 2012). Por otra parte, se ha reportado que la administracién de PZ-II-
029 (MAP del receptor GABAa-as) redujo las conductas nociceptivas inducidas
por la constriccion cronica del nervio infraorbital en ratas (Vasovic et al., 2019).
Ademas, la administracion de DK-I-56-1, un MAP del receptor GABAA-as,
redujo las conductas de dolor espontaneo que se presentan después del dafio
al nervio del trigémino (Tzeng et al., 2021). Recientemente, datos de nuestro
laboratorio han demostrado que la activacion del receptor GABAa-as redujo la
alodinia tactil observada en un modelo de dolor tipo fibromialgia en ratas
hembra (Gutiérrez-Agredano, 2022). Todos los estudios mencionados
anteriormente sugieren que los receptores GABAa-06 SON necesarios para
inhibir la excitabilidad presente en las fibras sensoriales del sistema trigeminal

después de un dafio al tejido.

Hasta el momento no se ha estudiado si los receptores GABAa-as pueden
tener una participacion importante en el procesamiento de la informacion
nociceptiva a nivel espinal o en los ganglios de la raiz dorsal. Se ha reportado
que la expresion de los receptores GABAA que contienen la subunidad &
disminuye después de la constriccion crénica del nervio ciatico (lura et al.,
2016); lo anterior permite sugerir que la corriente tonica mediada por los

receptores GABAa-os pudiera estar reducida bajo condiciones de dolor cronico.
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2.7. Lainfluencia del sexo en la percepcion del dolor

Diversos estudios muestran que las mujeres tienen una mayor sensibilidad a
los estimulos nocivos como la presion mecanica, los estimulos térmicos y
eléctricos comparado con los hombres (Fillingim et al., 2009; Greenspan et al.,
2007; Lautenbacher y Rollman, 1993; Moulton et al., 2006; Patil y Belugin et
al., 2019; Paulson et al., 1998), lo que esta directamente relacionado con un
menor umbral de dolor en las mujeres (Riley et al., 1998; Rolke et al., 2006).
La aplicacién de un estimulo nocivo, en mujeres, indujo la activacién de la
corteza cerebral; mientras que el mismo estimulo, en hombres, activé la
corteza anterior del cingulo (Moulton et al., 2006; Paulson et al., 1998). Estos
estudios muestran que la percepcion del dolor involucra areas cerebrales

diferentes en hombres y mujeres.

Algunos padecimientos de dolor crénico como el dolor de espalda baja, el dolor
musculoesquelético (fibromialgia), el dolor neuropatico, el dolor osteo-articular
y la migrafia tienen una mayor prevalencia en mujeres que en hombres
(Bartley y Fillingim, 2013; Fillingim et al., 2009; Mogil y Bailey, 2010; Tsang et
al., 2008). En este sentido, la migrafia y el sindrome temporomandibular se
presentan principalmente en la pubertad y disminuyen durante la menopausia,
lo que sugiere que las hormonas sexuales femeninas tienen una participacion
importante en la fisiopatologia de estas enfermedades (Avona et al., 2019;
Boerner y Keogh, 2021). A pesar que, los factores anatémicos, genéticos,
psicolégicos y sociales son importantes en las diferencias sexuales durante la
percepcion del dolor, los principales mecanismos que se han propuesto que
subyacen a estas diferencias son: 1) la participacion de células del sistema
inmune y 2) la accién de las hormonas gonadales (Aloisi, 2003; Pieretti et al.,
2016; Sorge et al., 2015).

Se ha descrito que la hipersensibilidad mecéanica en ratones hembra y macho
esta determinada por distintos tipos de células inmunes (Sorge et al., 2011,
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2015). La activacion de la microglia, a través del receptor TLR4, induce el
desarrollo de alodinia mecanica en ratones macho, pero no en hembras (Sorge
et al., 2011). Ademas, la administracion de minociclina redujo la alodinia tactil
en ratones macho a través de reducir la liberacion de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1p y TNF-a) y factores tréficos como BDNF derivados de la
microglia (Kuzanwinska et al., 2014). En contraste, en los ratones hembra el
desarrollo de alodinia tactil esta mediado por la activacion de los linfocitos T
(Sorge et al., 2015). Un estudio clinico demostré un aumento en el nimero de
linfocitos T y B en mujeres, pero no en hombres (Abdullah et al., 2012). Por
su parte, el dafio a los nervios espinales aumenté la proliferacion de células
gliales durante los primeros dias después la lesién en ratas macho, pero no en

ratas hembra (Vacca et al., 2016).

A pesar que todas las hormonas gonadales estan presentes en ambos sexos,
los andrégenos son un grupo de hormonas consideradas masculinas; mientras
que los estrogenos y progestagenos son consideradas hormonas femeninas
(Maurer et al., 2016). Las hormonas gonadales son moléculas esteroideas
sintetizadas principalmente en los érganos reproductivos y en la glandula
adrenal a partir del colesterol (Maurer et al., 2016; Vardanyan y Hruby, 2016).
Las hormonas gonadales tienen un papel importante en el desarrollo
intrauterino, posnatal, neonatal, infantil y juvenil, asi como en la fertilidad de
ambos sexos (Maurer et al., 2016; Vardanyan y Hruby, 2016). A pesar que el
mecanismo de accion canonico de las hormonas esteroideas es nuclear; estas
hormonas pueden regular diferentes sistemas incluyendo el sistema nervioso

central y periférico (Brinton y Nilsen, 2001; Chen et al., 2021)

El estradiol tiene efectos inhibitorios y excitadores dentro del SNC (McEwen
et al., 1995; Woolley y Schwartzkroin, 1998). Se sabe que, el estradiol puede
modular la via del dolor a través de su interaccion con el sistema GABAérgico
(Kelly et al., 1992; Saleh y Saleh, 2001; Shughrue y Merchenthaler, 2000). En
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este sentido, el estradiol aumentd la liberacion de GABA a través de
incrementar la actividad de la enzima GAD en neuronas del nucleo
parabraquial (Saleh y Saleh, 2001). Ademas, la administracion exégena de
estradiol aumento la expresion y afinidad de los receptores GABA en neuronas
del hipocampo (Kelly et al., 1992; Shughrue y Merchenthaler, 2000). A nivel
periférico, los cambios en las concentraciones plasmaticas de estrogenos
estan acompafiados por cambios en las concentraciones de algunos
neurotransmisores como la 5-HT, la acetilcolina, la dopamina y las pB-
endorfinas, los cuales tienen una participacion importante en el procesamiento
del dolor (Aloisi, 2003; Marcus, 1995; Silberstein, 2001).

Finalmente, se ha demostrado que los estimulos nocivos se perciben con
mayor intensidad en mujeres con baja concentracion de estrégenos o durante
la menopausia, etapa que se caracteriza por una disminucién en la produccién
de las hormonas esteroideas (LeResche et al., 2003; Riley et al., 1999). A
nivel preclinico, la reduccién de las hormonas sexuales féminas, mediante
ovariectomia, disminuyé en mayor medida el umbral mecanico y térmico de
ratas hembra comparado ratas hembras sin ovariectomia (DelLeo y Rutkowski,
2000; Garrido-Suarez et al., 2015; Hernandez-Le6n et al., 2018; Li et al., 2014;
Pajot et al., 2003; Vacca et al., 2016). Ademas, el efecto analgésico de los
opioides o los antinflamatorios no-esteroideos fue mayor en ratones macho
comparado con hembras en modelos de dolor inflamatorio y visceral (Sorge et
al., 2011; Wang et al.,, 2016). Lo anterior se relaciona con reportes que
demuestran que las mujeres requieren una dosis mayor de morfina para aliviar

el dolor cronico (Bijur et al., 2008; Cepeda y Carr, 2003).
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3. Justificacion

El dolor neuropético es una patologia que afecta a millones de personas
alrededor del mundo. Actualmente, el tratamiento farmacol6gico para el dolor
neuropatico no es efectivo debido a la alta prevalencia de efectos adversos.
Es ampliamente reconocido que el dolor neuropatico afecta el sistema
GABAérgico, es decir su capacidad para reducir el dolor se ve disminuida.
Particularmente, los receptores GABAa tienen un papel importante en la
modulacién de las conductas nociceptivas que se observan en modelos de
dolor neuropético. Recientemente, los receptores GABAAa extrasinapticos han
surgido como un blanco importante para tratar los sintomas de alodinia e
hiperalgesia que se presentan después del dafio al sistema sensorial. Sin
embargo, se desconoce si el receptor GABAAa-os esta involucrado en el
desarrollo y mantenimiento de las conductas nociceptivas en el dolor
neuropatico. Por tal motivo, demostrar la participacion del receptor GABAAa-os
en el dolor neuropatico podria representar una nueva alternativa terapéutica

para tratar este padecimiento que aqueja a la poblacion mundial.
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4. Hipotesis

El receptor GABAA-as localizado en las terminales centrales de las aferentes
primarias y en las neuronas sensoriales del ganglio de la raiz dorsal

desempefia un papel antinociceptivo durante el dolor neuropético.

5. Objetivo general

Investigar la participacion del receptor GABAa-as en condiciones

fisiolégicas y en un modelo de dolor neuropatico.

6. Objetivos particulares

< Determinar la participacion del receptor GABAa-as en el procesamiento
de la informacion nociceptiva en condiciones fisiologicas en ratas

hembra y macho.

% Determinar la localizacién celular de los receptores GABAA- as€n sitios
relevantes para el procesamiento de la informacion nociceptiva en ratas

hembra y macho.

« Determinar si el dafio a los nervios espinales induce cambios en la

expresion proteica del receptor GABAa-asen ratas hembra.

% Evaluar, mediante MAPs, la participacion de los receptores GABAA-as
en las conductas nociceptivas inducidas por el dafio a los nervios

espinales en la rata hembra.

« Determinar si el efecto antinociceptivo de los MAPs del receptor

GABAAa-as depende de la especie y el sexo.

« Evaluar el efecto de la restitucion proteica del receptor GABAa-os €n las
conductas nociceptivas inducidas por el dafio a los nervios espinales en

la rata.
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Hipotesis y objetivos

+ Determinar la localizacion celular de los receptores GABAA- as€n Sitios
relevantes para el procesamiento de la informacion nociceptiva en tejido

de humanos.
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7. Materiales y métodos
7.1. Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho y hembra de 6 a 7 semanas de edad con un
peso corporal inicial de 140-160 g y, ratones Swiss Webster macho y hembra
de 10 semanas de edad con un peso corporal inicial de 25-30 g. Todos los
animales se alojaron en cajas de acrilico (44 cm ancho x 33 cm largo x 20 cm
alto) bajo condiciones de temperatura (22 °C) y humedad relativa controladas
(50% humedad) con ciclos de luz-oscuridad 12:12 horas con libre acceso a
agua y alimento. Los animales fueron proporcionados por nuestras
instalaciones o por los laboratorios Charles River. Los animales
proporcionados por los laboratorios Charles River se utilizaron 1 semana
después de arribar a las instalaciones de la Universidad de Texas en Dallas.
Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con lo establecido por la
Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de laboratorio
(NOM-069-Z00-1999). La guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de
América (NIH, por sus siglas en inglés) y siguiendo los lineamientos sobre
aspectos éticos para la investigacion de dolor experimental en animales
(Zimmermann, 1983). El protocolo experimental fue aprobado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Cinvestav
(CICUAL, protocolo No. 0042-13) y la Universidad de Texas en Dallas. Cada
animal se utiliz6 dos veces y se sacrificé en una camara saturada con CO: al

final de cada experimento.

7.2. Neuropatia periférica inducida por la ligadura de los nervios

espinales L5-L6

Para la induccion de la neuropatia periférica, los animales se prepararon de
acuerdo con lo previamente descrito por Kim y Chung en 1992. De manera

breve, los animales se anestesiaron con una mezcla de ketamina (50 mg/kg,
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i.p.) y xilacina (10 mg/kg, i.p.). Posteriormente, los nervios espinales izquierdos
L5-L6 (para la rata) y L4-L5 (para el raton) fueron expuestos y ligados con
sutura de seda de 6-0 en una regién distal al ganglio de la raiz dorsal (GRD).
Para los animales falsamente operados (Sham), los nervios espinales fueron
expuestos, pero no ligados. Los animales que presentaron alguna deficiencia

motora fueron descartados del estudio (Kimy Chung, 1992).
7.3.Evaluacién de las conductas nociceptivas
7.3.1. Evaluacién del umbral de retiro de la pata

Los animales se colocaron de forma individual en cajas de acrilico
transparente sobre una malla metélica durante 25 min (para la rata) o 40 min
(para el ratén). Los animales se estimularon en la parte media de la pata
posterior con los filamentos de von Frey (Stoeling co, IL). El 50% del umbral
de retiro se determind empleando el método de up-down (Chaplan et al.,
1994). La prueba consistié en estimular durante 5-8 segundos la parte media
de la superficie plantar. Una respuesta positiva se consideré cuando el animal
retir6 la pata y se registr6 con “X”; mientras que una respuesta negativa
consistié cuando el animal no retiré la pata y se registré con “0”. A partir del
primer cambio en la respuesta, se realizaron 4 o 3 evaluaciones adicionales
para obtener seis 0 cinco mediciones registradas, para la rata o el ratén,
respectivamente. Con estos valores y el valor del dltimo filamento utilizado se

calculo el 50% del umbral de retiro empleando la siguiente formula:
50% Threshold (g) = (10" [Xf + k3])/10,000

Donde Xf es el valor del ultimo filamento de von Frey utilizado (unidades
logaritmicas); k es el factor de correccion basado en los patrones de respuesta
de la tabla de calibracion y el valor tabulado con base al nUmero de respuestas
positivas y negativas; y 6 se refiere a las diferencias de promedio entre
estimulos (unidades logaritmicas) (Chaplan et al., 1994; Dixon, 1980). En
animales naive, el 50% del umbral de retiro se encuentra entre 11.98-15 g
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(para la rata) y 1.2-1.5 g (para el ratdén). La presencia de alodinia tactil se
consider6 cuando el 50% del umbral del retiro fue menor a 4 g (para la rata) o

0.2 g (para el raton).
7.3.2. Evaluacion del umbral de presién muscular

El umbral de presion muscular se determind de acuerdo a lo reportado
previamente (De la Luz-Cuellar et al., 2019). De manera breve, las ratas se
inmovilizaron y la pata posterior izquierda se coloco en el equipo de Randall-
Sellito para aplicar una fuerza mecénica que incrementé de manera lineal
(méximo 250 g) sobre el musculo gastrocnemio. La respuesta se midié como
la presién en gramos necesaria para que la rata retirara la extremidad o
vocalizara. Cada prueba se repitio tres veces con intervalos de 1 minuto entre
cada estimulo. ElI promedio del umbral de presion muscular se calculé con

base en las tres mediciones realizadas.
7.4. Evaluacion de las conductas nociceptivas espontaneas
7.4.1. Sacudidas espontaneas y levantamientos verticales

Las conductas nociceptivas espontaneas en las ratas con dolor neuropatico
experimental se evaluaron sin intervencion del experimentador. De manera
general, los animales se colocaron de forma individual en cilindros de acrilico
sin previa habituacién. Durante los primeros 5 minutos se contabilizé el nimero
de levantamientos verticales que realiz6 cada animal. Se considerd un
levantamiento vertical positivo cuando el animal coloc6 ambas patas
posteriores de manera similar sobre el piso del cilindro, mientras que un
levantamiento vertical negativo consistié cuando el animal no colocé las patas
traseras de manera similar. Posteriormente, se contabiliz6 el nimero de
movimientos espontaneos (sacudidas) en la extremidad posterior lesionada
durante 30 minutos (Alsalem et al., 2020; Mogil et al., 2010).
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7.5. Determinacion de la expresion del receptor GABAa-as por Western
blot

Los animales se anestesiaron con isoflurano, se sacrificaron por decapitacion
y se extrajo la parte lumbar dorsal de la médula espinal (L1-S1) y los GRD
lesionados (L5-L6). El tejido se homogenizé con 400 pl de buffer de lisis que
contenia Tris 50 mM, NaCl 150 mM, Tritén 100-X 1%, desoxicolato de sodio
5%, SDS 0.1% e inhibidores de proteasas (Complete™, Cat. No. 4693132001,
Sigma-Aldrich, MO). Posteriormente, el tejido se centrifugé a 1400 rpm a 4 °C
durante 10 minutos para remover los restos celulares. El sobrenadante se
recolectd y almacené a -70 °C hasta la cuantificacion de las proteinas totales.
La concentracién de las proteinas totales se determin6é por el método de
Bradford de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Quick Start Bradford
Protein Assay, Cat. No. 5000203, Bio-Rad, CA) (Bradford, 1976). Se tomaron
volumenes equivalentes a 50 ug de proteina total y se separaron por
electroforesis (SDS-PAGE) en un gel de poliacrilamida de dos dimensiones al
10% durante 90 minutos a 120 volts. Las proteinas se transfirieron a
membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF, Cat. No. IPFL0O0010, Millipore
Sigma, MA) durante 90 minutos a 70 volts. Posteriormente, las membranas se
bloguearon con leche libre en grasa al 3% disuelta en solucion amortiguadora
de Tris (TBS) que contenia Tween-20 al 0.1% durante 80 minutos a
temperatura ambiente. Las membranas se lavaron 2 veces con TBS-T durante
5 minutos antes de la incubacién con el anticuerpo primario anti-GABAa-us
(1:300, Cat. No. G5544, Sigma Aldrich, MO). El anticuerpo anti-GABAa-as se
incubo durante toda la noche a 4 °C. Para la inmunodeteccion del anticuerpo
primario se utilizé un anticuerpo secundario acoplado a una peroxidasa de
rabano (anti-rabbit, 1:5000, Cat. No. 11-035-033, Jackson InmunoResearch
Laboratories Inc., PA). La sefal de la proteina se detect6 utilizando Immobilon
Western Chemiluminescent HRP substrate (Cat. No. WBKLS0500, Sigma-

Aldrich, MO) y se obtuvo una imagen fotografica utilizando el ChemiDoc™
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XRS+ ImagingSystem (Bio-Rad, CA). Las membranas se colocaron en el
buffer de stripping (Restore Western Blot Stripping buffer, Cat. No. 21059,
ThermoFisher Scientific, MA) y se reincubaron con anticuerpo anti-p-actina
(1:10000, Cat. No. GT5512, GeneTex, CA). La B-actina se utiliz6 como control
de carga interno para normalizar los niveles de expresion de la proteina del
receptor GABAa-as. El analisis densitométrico de las bandas se realiz
utilizando el software Image Lab 6.0.1 (Bio-Rad, CA). La especificidad del anti-
GABAAa-06 se determind empleando un ARN de interferencia pequefio (SIRNA,
por sus siglas en inglés), adicionando un anticuerpo inmunizante (Cat No.
Ab171870, Abcam, UK) o la remocion del anticuerpo primario. Todos los

andlisis de western blot se realizaron en grupos independientes de animales.
7.6. Inmunohistoquimica

Los animales se anestesiaron con isoflurano y se sacrificaron por decapitacion.
La parte lumbar dorsal de la médula espinal y los GRD se disectaron y
sumergieron en crio-moldes que contenian medio de congelacién (O.C.T.
Tissue-Teck, Cat. No. 4583, Sakura Finetek Inc., CA). Posteriormente, el tejido
se coloco sobre hielo seco hasta su congelamiento. Los protocolos para el
manejo y obtencion del tejido de humano fueron aprobados por la junta de
revision institucional de la Universidad de Texas en Dallas en colaboracion con
el Southwest Transplant Alliance. La médula espinal lumbar de humano se
obtuvo de donadores de dérganos o pacientes con diagnostico de muerte
cerebral dentro de las primeras 4 horas después del fallecimiento. Los datos
demograficos de los donadores se proporcionan en la Tabla 4. El tejido de
humano se recolectd, congeld y almacend a -80 °C hasta su uso. El tejido de
humano se embebid gradualmente aplicando volimenes pequefios de medio
de congelacion para evitar el dafio al tejido. Los tejidos se seccionaron de
manera aleatoria con ayuda de un criostato (Leica CM1950, Leica Biosystems,
Alemania). Las secciones se recolectaron en laminillas de vidrio cargadas

positivamente, las cuales permanecieron a -20 °C durante toda la sesion de

39



Materiales y métodos
#

recoleccion de tejido. Posteriormente, los tejidos se colocaron en formalina al
10%, a un pH 7.4, durante 15 minutos y se deshidrataron a través de un
gradiente de alcohol etilico (50%, 5 minutos; 70%, 5 minutos y 100% 10
minutos) a temperatura ambiente. Los tejidos se secaron a temperatura
ambiente y el area de interés se delimitdé con ayuda de un plumoén hidrofobico
(PAP pen Cat. No. H-400, Vector Labs, CA). Los tejidos se incubaron en
solucién de blogueo (suero normal de cabra al 3%, Tritdbn 100-X al 0.003%
disuelto en buffer de fosfatos (PB) al 0.1M) durante 2 horas a temperatura
ambiente. Después, los tejidos se incubaron con los respectivos anticuerpos
primarios diluidos en solucion de bloqueo durante toda la noche a 4 °C en
condiciones de luz y humedad controladas (Tabla 5). Al dia siguiente se
realizaron tres lavados de 5 minutos con PB al 0.1M y los tejidos se incubaron
con los respectivos anticuerpos secundarios (1:2000) mas DAPI (1:5000, Cat.
No. 14285, Cayman Chemical, MI), ver Tabla 5, diluidos en solucion de
bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente. El tejido de humano se
cubrié con TrueBlack durante 1 minuto (disuelto en etanol al 70%, Cat. No.
23014, Biotium, CA), con el propésito de evitar la autofluorescencia de la
lipofuscina. Transcurrido el tiempo todas las laminillas se lavaron con PB al
0.1M. Finalmente, los tejidos se cubrieron con medio de montaje ProLong Gold
Antifade (Cat. No. P36930, ThermoFisher Scientific, MA).

Tabla 4. Informacion demografica de los donadores

Médula
Donante espinal Sexo Edad Causade muerte Historia médica
1 Lumbar Masculino 19 Hipoxia/sobredosis AnS|ed§q y
depresién
Hemorragia Dolores de cabezay
2 Lumbar Masculino 27 intracerebral; tumor convulsiones;
cerebral Glioblastoma
Convulsiones,
3 Lumbar Femenino 29 Hipoxia/sobredosis Trastorno bipolar y
depresion
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Tabla 5. Lista de anticuerpos utilizados para los ensayos de

inmunohistoquimica

Anticuerpo Proveedor Cat. No. Dilution/Conc.
] Novus
Mouse-anti-CGRP ] ] NBP2-88945  1:100
Biologicals
Mouse-anti-GFAP NeuroMab 75-240 2.5 yg/ml
Mouse-anti-IB4 conjugated Alexa ]
ThermoFisher 121412 1:500
568
Mouse-anti-NeuN Millipore MAB377 10 pg/ml
Mouse-anti-P2X3 Santa Cruz sc-390572 5 ug/mi
Rabbit-anti-o6-GABAAR Sigma-Aldrich G5544 5 ug/mi
Guinea Pig-anti-TRPV1 Neuromics GP14100 1:500
Goat-anti-guinea pig H&L 568 ThermoFisher A11075 1:2000
Goat-anti-mouse 1gG1 488 ThermoFisher A21121 1:2000
Goat-anti-rabbit H&L 555 ThermoFisher A21428 1:2000
Goat-anti-rabbit H&L 647 ThermoFisher A21245 1:2000

CGRP (péptido relacionado con el gen de la calcitonina; Conc (concentracién); GFAP
(proteina acidica fibrilar glial); IB4 (isolectina B4); NeuN (proteina nuclear neuronal); P2X3

(receptor purinérgico Xs); TRPVL1 (receptor de potencial transitorio V1).

7.7. Andlisis de imagenes confocal

Todas las imagenes se obtuvieron con un microscopio confocal (FluoView
1200, Olympus, Japan) con los objetivos de 10x y 20x. Se adquirié una imagen
XY de la parte lumbar dorsal de la médula espinal, 3-4 secciones fueron
analizadas por animal (~12 imagenes por experimento para una n=3). Las
secciones que presentaron algun plegamiento o dafio en el tejido fueron

descartadas del estudio. Todas las imagenes fueron adquiridas siguiendo los
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pardmetros de adquisicion proporcionados por Olympus: ganancia
predeterminada, 1 Hz, HV < 600, offset = 4, la potencia del laser < 10% vy la
apertura de la lente predeterminada. La intensidad de fluorescencia entre los
grupos experimentales se determiné mediante el método de fluorescencia
celular total corregida (CTCF, por sus siglas en inglés) utilizando el software
Image J. Los parametros de densidad integrada, area total seleccionada y el
ruido de fondo fueron adquiridos y empleados para calcular el CTCF: densidad
integrada — (&rea seleccionada x promedio del ruido de fondo). Los valores de
CTCF de cada grupo experimental se normalizaron contra el grupo Sham y
expresado como CTCF normalizado. El porcentaje de colocalizacién del
receptor GABAa-os se cuantifico a través del coeficiente de Mander. Todas las

imagenes se contrastaron utilizando el software Olympus CellSens (v1.18).
7.8.Administracion intratecal in vivo

La administracion intratecal se realizd en ratas y ratones anestesiados con
isoflurano al 2.5%. Los animales se colocaron en posicion de prono y una
jeringa conectada a una aguja calibre 30 G (0.30 mm de diametro) se coloco
entre las vértebras L4-L5. El acceso al espacio subaracnoideo se confirmé por
la presencia del reflejo de sacudida de la cola. Las ratas recibieron un volumen

total de 10 ul, mientras que los ratones un volumen total de 5 pl.
7.9. Silenciamiento del receptor GABAAa-0s

El silenciamiento del receptor GABAa-os se realiz0 a través de la
administracion intratecal de un ARN de interferencia pequefio (SiRNA, por sus
siglas en inglés) dirigido contra el gen Gabra6. El esquema de administracion
se baso en trabajos previos (Njoo et al., 2014; Salinas-Abarca et al., 2018). La
preparacion del siRNA se llevo a cabo inmediatamente antes de su
administracion de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI siRNA
Gabra6 (ID de ensayo: s132065, ThermoFisher Scientific, MA) y el siRNA

control (Cat. No. 4390846, ThermoFisher Scientific, MA) se reconstituyeron en
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agua libre de RNAsas bajo condiciones estériles. Posteriormente, los siRNAs
se mezclaron con reactivo de transfeccion (Cat. No. 11668019, ThermoFisher
Scientific, MA) y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo de incubacion, los siRNAs se administraron via
intratecal en un volumen de 10 ul (1 pg/ul de siRNA). El procedimiento se
repitio hasta obtener un esquema de 1 pg de siRNA cada 24 horas durante 3
dias consecutivos. La expresion proteica del receptor GABAa-as se evalud al
dia 3 y 6 después de la primera administracion del siRNA con el objetivo de
correlacionar la expresion proteica del receptor GABAa-os con las conductas

nociceptivas.
7.10. Transfeccion del plasmido Gabra6 in vivo

Para la amplificacion del plasmido se transformaron bacterias E. Coli con 10
ng del plasmido Gabra6 (Cat. No. RR207696, OriGene, MD) o el plasmido
control cDNA3 (Cat. No. V79020, ThermoFisher Scientific, MA) a través de
choque térmico. Posteriormente, las bacterias se re-suspendieron en medio
SOC (Cat. No. 15544034, Invitrogen, MA) a 37 °C con agitacién constante
durante 1 hora. Las bacterias se cultivaron en placas de agar con medio Luria-
Bertani suplementado con kanamicina 25 pg/ml (para el gen Gabra6) o
ampicilina 100 ug/ml (para el gen cDNA3) durante 24 horas a 37 °C. Al dia
siguiente, dos colonias de bacterias transformadas fueron aisladas y crecidas
en medio Luria-Bertani durante 16 horas a 37 °C. Los plasmidos fueron
aislados y purificados utilizando el método maxiprep de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La pureza y la concentracion de los plasmidos se
determinaron mediante espectrofotometria utilizando un NanoDrop 2000
(ThermoFisher Scientific, MA). La expresion transitoria del receptor GABAAa-as
in vivo se realizd de acuerdo a lo previamente descrito (Garcia et al., 2021).
De manera breve, se mezclaron 5 pug del plasmido Gabra6 o cDNA3 con
lipofectamina 2000 (Cat. No. 11668019, Invitrogene, MA) y administraron via
intratecal cada 24 horas durante 3 dias consecutivos. La eficacia del plasmido
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Gabra6 se determiné a través de la expresion proteica del receptor GABAa-06

24 horas después de la ultima administracion.
7.11. Farmacos

Ro 15-4513 (Cat. No. 6192) y PZ-11-029 (Cat. No. 1997), moduladores
alostéricos positivos del receptor GABAa-as fueron obtenidos de Tocris
Bioscience (Bristol, ING). Los farmacos se disolvieron en 30% de dimetil
sulfoxido (DMSO 30%). La furosemida, antagonista del receptor GABAa-as se
obtuvo de Sigma Aldrich (St. Louis, MO) y se disolvi6 en DMSO. Los
anestésicos ketamina y xilacina se obtuvieron de PiSA Farmacéutica
(Guadalajara, Jal). Las dosis de los farmacos utilizados en este estudio se

elegieron a partir de ensayos preliminares realizados en nuestro laboratorio.
7.12. Analisis estadistico

Todos los ensayos farmacolégicos se realizaron a ciego simple. Los resultados
se muestran como diagramas XY o de cajas (donde se muestra la media, los
cuartiles y los valores minimos y maximos dentro del grupo). Los resultados
obtenidos mediante western blot se muestran como la media + el error
estandar de la media. Para las conductas nociceptivas de alodinia tactil e
hiperalgesia muscular, las diferencias entre grupos experimentales se
determinaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, seguido
de una prueba post-hoc de Tukey. Las conductas de dolor espontaneo
(levantamientos verticales y sacudidas espontaneas) y los analisis de western
blot e inmunohistoquimica se analizaron mediante una ANOVA de una via
seguido, de una prueba post-hoc de Dunnett. Las diferencias entre sexos se
analizaron mediante una ANOVA de tres vias seguido de una prueba post-hoc
de Tukey. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software
SigmaPlot v12.0 (Systat Software Inc, IL); mientras que los graficos fueron
obtenidos empleando el software GraphPad Prims 8 (GraphPad Software Inc,

CA). Una P < 0.05 se considero como diferencia significativa.
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8. Disefio experimental

8.1.Participacion del receptor GABAAa- as en condiciones fisiologicas

Para conocer el papel que desempeiia el receptor GABAAa-0s en condiciones
fisiologicas, se utilizaron ratas hembra naive que fueron administradas via
intratecal con furosemida (10-300 nmoles), antagonista del receptor GABAAa-as
(Figura 8). El efecto de la furosemida se evalu6 sobre el umbral de retiro de la
pata y presion muscular, asi como las conductas de dolor espontaneo (Figura
8). Con el objetivo de conocer si el efecto pronociceptivo de la furosemida
depende del sexo. Grupos independientes de ratas hembra y macho fueron
administrados con furosemida (300 nmoles) y se determiné su efecto sobre el
umbral de retiro de la pata (Figura 8). Con el propésito de confirmar nuestra
aproximacion farmacoldgica, se administr6 un ARN de interferencia pequefio
(siRNA) dirigido contra el gen Gabra6 via intratecal durante 3 dias
consecutivos Unicamente en ratas hembra. El efecto del siRNA se evalud
sobre el umbral de retiro de la pata, presidén muscular y conductas de dolor
espontaneo durante un periodo de 6 dias (Figura 9). El silenciamiento del
receptor GABAa-as se confirm6 a través de western blot en un grupo
independiente de animales 24 horas después de la ultima administraciéon del
SiRNA (Figura 9).
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Figura 8. Disefio experimental de la participaciéon del receptor GABAa-as en condiciones
fisioldgicas. La administracion de la furosemida (10-300 nmol) o su vehiculo se realizé via
intratecal en ratas hembra intactas. Posteriormente, se determind el efecto de la furosemida o
su vehiculo sobre las conductas nociceptivas: 1) umbral de retiro de la pata, 2) umbral de
presion muscular y 3) dolor espontaneo (sacudidas y levantamientos verticales) durante 6
horas post-administracion. i.t: Administracion intratecal.
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Figura 9. Disefio experimental del silenciamiento in vivo del receptor GABAa-as €n ratas
hembra intactas. La administracion del siRNA Gabra6 o su siRNA control se realizé via
intratecal en ratas hembras intactas durante 3 dias consecutivos. La eficacia del tratamiento

con el siRNA Gabra6 se determind a través de la medicion de la expresion de la subunidad o,
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mediante la técnica de western blot 24 horas después de la Gltima administracion del siRNA
Gabra6. Posteriormente, se determind el efecto de la furosemida o su vehiculo sobre las
conductas nociceptivas: 1) umbral de retiro de la pata, 2) umbral de presiéon muscular, y 3)
dolor espontaneo (sacudidas y levantamientos verticales) durante 6 dias.

8.2. Localizacién celular del receptor GABAa-as en la médula espinal y

los ganglios de la raiz dorsal

Con el propésito de conocer la localizacion celular y distribucion del receptor
GABAa-as en sitios relevantes para el procesamiento de la informacion
nociceptiva, se utilizaron secciones de la médula espinal lumbar y los GRD de
ratas naive hembra y macho y mediante ensayos de inmunohistoquimica se
analizé la expresion del receptor GABAa-as. La localizacion y distribucion
celular del receptor GABAa-as se determind a través del uso de diferentes

marcadores celulares (Figura 10).
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Figura 10. Disefio experimental del andlisis de la expresion proteica del receptor
GABAa-0s mediante microscopia confocal. Los ensayos de inmunohistoquimica se
realizaron en la médula espinal dorsal y en los ganglios de la raiz dorsal de ratas intactas.
Posteriormente, los tejidos se procesaron e incubaron con el anticuerpo dirigido contra la
subunidad as del receptor GABAa 0 con anticuerpos especificos para: 1) neuronas
peptidérgicas (CGRP), 2) neuronas no peptidérgicas (IB4) y 3) astrocitos (GFAP). Todos los
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tejidos se analizaron mediante microscopia confocal. CGRP: péptido relacionado con el gen
de la calcitonina; IB4: isolectina B4; GFAP: proteina acidica fibrilar glial.

8.3. Participacion del receptor GABAa-as en condiciones patoldgicas

Una vez elucidada la participacion del receptor GABAa-o0s en condiciones
fisiologicas, se evaluo la participacion del receptor GABAa-os en condiciones
de dolor neuropatico. Primeramente, se determiné si el dafio a los nervios
espinales inducia cambios en la expresion proteica del receptor GABAa-ae €n
la médula espinal dorsal lumbar y en los GRD de animales con dolor
neuropatico experimental (Figura 11). Posteriormente, se evalud el efecto de
la administracion intratecal de diferentes concentraciones de Ro 15-4513 (1-
10 nmoles) 6 PZ-11-029 (1-30 nmoles) sobre la alodinia tactil, la hiperalgesia
muscular y el dolor espontaneo 14 dias después del dafio a los nervios (Figura
12). Para confirmar la participacion del receptor GABAa-os en el efecto
antialodinico, se determino el efecto de la furosemida (antagonista del receptor
GABA&-as) sobre el efecto antialodinico de PZ-11-029 (Figura 13). Asimismo,
se evaluo el efecto de la administracion repetida de PZ-11-029 cada 6 horas
durante un periodo de 24 horas. Al término del esquema de administraciones
repetidas, los animales fueron sacrificados para determinar el efecto del

farmaco sobre la expresion proteica del receptor GABAa-os (Figura 14).
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Figura 11. Disefio experimental del efecto de la lesion a los nervios espinales (LNE)
sobre la expresidn proteica del receptor GABAa-as. El dolor neuropatico experimental se
indujo mediante la lesidn de los nervios espinales L5 y L6. Posteriormente, se realizé un curso
temporal de la expresion proteica del receptor GABAa-asen los 3, 7 y 14 dias post-lesion a los
nervios espinales mediante la técnica de western blot. LNE: ligadura de los nervios espinales.
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Figura 12. Disefio experimental del efecto de los moduladores alostéricos positivos del
receptor GABAa-0s en ratas hembra con dolor neuropéatico. La administracién de los
moduladores alostéricos positivos (PZ-11-029 y Ro 15-4513) o sus vehiculos se realizé via
intratecal en ratas hembra con dolor neuropético. Posteriormente, se determiné el efecto de
PZ-11-029 (1-30 nmol) y Ro 15-4513 (1-10 nmol) o sus vehiculos sobre las conductas
nociceptivas: 1) umbral de retiro de la pata, 2) umbral de presién muscular y 3) dolor
espontaneo (sacudidas y levantamientos verticales) durante 6 horas post-administracion. i.t:
Intratecal.
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Figura 13. Disefio experimental del efecto de furosemida sobre el efecto anti-alodinico
de PZ-11-029 en ratas hembra con dolor neuropético. La administracion de la furosemida o
su vehiculo se realiz6 via intratecal o intraperitoneal en ratas hembra con dolor neuropético.
La administracién de la furosemida (30 nmol, i.t. 0 10 -30 nmol, i.p.) o su vehiculo se realizé
10 minutos antes de la administracién intratecal de PZ-11-029 (30 nmol). Posteriormente, se
determind el efecto de la furosemida sobre el efecto antialodinico de PZ-11-029 durante 6 horas
post-administracion. Furo: Furosemida; i.p.: intraperitoneal; i.t.: Intratecal; PZ: PZ-11-029.
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Figura 14. Disefio experimental de la administracion repetida de PZ-11-029 en ratas
hembra con dolor neuropéatico. La administracién de PZ-11-029 o su vehiculo se realizé via
intratecal en ratas hembra con dolor neuropatico. La administracion intratecal repetida de PZ-
11-029 (30 nmol) o su vehiculo se realiz6 cada 6 horas durante 24 horas. El efecto
antinociceptivo de PZ-11-029 se evalué 10 minutos antes de cada administracion de PZ-11-029.
La expresion proteica de la subunidad as del receptor GABAa se determind 6 horas después
de la Ultima administracion PZ-11-029. i.t.: intratecal; PZ: PZ-11-029.

8.4.Influencia del sexo y especie de los animales en el efecto

antinociceptivo de los MAPs del receptor GABAAa-as

Con el objetivo de conocer si el efecto antinociceptivo de los moduladores
alostéricos positivos del receptor GABAa-as depende de la especie, se
determiné el efecto de Ro 15-4513 (1-10 nmol, i.t.) y PZ-11-029 (3-30 nmol, i.t.)
en ratones con dolor neuropético experimental (Figura 15). Para abordar si el
receptor GABAAa-as podria tener una participacion dependiente del sexo, se
determiné el efecto de la administracion intratecal de los moduladores
alostéricos positivos (MAPs) del receptor GABAA-0s en ratas y ratones con

dolor neuropatico experimental de ambos sexos (Figura 16).
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Figura 15. Disefio experimental del efecto de los moduladores alostéricos positivos del
receptor GABAa-0s en ratones hembra con dolor neuropatico. La administraciéon de los
moduladores alostéricos positivos (PZ-11-029 y Ro 15-4513) o sus vehiculos se realizé via
intratecal en ratones hembra con dolor neuropatico. Posteriormente, se determind el efecto de
PZ-11-029 (3-30 nmol) y Ro 15-4513 (1-10 nmol) o sus vehiculos sobre el umbral de retiro de
la pata durante 6 horas post-administracion. i.t: Intratecal; LNE: Ligadura de los nervios
espinales.
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Figura 16. Disefio experimental de la participacion diferencial del receptor GABAa-as €n
animales macho y hembra. La administracion de los moduladores alostéricos positivos (PZ-
11-029 y Ro 15-4513) o sus vehiculos se realizé via intratecal en ratas y ratones hembra y
macho con dolor neuropatico. Posteriormente, se determiné el efecto de PZ-11-029 (30 nmol)
y Ro 15-4513 (10 nmol) o sus vehiculos sobre el umbral de retiro de la pata durante 6 horas
post-administracion. i.t: Intratecal, LNE: ligadura de los nervios espinales.
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8.5.Restitucion proteica del receptor GABAa-as en animales con dolor

neuropatico experimental

Para alcanzar nuestro objetivo, se administro via intratecal el plasmido Gabra6
durante 3 dias consecutivos en animales de 11 dias post-ligadura de los
nervios espinales. La restitucion proteica del receptor GABAa-as se confirmo
mediante western blot 24 horas después de la ultima administracion del
plasmido Gabra6. En un grupo independiente de animales se evalué el efecto
de la restitucion proteica del receptor GABAa-as sobre la alodinia tactil, la

hiperalgesia muscular y el dolor espontaneo (Figura 17).

O&s
O
Bacterias
transfectadas

Transfeccion
de las bacterias

Amplificacion
de las bacterias

Purificacion
del plasmido

Choque térmico
E. Coli 42°C/30s

I Plasmido
purificado

SV40 ori N -

@.@‘ @.@ Dias post-LNE
........ B

i Alodinia Tactil
X Hiperalgesia muscular |

Promotor : Dolor espontaneo |

Figura 17. Disefo experimental de la purificacion y efecto del plasmido Gabra6 en ratas
hembra con dolor neuropatico. El plasmido Gabra6 o el plasmido control se incorporaron
en bacterias E. coli a través de un choque térmico. Las bacterias que incorporaron el plasmido
Gabra6 o el plasmido control se amplificaron durante 16 horas. El plasmido Gabra6 o el
plasmido control se purific6 mediante el método de maxiprep. La administracion del plasmido
Gabra6 o su plasmido control se realizé via intratecal en ratas hembras con dolor neuropético
durante 3 dias consecutivos. La eficacia del tratamiento con el plasmido Gabra6 se determiné
a través de la medicion de la expresion de la subunidad aes del receptor GABAa mediante la
técnica de western blot 24 horas después de la Ultima administracion del plasmido Gabra®.
Posteriormente, se determiné el efecto del plasmido Gabra6 o el plasmido control sobre las
conductas nociceptivas: 1) umbral de retiro de la pata, 2) umbral de presion muscular, y 3)
dolor espontaneo (sacudidas y levantamientos verticales) durante 10 dias. CMV:
Citomegalovirus; Col E1: Colicina E1; Kan: Kanamicina; LNE: ligadura de los nervios
espinales; Neo: Neomicina; SV40 ori: Promotor del virus vacuolado del simio 40.
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9. Resultados

9.1. El receptor GABAa-0s desempefia un papel antinociceptivo en

condiciones fisiolégicas

Para determinar la funcion que desempefia el receptor GABAAa-os en el
procesamiento de la informacién nociceptiva en condiciones fisioldgicas, se
utilizaron ratas hembra las cuales recibieron una administracion intratecal de
furosemida (10-300 nmoles; antagonista del receptor GABAa-ae). La
furosemida, pero no el vehiculo, redujo el umbral de retiro de la pata y presion
muscular de manera dependiente de la concentracion (Figura 18A-B).
Ademas, la administracion de furosemida aumento el numero de sacudidas
espontaneas en la pata trasera de los animales, pero no modifico el nUmero
de levantamientos verticales realizados por el animal (Figura 18C-D). De
manera interesante, la administracion intratecal de furosemida (300 nmoles)
redujo en menor medida el umbral de retiro de la pata en ratas macho,

comparado con ratas hembra (Figura 19).

54



Resultados

-®- Naive -® Vehicle - Furo (10 nmol) - Furo (30 nmol)  -@ Furo (100 nmol) - Furo (300 nmol)

A B
167 250-
= —_
o o
£ 12 e
< S 200
s |
g £
c
§ 0 150+
2 4 g
o o
wn
0- 100-
r T T T T 1 r T T T T 1
0 1 2 3 4 6 0 1 2 3 4 6
Tiempo (h) Tiempo (h)
C D
- *kk -
30 15
W
" L
3 8
5 207 £ 104
2 s
g = E é @
o >
u —
5 101 % 2 5
= S
o ]
0- 0-

Veh 100 300 Veh 100 300
Furo (nmol) Furo (nmol)

Figura 18. La administracién de furosemida induce conductas nociceptivas en ratas
hembra. Efecto de la administracion i.t. de furosemida sobre A) el umbral de retiro de la pata,
B) el umbral de presién muscular, C) el nimero de sacudidas espontaneas y D) el nUmero de
levantamientos verticales. Los datos se presentan como la media £ EE (n= 6 animales por
grupo). En Ay B: *P< 0.01, ***P< 0.001 furosemida vs vehiculo, determinado por ANOVA de
dos vias seguido de la prueba de Tukey. En C y D: **P< 0.01, ***P< 0.001, determinado por
ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett. Furo: Furosemida; Veh: Vehiculo. La
linea punteada negra representa el umbral de alodinia tactil.
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Figura 19. La administracion de furosemida induce un efecto pronociceptivo mayor en
hembras que en machos. A) Efecto de la administracion i.t. de furosemida en ratas hembra
y macho. B) Area bajo la curva de los cursos temporales del efecto de furosemida en ratas
hembra y macho. Los datos se presentan como la media + EE (n= 6 animales por grupo). En
A: *P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001 furosemida hembras vs vehiculo en hembras. 4P< 0.01
furosemida hembras vs furosemida machos, determinado por ANOVA de tres vias seguido de
la prueba de Tukey. En B: **P< 0.01, ***P< 0.001, determinado por ANOVA de una via seguido
de la prueba de tukey. Furo: Furosemida; Veh: Vehiculo. La linea punteada negra representa
el umbral de alodinia tactil.

Para confirmar la participacion del receptor GABAa-as en el procesamiento de
la informacion nociceptiva, se realizo el silenciamiento transitorio del receptor
GABAa-as en ratas hembra sin ligadura de los nervios espinales (naive). La
administracion intratecal del siRNA dirigido contra el gen Gabra6 redujo la
expresion proteica del receptor GABAa- as en la médula espinal al dia 3, pero
no al dia 6 después de la ultima administracion del siRNA (Figura 20A-B).
Ademas, la administracion repetida del siRNA disminuy6 el umbral de retiro de
la pata y presion muscular por alrededor de 4 dias (Figura 20C-D). Asimismo,
el silenciamiento del receptor GABAa-as indujo la aparicion de conductas de
dolor espontdneo en ratas hembra intactas (Figura 20E-F). Nuestros

resultados sugieren que el receptor GABAa-os desempefia un papel
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antinociceptivo en condiciones fisiolégicas en ratas hembra y en menor medida

en ratas macho.

A EE 23 B
1
1404 s 140~
g -E 1204 . *kk _E ‘ﬁ; 120 ._r. ° .
S 5 1004 . T £ 100 I .
8 7 £
g5 8 | e ol 2= 807 | e - L
> 5 s 2 _4_
T 8 60 . T E 60
<8 I3
g g 40 b D& 407 .
LI o8
£ 20 F—Ta] £ g
: Naive Scr Gabra6 Naive Scr Gabra6
Dia 3 post-1*" Dia 6 post-1°"
administracion siRNA administracion siRNA
GABA,-0,R s s s ~ 57 KDa GABA,-a,R ¥ s s ~ 57 KDa
f-acting WEEE—_—-—— - 43 KDa f-actina s s s 43 KDa
-o- Naive -8~ siRNA control -0~ siRNA Gabra6
C D
161 250+
G =
2 12 %
E 3 200-
Q
L] (%]
T 9 g
o c
£ 2 1504
=1 4 7]
2 g
= o
wn
0- * * 100- * * *
I T T T T T 1 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias) Tiempo en dias
E F
10+ 15+
8
g 81 £
o 2
] - E 101
3 6 *x *k ]
o - €
b [
o >
O 4 =2
T °© 5-
o T
Z 24 S
4
0- LR IR I
r T T T T T 1 |l T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo en dias Tiempo en dias

Figura 20. El silenciamiento del receptor GABAa-as induce conductas nociceptivas en
ratas hembra. Efecto del silenciamiento transitorio del receptor GABAa-as sobre la expresion
proteica del receptor GABAa-us en la médula espinal lumbar dorsal de ratas hembras A) en el
dia 3y B) en el dia 6 después de la primera administracién del siRNA. Efecto del silenciamiento
transitorio del receptor sobre C) umbral de retiro de la pata, D) umbral de presion muscular, E)
numero de sacudidas espontaneas y F) nimero de levantamientos verticales en ratas hembra
intactas. Los datos se presentan como la media £+ EE (h= 6 animales por grupo para las
pruebas conductuales), (n=4 para las pruebas de western blot). En A y B: ***P< 0.001
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determinado por ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey. En C-F; *P< 0.05, **P<
0.01, ***P< 0.001 siRNA Gabra6 vs siRNA ctrl, determinado por ANOVA de dos vias seguido
de la prueba de Tukey. En F: #P<0.05 naive vs siRNA ctrl, determinado por ANOVA de dos
vias seguido de la prueba de Tukey. ctrl: control; ns: no significativo. La linea punteada negra
representa el umbral de alodinia tactil.

9.2. Localizacion celular del receptor GABAa-as en animales intactos

Estos resultados en animales intactos demuestran la participacion del receptor
GABAa-as en condiciones fisiologicas. Por lo tanto, se determind la localizaciéon
celular de dicho receptor en tejidos relevantes para el procesamiento de la
informacion  nociceptiva. Para tal propdsito, los ensayos de
inmunohistoquimica se realizaron en la médula espinal lumbar y en los GRD
de ratas hembra intactas. El receptor GABAa-as colocalizé con el marcador de
nacleos neuronales (NeuN) 3.22 + 0.05% (Figura 21A), lo que sugiere que el
receptor GABAAa-us esta expresado en neuronas de la médula espinal. La
distribucion del receptor GABAa-as dentro de la médula espinal se determind
mediante marcadores celulares (CGRP e IB4). Los resultados muestran que
el receptor GABAa-as esta expresado, principalmente, en neuronas no
peptidérgicas (33.51 + 3.58% IB4*, Figura 21B), comparado con neuronas
peptidérgicas (16.50 + 1.27% CGRP*, Figura 21C). Ademas, el receptor
GABA&-a6 N0 se encuentra expresado en astrocitos (GFAP) (Figura 21D).
Adicionalmente, el analisis de microscopia confocal mostré que el receptor
GABA&-as esté distribuido de la lamina 2 a la ldmina 5 de la médula espinal
(Figura 21).

Debido a que las terminales pre- y post-sinapticas estan muy cercanas una de
la otra dentro de la médula espinal, el analisis correcto de ellas es dificil de
realizar. Por lo tanto, se determind la localizacion celular del receptor GABAA-
as en los GRD. Los ensayos de inmunohistoquimica muestran que el receptor
GABAa-a6 esta expresado en neuronas sensoriales (74.11%) del GRD (Figura
22A-B). De esas, el 15% son neuronas IB4*y el 11% neuronas TRPV1* (Figura
22A-B). Ademas, el receptor GABAa-0s esta expresado, principalmente, en
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neuronas de diametro mediano (Figura 22C). Lo anterior sugiere que el
receptor GABAa-o06 estd localizado en neuronas relacionadas con el
procesamiento de la informacién nociceptiva. De manera sorprendente, el
receptor GABAa-as esta expresado en células satelitales del GRD (Figura
22D).

Con el propdsito de conocer si la expresion del receptor GABAa-os depende
del sexo de los animales. Se determinoé la expresion del receptor GABAA-os en
ratas hembra y machos sin ligadura de los nervios espinales. De manera
interesante, los andlisis de inmunohistoquimica y western blot muestran que
el receptor GABAAa-as Se encuentra expresado en menor medida en la médula
espinal de ratas macho intactas, comparado con ratas hembra (Figura 23A-C).
En conjunto, estos datos demuestran que el receptor GABAa-os estd
expresado en las terminales centrales de las aferentes primarias y en los
cuerpos celulares de las neuronas del GRD y se encuentra expresado en
mayor medida en la medula espinal de ratas hembra comparado con machos.
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Figura 21. Expresion del receptor GABAa-as en la médula espinal de ratas hembra
intactas. Determinacién de la localizacion célular del receptor GABAs-as en las diferentes
poblaciones de neuronas de la médula espinal A) marcado de nucleos neuronales (NeuN), B)
neuronas peptidérgicas (CGRP), C) neuronas no-peptidérgicas (IB4) y D) astrocitos (GFAP).
Escala 50 pymy 100 ym.

60



Resultados

Overlay +

TRPV1

@)

Neuronas= 5580 15

25.87%

GABAL-06R"
GABA,-0gR/ IB4"
GABA,-agR/ TRPV1*
Negativas

10+

Frecuencia relativa del GABA-o.¢R (%)

10 20 30 40 50 60 70 80
Diametro (pm)

Overlay. +_

Figura 22. Expresién del receptor GABAx-as en las neuronas sensoriales del GRD en
ratas hembra intactas. A) determinacion de la localizacion celular del receptor GABAAa-0s en
los diferentes tipos de neuronas sensoriales, B) analisis del porcentaje de overlay del receptor

GABAa-0s con IB4 y TRPV1 y D) histograma con el perfil de tamafio de las neuronas positivas
para el GABAAa-us.
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Figura 23. El receptor GABAa-as tienen un expresion proteica diferencial en ratas
hembra y macho. A) Imégenes representativas de inmunohistoquimica de la expresion
proteica del receptor GABAa-us en la médula espinal dorsal lumbar en ratas hembra y macho,
B) andlisis de fluorescencia total corregida y C) analisis de western blot en la médula espinal
dorsal de ratas hembra y macho. CTCF: Fluorescencia total corregida.

9.3.La participacion del receptor GABAa-as en el dolor neuropético
experimental

Posteriormente, se explord si el dafio a los nervios espinales es capaz de
inducir conductas nociceptivas y cambios en la expresion proteica del receptor
GABA&-as. El dafio a los nervios espinales indujo la aparicion de alodinia tactil,
hiperalgesia muscular y dolor espontaneo en ratas hembra durante 21 dias

post-dafio a los nervios espinales (Figura 24).
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Figura 24. El dafio a los nervios espinales induce conductas nociceptivas en ratas.
Curso temporal del desarrollo de A) alodinia tactil, B) hiperalgesia muscular, C) sacudidas
espontaneas y D) levantamientos verticales en ratas hembra con dolor neuropatico. Los datos
se presentan como la media £ EE (n= 6 animales por grupo). ***P< 0.001 LNE vs sham; ##P<
0.001 sham vs naive, determinado por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey.
LNE: ligadura de los nervios espinales. La linea punteada negra representa el umbral de
alodinia tactil.

Ademas del desarrollo de conductas nociceptivas, la lesibn a los nervios
espinales redujo la expresion proteica del receptor GABAa-as en la médula
espinal lumbar y en los GRD a partir del dia 3 y hasta el dia 21 post-lesion
(Figura 25). Estos datos demuestran que la expresion proteica del receptor
GABA&-as disminuyo después del dafio a los nervios espinales. Lo anterior
puede contribuir a la pérdida de la inhibicion GABAérgica que se presenta en

el dolor neuropético.
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Figura 25. El dafio a los nervios espinales reduce la expresion proteica del receptor
GABAA-as en ratas hembra. Curso temporal de la expresion proteica del receptor GABAa-as
en A) médula espinal y B) GRD. Los datos se presentan como la media + EE (n= 4-5 animales
por grupo). *P< 0.05, *P< 0.1, ***P< 0.001, determinado por ANOVA de una via seguido de
la prueba de Dunnett. GRD: Ganglio de la raiz dorsal; LNE: Ligadura de los nervios espinales.
9.4. La activaciéon del receptor GABAa-as reduce las conductas

nociceptivas inducidas por el dafio a los nervios espinales

Con base en los resultados anteriores, se evalug el efecto de la administracion
intratecal de moduladores alostéricos positivos del receptor GABAAa-os €N ratas
hembra con dolor neuropatico experimental. La administracion intratecal de Ro
15-4513 (1-10 nmol), pero no el vehiculo, redujo la alodinia tactil por alrededor
de 8 horas post-administracion de manera dependiente de la concentracion
(Figura 26A). Ademas de la alodinia tactil, el dolor neuropatico también induce
hiperalgesia muscular (Kim et al., 2016; Seol et al., 2017). En este sentido, la
inyeccion intratecal de Ro 15-4513 (10 nmol) redujo, parcialmente, la
hiperalgesia muscular por alrededor de 2 horas post-administracion (Figura
26B). El dolor espontaneo es uno de los sintomas que mas experimentan las

personas que padecen dolor neuropético (Jensen et al., 2001). Con base en
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lo anterior, se determino el efecto de Ro 15-4513 sobre las conductas de
sacudidas de la pata y levantamientos verticales 2 horas después de la
administracion intratecal del farmaco (Figura 26C-D). De manera interesante,
la administracion intratecal de Ro 15-4513 disminuy6 el nimero de sacudidas
espontaneas en la pata ipsilateral al dafio y aumenté el numero de

levantamientos verticales en ratas hembra con dolor neuropatico.
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Figura 26. La administracion de Ro 15-4513 reduce las conductas nociceptivas
inducidas por el dafio alos nervios en ratas hembra. Efecto de la administracion intratecal
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de Ro 15-4513 sobre A) la alodinia tactil, B) la hiperalgesia muscular, C) el nUmero de
sacudidas espontaneas y D) el nimero de levantamientos verticales en ratas hembra con dolor
neuropatico experimental. Los datos se presentan como la media = EE (n= 6 animales por
grupo). En A y B: *P< 0.05, *P< 0.01, **P< 0.001, determinado por ANOVA de dos vias
seguido de la prueba de Tukey. En C-D: *P< 0.05 determinado por ANOVA de una via seguido
de la prueba de Tukey. Ro15: Ro 15-4513, Veh: Vehiculo. La linea punteada negra representa
el umbral de alodinia tactil.

Es importante mencionar que el Ro 15-4513 es un MAP de la subunidad a4y

a6 de los receptores GABAa (Hadingham et al., 1996; Whittemore et al., 1996;

You et al., 2010). Por lo tanto, los datos empleando el Ro 15-4513 podrian ser
el resultado de la activacion de ambas subunidades del receptor GABAAa. Con
el objetivo de evitar este problema, se utilizé el PZ-11-029 (un MAP con alta
selectividad por el receptor GABAx-as) (Varagic et al., 2013). La administracion
intratecal de PZ-11-029 (1-30 nmol) aumenté de manera dependiente de la
concentracion el umbral de retiro de la pata de ratas neuropaticas durante 6
horas (Figura 27A). En contraste, el PZ-11-029 (30 nmol) no redujo la
hiperalgesia muscular inducida por la lesion a los nervios espinales (Figura
27B). Asimismo, la inyeccion intratecal de PZ-11-029 redujo el niumero de
sacudidas espontaneas y aumentd el nUmero de levantamientos verticales 2
horas post-administracion del farmaco (Figura 27D-C). En conjunto, nuestros
resultados sugieren que la activacion del receptor GABAa-as redujo las
conductas nociceptivas que se presentan durante el dolor neuropético. Para
confirmar la participacion del receptor GABAa-as en dichos efectos se evalud
el efecto de PZ-11-029 en presencia de furosemida. El antagonista del receptor
GABA=-as (furosemida) redujo el efecto anti-alodinico de PZ-11-029 de manera
dependiente de la concentraciéon (10-30 nmol, i.t.) en ratas hembra con dolor
neuropatico (Figura 28A-B). Debido a que la furosemida no atraviesa la barrera
hematoencefalica (Seelig et al., 1994), se determin6 el papel del receptor
GABA&-as periférico a través de la administracion sistémica de furosemida. La
administracion intraperitoneal de furosemida (20 mg/kg) revirtié parcialmente
el efecto anti-alodinico inducido por PZ-11-029 (30 nmoaol, i.t.) (Figura 28C-D).
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Por su parte, la administracion per se de furosemida (10-30 nmol, i.t. o 20
mg/kg, i.p.) no modificé el umbral de retiro de la pata, comparado contra el
vehiculo (Figura 28B-D). En conjunto, estos resultados permiten sugerir que el
efecto antinociceptivo de PZ-11-029 esta mediado por mecanismos locales en

la médula espinal y en los GRD.
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Figura 27. La administracién de PZ-11-029 reduce las conductas nociceptivas inducidas
por el dafio a los nervios en ratas hembra. Efecto de la administracién intratecal de PZ-II-
029 sobre A) la alodinia tactil, B) la hiperalgesia muscular, C) el nimero de sacudidas
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espontaneas y D) el nimero de levantamientos verticales en ratas hembra con dolor
neuropatico experimental. Los datos se presentan como la media £ EE (n= 6 animales por
grupo). En Ay B: *P< 0.01, **P< 0.001, determinado por ANOVA de dos vias seguido de la
prueba de Tukey. En C-D: **P< 0.01, determinado por ANOVA de una via seguido de la prueba
de Tukey. PZ: PZ-11-029; Veh: Vehiculo. La linea punteada negra representa el umbral de
alodinia tactil.
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Figura 28. El bloqueo del receptor GABAx-as reduce el efecto antinociceptivo de PZ-II-
029. A) efecto de la administracion intratecal de furosemida sobre el efecto antinociceptivo
inducido por PZ-11-029 en ratas hembras con dolor neuropatico, B) area bajo la curva del efecto
antagonico de la administracion intratecal de furosemida en ratas hembra con dafio a los
nervios espinales, C) efecto de la administracion intraperitoneal de furosemida sobre el efecto
anti-alodinico inducido por PZ-11-029 en ratas con dolor neuropéatico, D) area bajo la curva del
efecto antagonico de la administracion intraperitoneal de furosemida en ratas hembra con
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dafio a los nervios espinales. Los datos se presentan como la media + EE (n= 6 animales por
grupo). En Ay C: *P< 0.05, *P< 0.01, ***P< 0.001 vs Veh Furo + PZ (30 nmol), determinado
por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey. En B y D: *P< 0.05, ***P< 0.001,
determinado por ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey. Furo: Furosemida; ns: no
significativo; PZ: PZ-11-029; Veh: Vehiculo. La linea punteada negra representa el umbral de
alodinia tactil.

9.5.La administracion repetida de PZ-11-029 reduce la alodinia tactil a

través de restaurar la expresion proteica del receptor

Con la idea de ampliar nuestros datos farmacolédgicos, se explord si la
administracion repetida de PZ-11-029 cada 6 horas es capaz de reducir la
alodinia tactil e inducir cambios en la expresion proteica del receptor GABAa-
as en ratas hembra con dolor neuropatico. La administracion intratecal repetida
de PZ-11-029 (30 nmol) indujo un efecto antialodinico sostenido durante las 24
horas de evaluacion, excepto 6 horas después de la primera administracion
(Figura 29A). Ademas, la administracion repetida de PZ-11-029 restauro la
expresion proteica del receptor GABAa-as en la médula espinal de ratas
hembra neuropaticas (Figura 29B). En conjunto, los resultados sugieren que
el PZ-11-029 reduce la alodinia tactil a través de un mecanismo que implica la
activacion del receptor GABAa-as Y la restauracion de la expresion proteica del

mismo receptor.
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Figura 29. La administracion repetida de PZ-II-029 restaura la expresion proteica del
receptor GABAa-as. Efecto de la administracién intratecal repetida de PZ-11-029 sobre A) la
alodinia tactil y B) la expresion proteica del receptor GABAa-as en ratas hembra con dolor
neuropatico. El umbral de retiro de la pata se evalué 2 y 6 horas después de cada
administracion de PZ-11-029. La linea azul continua representa el curso temporal de PZ-11-029
durante 24 horas; la linea punteada naranja representa el curso temporal de las 2 horas
después de la administracion de PZ-11-029 y la linea punteada morada representa el curso
temporal de las 6 horas después de la administracién de PZ-11-029. Los datos se presentan
como la media + EE (n= 6 animales por grupo). PZ: PZ-11-029; Veh: Vehiculo. La linea
punteada negra representa el umbral de alodinia tactil.

9.6. La activaciéon del receptor GABAa-as reduce las conductas

nociceptivas en ratones con dolor neuropatico

Debido a que se ha demostrado que la expresion de diferentes receptores
involucrados en la via del dolor es diferente entre especies (Shiers et al., 2020;
Tavares-Ferreira et al., 2022), se determiné si el efecto de ambos farmacos
depende de la especie. Se estudio el efecto de Ro 15-4513 (1-10 nmol, i.t.) y
PZ-11-029 (3-30 nmol, i.t.) en ratones con dolor neuropatico experimental. El
dafio a los nervios espinales indujo el desarrollo de alodinia tactil que fue
atenuada por la administracion intratecal de ambos farmacos de manera
dependiente de la concentracion (Figura 30). Por lo tanto, nuestros datos
demuestran que la activacion del receptor GABAa-as disminuye la alodinia

mecénica en ratas y en ratones con dolor neuropatico experimental.

9.7.La activacion del receptor GABAa-as no reduce las conductas

nociceptivas en roedores macho con dolor neuropatico

Previamente se reportd que el receptor GABAa-os tiene un efecto anti-alodinico
dependiente del sexo en ratas y ratones con dolor neuropatico (Franco-
Enzastiga et al., 2021; Lee y Lim, 2010). Adicionalmente, nuestros datos
muestran que la administracion de furosemida (antagonista del receptor
GABAAa-as) indujo un efecto pronociceptivo mayor en ratas hembra, comparado
con ratas macho. Se ha reportado que el receptor GABAa-as €s modulado por
hormonas sexuales como el estradiol (Kramer y Bellinger, 2014). Con base en

lo anterior, se determiné el efecto de los MAP en ratas y ratones neuropaticos
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macho y hembra. La administracion intratecal de Ro 15-4513 (10 nmol) y PZ-
[1-029 (30 nmol) redujo la alodinia tactil en ratas y ratones hembra pero no en
macho (Figura 32). En conjunto, los resultados sugieren que la falta de efecto
de los MAPs del receptor GABAa-as, en machos, se puede explicar por la
expresion diferencial del receptor GABAa-o0s en sitios relacionados con el

procesamiento de la informacion nociceptiva.
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Figura 30. Los MAPs del receptor GABAa-us reducen las conductas nociceptivas
inducidas por el dafio a los nervios espinales en ratones hembra. A) Efecto de la
administracién intratecal de Ro 15-4513 sobre la alodinia tactil en ratones con dolor
neuropatico, B) area bajo la curva del efecto antinociceptivo inducido por Ro 15-4513, C)
efecto de la administracién intratecal de PZ-11-029 sobe la alodinia tactil inducida por la lesién
a los nervios espinales y D) area bajo la curva del efecto antinociceptivo de PZ-11-029. Los
datos se presentan como la media + EE (n= 8 animales por grupo). En Ay C: *P< 0.05, ***P<
0.001 vs vehiculo determinado por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey. En B
y D: *P< 0.01, ***P< 0.001, determinado por ANOVA de una via seguido de la prueba de
Tukey. ns: no significativo; Ro15: Ro 15-4513; PZ: PZ-11-029; Veh: Vehiculo. La linea punteada
negra representa el umbral de alodinia tactil.
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Figura 31. La activacion del receptor GABAa-as induce un efecto anti-alodinico mayor
en roedores hembra comparado con roedores macho. Efecto de la administracion
intratecal de Ro 15-4513 sobre la alodinia tactil en A) ratas y B) ratones hembra y macho.
Efecto de la administracion intratecal de PZ-11-029 sobre la alodinia tactil en C) ratas y D)
ratones hembra y macho. LNE: Ligadura de los nervios espinales; PZ: PZ-11-029; Ro15: Ro
15-4513.
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9.8. Larestitucion proteica del receptor GABAa-as reduce las conductas

nociceptivas inducidas por el dafio a los nervios espinales

Los resultados muestran que la lesién a los nervios espinales reduce la
expresion proteica del receptor GABAa-as, 10 que podria estar contribuyendo
al desarrollo de las conductas nociceptivas. Para abordar esta hipotesis, se
evalud el efecto de la sobreexpresion del receptor GABAa-as a través de la
administracion intratecal repetida (3 dias) de un vector no viral en ratas hembra
neuropaticas. La administracion del plasmido Gabra6 restaur6 la expresion
proteica del receptor GABAAa-os en la médula espinal (Figura 30A). Ademas, la
inyeccion del plasmido Gabra6 disminuyd la alodinia tactil, el dolor espontaneo
y, en menor medida, la hiperalgesia muscular (Figura 30B-E). Estos resultados
confirman que la disminucion del receptor GABAa-as tiene un papel importante
en la alodinia tactil, el dolor espontaneo y la hiperalgesia muscular que se

observan después de la lesion a los nervios periféricos.
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Figura 32. La administracion del plasmido Gabra6 restaura la expresidon proteica del
receptor GABAa-as ¥ reduce las conductas nociceptivas inducidas por el dafio a los
nervios espinales en ratas hembra. Efecto de la administracion intratecal repetida del
plasmido Gabra6 sobre A) la expresion proteica del receptor GABA-as, B) la alodinia tactil,
C) hiperalgesia muscular, D) el numero de sacudidas espontaneas y E) el numero de
levantamientos verticales en ratas hembra con dolor neuropatico. Los datos se presentan
como la media + EE (n= 6 animales por grupo). En A: *P< 0.05, determinado por ANOVA de
una via seguido de la prueba de Tukey. En B-E: *P< 0.05, **P<0.01, **P< 0.001, determinado
por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey. LNE: Ligadura de los nervios
espinales; ns: no significativo. La linea punteada negra representa el umbral de alodinia tactil.
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9.9.El receptor GABAAa-as se expresa en la médula espinal de humanos

Se ha demostrado que los receptores expresados en los nociceptores son
diferentes entre roedores y humanos; lo que subyace en parte al éxito limitado
en la limitar la transaccionalidad de las estrategias analgésicas preclinicas en
tratamientos clinicos efectivos (Shiers et al., 2020; Tavares-Ferreira et al.,
2022). Por tal motivo, se determind la expresion proteica del receptor GABAa-
as en la médula espinal de tejido de humanos. Los datos demograficos de los
donadores se muestran en la Tabla 2. Los ensayos de inmunohistoquimica
muestran que el receptor GABAa-a6 Se expresa en neuronas de la médula
espinal de humanos (Figura 33). Ademas, el receptor GABAAa-us Se expresa
principalmente en neuronas CGRP* (2.65 £ 0.23% colocalizacion, neuronas
peptidérgicas), comparado con neuronas P2X3* (1.93 £ 0.24% colozalizacién,
neuronas no-peptidérgicas); pero no en astrocitos (Figura 34). Es importante
destacar que los GRD de humano no fueron considerados debido a la
ausencia del ARNm del receptor GABAAa-as en este tejido (Ray et al., 2018).
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Figura 33. Expresion del receptor GABAa-0s en la médula espinal dorsal de humanos.
Imagenes representativas de inmunohistoquimica de la expresién proteica del receptor

GABAAx-06 en la médula espinal dorsal de humano y su localizacion con neuronas (NeuN) y
nucleos (DAPI). Escala 100 pym.
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Figura 34. El receptor GABAa-0s se expresa en neuronas peptidérgicas y no-
peptidérgicas en la médula espinal dorsal de humanos. Localizacién celular del receptor
GABAA-0s en neuronas peptidérgicas (CGRP*), no peptidérgicas (P2X3*) y astrocitos (GFAP)
en la médula espinal dorsal de humano. Escala 100 ym.
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10.Discusioén

10.1. El receptor GABAa-06 ejerce un papel anti-nociceptivo en

condiciones fisioldgicas

Nuestros datos sugieren que el receptor GABAa-as desempeiia un papel
antinociceptivo bajo condiciones fisiologicas, debido a que al reducir la
actividad del receptor GABAa-as mediante herramientas farmacologicas y/o
genéticas induce la aparicién de conductas nociceptivas en animales intactos.
En el presente estudio exploramos la participacién del receptor GABAAa-os €n
el dolor neuropatico. Primeramente, se demostré que el receptor GABAa-as
tiene una participacion importante en el procesamiento de la informacion
nociceptiva a través del uso de furosemida (antagonista del receptor GABAa-
as). Algunos estudios han estudiado el efecto antinociceptivo de la
administracion de furosemida. La furosemida es capaz de reducir la actividad
del receptor GABAAa-0s pero también actia como un inhibidor de los co-
transportadores de cloruro NKCC1 y KCC2 (Andres et al., 2014; Delpire et al.,
2009; Fan et al., 2018; Granados-Soto et al., 2005; Huang et al., 2016; Tzeng
et al.,, 2021; Zhang et al., 2008). Por tal motivo, se podria sugerir que la
administracion intratecal de furosemida, bajo nuestras condiciones
experimentales, podria inducir conductas nociceptivas en animales intactos a

través de un mecanismo que depende del bloqueo de KCC2.

Sin embargo, la furosemida no es capaz de bloguear el co-transportador KCC2
a concentraciones micromolar (Andres et al., 2014). Se ha demostrado que la
aplicacion de furosemida (100-300 uM) no modifica la corriente ténica evocada
por la activacion del receptor GABAa-as en interneuronas del asta ventral de la
médula espinal (Andres et al., 2014). Lo anterior apoya nuestros resultados
sobre la participacion del receptor GABAAa-as en el control de la informacion
nociceptiva. Adicionalmente, el silenciamiento transitorio del receptor GABAa-

as a través del uso de un ARN de interferencia pequefio (siRNA) indujo el
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desarrollo de conductas nociceptivas en animales intactos. Trabajos previos
han demostrado que el knock down in vitro del receptor GABAa-as aumenta la

excitabilidad de las neuronas del ganglio del trigémino (Puri et al., 2011).

Esta ampliamente reconocido que los receptores GABAA, localizados en la
meédula espinal, modulan la informacidn sensorial proveniente de la periferia
(Delgado-Lezama et al., 2021; Franco-Enzastiga et al., 2021; Hernandez-
Reyes et al., 2019; lura et al., 2016; Zeilhofer et al., 2009). Un estudio previo
ha demostrado que el receptor GABAAa-os esta expresado en la lamina 1l de la
médula espinal (Gutiérrez et al., 1996). Adicionalmente, nuestro trabajo
muestra que el receptor GABAa-us estd expresado a lo largo de las diferentes

laminas (11-V principalmente) de la médula espinal.

La baja colocalizacion del receptor GABAa-as con NeuN (marcador de nacleos
neuronales) sugiere que el receptor GABAa-as Se expresa en sitios pre-
sinapticos dentro de la médula espinal, como previamente se ha reportado
para otros receptores (Black et al., 2012). En concordancia con lo anterior, se
ha demostrado que otros receptores GABAa como el GABAa-02y GABAAa-as se
encuentran expresados en la terminal central de las fibras sensoriales (Bravo-
Hernandez et al., 2016; Hernandez-Reyes et al., 2019; Witschi et al., 2011).
Ademas, nuestros resultados muestran que el receptor GABAAa-us Se encuentra
presente en laminas profundas (111-V) de la médula espinal. Este hallazgo abre
la posibilidad de explorar la expresién y funcion del receptor GABAAa-as €n
neuronas relevantes para el procesamiento nociceptivo tales como las
interneuronas PKCy 6 VGIUT3 (Artola et al., 2020; Peirs et al., 2015).

Hasta donde sabemos, este trabajo es el primer reporte que demuestra que el
receptor GABAA-os esta expresado en neuronas sensoriales del GRD de ratas
hembra. En contraste, se reportdé que el ARNm del receptor GABAAa-0s N0 esta
presente en neuronas sensoriales del ganglio del trigémino (Kogelman et al.,

2017). En apoyo a nuestros hallazgos, el analisis de secuenciacion masiva de
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ARN en los GRD de ratones hembra mostré que el ARNm del receptor GABAA-
as esta presente en este tejido (Ray et al., 2018). Por tal motivo, la discrepancia
en la expresion del receptor GABAa-os, en los GRD de ratas, podria explicarse
por el sexo de los animales empleados. Adicionalmente, nuestros datos
muestran que el receptor GABAa-as tiene una expresion dependiente del sexo
en la médula espinal dorsal. En apoyo a nuestro hallazgo, se ha demostrado
que la expresion de los receptores GABAa pueden ser modulada de manera
dependiente del sexo (Carver y Reddy, 2013; De la Luz-Cuellar et al., 2019;
Franco-Enzastiga et al., 2021; Kramer y Bellinger, 2014). En conjunto nuestro
trabajo muestra que el receptor GABAs- as esta expresado en sitios clave para

el procesamiento nociceptivo.

10.2. La activacion del receptor GABAa-as reduce las conductas

nociceptivas en animales neuropaticos

El dolor neuropatico se ha asociado con cambios en el balance excitacion-
inhibicion dentro de la médula espinal. De hecho, el dafio a los nervios
espinales reduce la funcién y expresion proteica del cotransportador KCC2 en
las neuronas de la lamina | de la médula espinal, eventos que se han asociado
con el desarrollo de conductas nociceptivas (Coull et al., 2003; Kosaka et al.,
2020). Nuestros resultados muestran que la lesiébn a los nervios espinales
reduce la expresion proteica del receptor GABAa-as en los GRD y, en la médula
espinal al menos 21 dias después del dafio a los nervios. Lo anterior permite
sugerir que el dolor neuropatico no solo es el resultado de la disminucién en la
funcion y expresion de KCC2, sino también de la reduccién en la funcién del
receptor GABAa- as localizado en los GRD y en la médula espinal. En apoyo a
esta idea, existen reportes que muestran que el silenciamiento del receptor
GABAa-as induce la aparicion de conductas nociceptivas en un modelo de

dolor inflamatorio en ratas (Kramer y Bellinger, 2013, 2014).
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En contraste, trabajos de nuestro laboratorio reportaron que el dafio a los
nervios aumenta la expresion proteica del receptor GABAa-os en la médula
espinal. Lo cual estaria relacionado con el desarrollo de conductas
nociceptivas (De la Luz-Cuellar et al., 2019; Franco-Enzastiga et al., 2021;
Hernandez-Reyes et al., 2019). Nuestros datos permiten sugerir que los
receptores GABAa-as Yy as son regulados de manera diferencial bajo
condiciones patologicas y desempefian funciones diferentes durante el dolor

neuropatico.

Nuestros datos sugieren que el receptor GABAa-as desempeiia un papel
antinociceptivo en el dolor neuropatico. Esta sugerencia se basa en los
siguientes hallazgos: |) la lesion a los nervios espinales reduce la expresion
proteica del receptor GABAa-as; Il) la administracion intratecal de los MAPs del
receptor GABAa-0s, RO 15-4513 y PZ-II-029, reduce la alodinia tactil, la
hiperalgesia muscular y el dolor espontaneo en ratas con dolor neuropatico;
[l) la administracion intratecal de Ro 15-4513 y PZ-11-029 reduce la alodinia
tactii en ratones, IV) la administracién de furosemida reduce el efecto
antinociceptivo inducido por PZ-I1I-029, y V) la administracion intratecal
repetida de PZ-11-029 reduce la alodinia tactil y restaura la expresion proteica
del receptor GABAAa-as. Estos hallazgos concuerdan con estudios previos que
muestran que la administracion sistémica de MAPs selectivos del receptor
GABA&-as reduce el dolor tipo migrafia y las conductas nociceptivas inducidas
por el dafio al nervio del trigémino (Fan et al., 2018; Tzeng et al., 2021; Vasovi¢
et al., 2019). Ademas, la administracion intratecal de PZ-11-029 redujo la
alodinia tactil en un modelo de dolor tipo fibromialgia (Gutiérrez-Agredano,
2022). En este sentido, la administracion aguda de PZ-11-029 redujo la
expresion de cFos (marcador de excitabilidad neuronal) en un modelo de dolor
tipo migrafia (Fan et al., 2018), mientras que el tratamiento intratecal con un

siRNA dirigido contra receptor GABAa-as aumentd la expresion de p-ERK

82



Discusion

e —

(marcador de activacion neuronal) e indujo el desarrollo de conductas

nociceptivas en ratas (Kramer y Bellinger, 2013, 2014).

Es importante mencionar que la pérdida de la inhibicion GABAérgica bajo
condiciones de dolor neuropéatico puede estar mediada por los receptores
metabotropicos GABAs (Laffray et al., 2012), asi como por otros receptores
GABAAa, por ejemplo el receptor GABAa-os (Delgado-Lezama et al., 2021). Los
receptores GABAa-as estan expresados en neuronas de la lamina | del asta
dorsal de la médula espinal generando una corriente inhibitoria tonica en
animales intactos (Hernandez-Reyes et al., 2019; Perez-Sanchez et al., 2017).
Durante el dolor neuropatico, la activacion de los receptores GABAa-as podria
estar causando una despolarizacién ténica en las neuronas espinales, lo que
contribuye a perpetuar el dolor (Delgado-Lezama et al., 2021; Hernandez-
Reyes et al., 2019). En contraste, la activacion de los receptores GABAAa-os en
condiciones de dolor crénico reduce las conductas nociceptivas (Chiou et al.,
2018; Gutiérrez-Agredano, 2022; Tzeng et al., 2021; Vasovi¢ et al., 2019). A
pesar que ambos receptores son extrasinapticos desempefian funciones
diferentes en condiciones de dolor crénico. Lo anterior podria explicarse por:
I) la localizacion celular de ambos receptores. Se ha demostrado que, el
receptor GABAa-05 esta expresado en la lamina | de la médula espinal
(Hernandez-Reyes et al., 2019); mientras que nuestros resultados muestran
que el receptor GABAAa-as esta expresado desde la lamina II-V del asta dorsal
de la médula espinal y Il) la concentracion intracelular de cloruro. La lesion a
los nervios espinales reduce la expresion del cotransportador KCC2 (Coull et
al., 2003). Sin embargo, esta reduccion en la expresion de KCC2 solo se
observo en lalamina |, pero no en laminas internas del asta dorsal de la médula
espinal (Lorenzo et al.,, 2020). Lo anterior apoya nuestro hallazgo que la
administracion de MAPs del receptor GABAa-as redujo las conductas

nociceptivas inducidas por el dafio a los nervios espinales. Lo anterior
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posiblemente a través de generar una corriente inhibicidn ténica en neuronas

localizadas en laminas internas de la médula espinal.

10.3. Elreceptor GABAa-asreduce de manera diferencial la alodinia tactil

en ratas neuropaticas

Las diferencias en los mecanismos que participan en el procesamiento de la
informacion nociceptiva entre machos y hembras en condiciones fisioldgicas o
patologicas han sido ampliamente documentados (Abraham et al., 2018; De la
Luz-Cuellar et al.,, 2019; Franco-Enzastiga et al., 2021; Mapplebeck et al.,
2018; Martin et al., 2019; Patil et al., 2019; Ren et al., 2018; Rodriguez-Palma
et al., 2022; Rosen et al., 2017; Sorge et al., 2011, 2015; Tavares-Ferreira et
al., 2022; Taves et al., 2016). Nuestros resultados muestran que la proteina
del receptor GABAAa-as €S menor en ratas macho comparado con ratas hembra.
Ademas, el efecto antinociceptivo de los MAPs del receptor GABAa-as fue
mayor en roedores hembra comparado con los animales machos. Se ha
reportado que los niveles elevados de estradiol inducen un aumento del ARNm
del gene Gabra6 en neuronas del ganglio del trigémino bajo condiciones
fisiolégicas y de dolor inflamatorio (Puri et al., 2011). En este sentido, datos de
nuestro laboratorio han demostrado que la reduccion de las hormonas
sexuales femeninas, mediante ovariectomia, disminuyé el efecto
antinociceptivo de PZ-11-029 en ratas hembras con dolor tipo fibromialgia. Por
su parte, la administracion exdégena de 17-B-estradiol recuperd el efecto
antinociceptivo de PZ-11-029 en ratas hembras con ovariectomia (Gutiérrez-
Agredano, 2022). Ademas, la administracion exdgena de 17-p-estradiol es
capaz de revertir las conductas nociceptivas, de ansiedad y depresion que se
observan en diferentes modelos de dolor cronico (Garrido-Suarez et al., 2015;
Hernandez-Ledn et al., 2018; Pajot et al., 2003). En conjunto estos trabajos
sugieren que las hormonas sexuales (17-B-estradiol) tienen un papel
importante en la modulacion de la informaciéon nociceptiva; ademas de regular

la funcidn y expresion del receptor GABAa-as. El estradiol ejerce sus efectos
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bioldgicos a través de los receptores a estrogenos a (ER o) y B (ER B) (Chen
et al.,, 2021). Estudios previos han demostrado que el ERa se localiza en
neuronas sensoriales del GRD y en neuronas de la lamina 2 del asta dorsal de
la médula espinal (Papka et al., 2001; Papka y Storey-Workley, 2002;
Taleghany et al., 1999; VanderHorst et al., 2005). Nuestros datos muestran
que el receptor GABAA-os estd expresado en mayor medida en neuronas del
GRD y de la médula espinal de ratas hembra comparado con ratas macho. Lo
anterior sugiere que el estradiol podria ser el responsable de los cambios
moleculares y funcionales del receptor GABAAa-0s en ratas hembras con dolor
neuropatico. Acorde con esto, se han demostrado que otros receptores
GABAa, como el GABA&-as, son regulados de manera dependiente del sexo
(De la Luz-Cuellar et al., 2019). Ademas, el efecto antinociceptivo de L-
655,708 (agonista inverso del receptor GABAa-0s) en roedores depende del
17-B-estradiol y de su receptor ERa, pero no del ERp (Franco-Enzéstiga et al.,
2021).

10.4. La restitucion del receptor GABAa-as reduce las conductas

nociceptivas en animales con dolor neuropatico

. Nuestros datos muestran que el dafio a los nervios espinales redujo la
expresion proteica del receptor GABAAa-as. L0 anterior nos llevo a pensar que
restaurar la expresion proteica del receptor GABAa-os podria reducir las
conductas nociceptivas que se presentan durante el dolor neuropatico. La
administracion intratecal repetida del plasmido Gabra6 redujo la alodinia tactil,
la hiperalgesia muscular y el dolor espontaneo inducidos por la lesion a los
nervios espinales. Adicionalmente, la inyeccion espinal del plasmido Gabra6
restaurd la expresion proteica del receptor GABAa-us en la médula espinal.
Hasta donde sabemos, ésta es la primera vez que se reporta el efecto de la
restitucion proteica del receptor GABAAa-as en animales con dolor neuropatico.
Se ha reportado que los vectores no virales, como el plasmido utilizado en este

trabajo, tienen un bajo rendimiento para liberar el material genético (Glover et
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al., 2005). Sin embargo, diversos grupos de trabajo han reportado que la
administracion intratecal de ADN plasmatico es una herramienta util para el
tratamiento del dolor neuropatico (Garcia et al., 2021; Milligan et al., 2006; Yao
et al., 2002). Ademas, el hecho que el plasmido Gabra6, pero no el pldsmido
control, induce un efecto antinociceptivo en animales neuropaticos sugiere que
nuestra estrategia experimental funciona adecuadamente. Es importante
resaltar que el receptor GABAAa-as €S un receptor extrasinaptico y debido a su
alta afinidad, el receptor GABAa-as puede ser activado por concentraciones
bajas del neurotransmisor GABA. Por tal motivo, los resultados sugieren que
restaurar la inhibicion mediada por GABA, a través del aumentar los niveles
del receptor GABAx-as, induce un efecto antinociceptivo bajo condiciones de
dolor neuropéatico, como previamente se ha sugerido con otras aproximaciones

experimentales (Juarez-Salinas et al., 2019; Manion et al., 2020).

10.5. El receptor GABAa-0s Se expresa en neuronas sensoriales de

humano

La falla en la traslacion de los datos preclinicos obtenidos con farmacos
GABAEérgicos para el tratamiento del dolor crénico a la clinica (Gurrell et al.,
2018; Zeilhofer et al., 2009), puede estar relacionado con las diferencias
bioldgicas que presentan los nociceptores de roedores y humanos (Shiers et
al., 2020; Tavares-Ferreira et al., 2022). Nuestros resultados muestran que el
receptor GABAa-as estd expresado en la médula espinal de humanos
principalmente en neuronas CGRP* y, en menor medida, en neuronas P2X3*.
Hasta donde sabemos, éste es el primer trabajo que demuestra que el receptor
GABAAx-06 esta expresado en neuronas peptidérgicas y no peptidérgicas en la
médula espinal de humanos. Este resultado podria sugerir que el receptor
GABAa-as presenta un patron de expresion diferente al encontrado de la
meédula espinal de la rata, fenomeno que se suma a los trabajos que han
reportado diferencias inter-especies (Ray et al., 2018; Shiers et al., 2021;

Shiers et al.,, 2020; Tavares-Ferreira et al., 2022). En este sentido, los
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receptores a opioides y y & tienen una expresion diferente en ratones y
humanos. En ratones, los receptores p y 6 estan expresados en neuronas
peptidérgicas (CGRP*) y no-peptidérgicas (IB4*), respectivamente; mientras
gue en humanos estos receptores se localizan en neuronas TRPV1* (Moy et
al., 2020). Ademas, el receptor mGIuR5 estq expresado en el GRD de
roedores, pero no en humanos (Ray et al.,, 2018). A pesar que, algunos
trabajos muestran diferencias en la expresion de algunos receptores entre
especies, los mecanismos de sefializacion pareciera que se encuentran
conservados entre especies (Middleton et al., 2021). En este sentido, nuestros
resultados muestran que la activacion del receptor GABAa-as mediante la
administracion de PZ-11-029 o Rol5 45-13, en ratones y ratas, reduce la
alodinia tactil de manera dependiente de la concentracion. Acorde con esto, la
activacion de los receptores a opioides inhibié la funcion de los canales de
Ca?* dependientes de voltaje en ratones y humanos (Moy et al., 2020).
Asimismo, la activacion del receptor mGIuR2 redujo la excitabilidad neuronal
inducida por PGE2zen ratones y humanos (Davidson et al., 2016). En contraste,
la corriente idnica mediada por el receptor a acetilcolina es diferente entre
ratas y ratones (Zhang et al., 2019). Lo anterior muestra que las diferencias
inter-especies tienen un papel importante en la eficacia de farmacos con

potencial aplicacion terapéutica.
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11.Conclusién

El receptor GABAa-as presente en las terminales centrales de las fibras
aferentes primarias y en los ganglios de la raiz dorsal tiene un papel
antinociceptivo bajo condiciones fisiolégicas y patolégicas. En conjunto
nuestros datos permiten sugerir que el receptor GABAAa-os podria ser un nuevo

blanco farmacolégico para el tratamiento del dolor neuropético.
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Figura 35. El receptor GABAAa-0es tiene un papel antinociceptivo en condiciones
fisiolégicas y patoldgicas.
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12.Perspectivas

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo surgen algunas
preguntas que deberian ser abordadas con el proposito de ampliar nuestro
conocimiento sobre el receptor GABAa-as €n el dolor crénico.

1. Los ensayos de inmunohistoquimica mostraron que el receptor GABAAa-s
esta expresado en el asta dorsal de la médula espinal. Se sabe que las
interneuronas PKCy y VGIlut3 desempefian un papel importante en el
desarrollo de la alodinia tactil. Por lo tanto, es importante determinar si el
efecto anti-alodinico del receptor GABAa-as se debe a la reduccion de la

excitabilidad de esta poblacién neuronal en particular.

2. Nuestro trabajo demostré que el receptor GABAa-as esta expresado en
células satelitales del GRD. Se ha descrito que, en condiciones de dolor
cronico, las células satelitales liberan citocinas proinflamatorias que
aumentan la actividad de los nociceptores. Por lo tanto, es de interés
conocer si la activacion selectiva del receptor GABAa-as en las células
satelitales puede representar un blanco terapéutico para tratar el dolor

cronico.

3. La administracion repetida de PZ-11-029 en animales con dolor neuropético
indujo un efecto antialodinico de larga duracion y restaurd la expresion
proteica del receptor GABAa-0s. La actividad de los receptores GABAA
puede ser aumentada por su insercion en la membrana plasmatica a traves
de mecanismos dependientes de la cinasa PKC. Por lo tanto, seria
relevante determinar si el PZ-11-029 podria estar regulando la expresion del
receptor GABAA-as por promover su insercion en la membrana plasmatica,

a través de un mecanismo dependiente de la fosforilacién de la Ser385.

4. El efecto antialodinico de PZ-11-029 esta determinado por el sexo de los
animales. Datos previos han reportado que el estradiol modula la funcion y

expresion del receptor GABAa-as. Seria de interés conocer si el estradiol u
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otra hormona sexual desempefian un papel importante en el efecto

diferencial de PZ-11-029 en un modelo de dolor neuropatico.

5. El silenciamiento de la subunidad as en ratones jovenes se ha relacionado
con el desarrollo de conductas tipo depresion y ansiedad. La reduccién en
el numero de levantamientos verticales (en nuestro trabajo) podria indicar
un efecto ansiolitico de PZ-11-029. Por tal motivo, seria de particular interés
explorar el potencial efecto antidepresivo o ansiolitico de PZ-II-029 en la

depresion y ansiedad presentes en el dolor neuropatico.

6. La expresion del receptor GABAa-as en la médula espinal de humano
sugiere que dicho receptor puede desempefiar un papel importante en la
modulacién de la informacion nociceptiva. Debido a la falta de estudios del
receptor GABAa-as en tejido de humanos, es importante analizar la
funcionalidad de este receptor mediante técnicas electrofisiolégicas en
tejido de pacientes con dolor neuropatico.

7. La administracion de Ro 15-4513 redujo las conductas nociceptivas en
animales neuropaticos. Debido a que este farmaco puede activar al receptor
GABAa-a. Yy GABAAa-as. Por lo tanto, se abre la posibilidad de explorar la

participacion del receptor GABAa-a, en esta forma de dolor crénico.
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