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RESUMEN

En respuesta al dolor neuropatico, conductancias a cloruro mediadas por los
receptores a GABAAa extrasinapticos, se activan en presencia de 17B-estradiol
y receptores de estrogenos alfa (ERa). Los canales de cloruro activados por
calcio (CaCC) bestrofina-1 y anoctamina-1 tienen un efecto pronociceptivo y
participan en el mantenimiento del dolor neuropatico en ratas hembra, sin
embargo, se desconoce su participacion en ratas macho. Por tal razon este
trabajo determiné si bestrofina-1 y anoctamina-1 son regulados por 17p3-
estradiol en ratas con dolor neuropético inducido por la ligadura de los nervios
espinales L5/L6 (LNE) o por la transeccion del nervio espinal L5 (TNE). La
administracion intratecal de CaCCinn-a01 (0.1 y 1 pg), un bloqueador de canales
CaCC, revirtio la alodinia tactil inducida por la LNE y TNE en ratas hembra,
pero no en ratas macho. Mientras que la administracion intratecal de T16Ainh-
ao1 (0.1 y 1 pg), un bloqueador selectivo de anoctamina-1, revirtio la alodinia
tactil inducida por la LNE y TNE en ratas hembra y macho. Lo que sugiere que
bestrofina-1 es regulada de manera diferencial entre hembras y machos. La
ovariectomia evito el efecto antialodinico de CaCCinh-a01 (0.1 y 1 pg), mientras
que la reposicion de 173-estradiol restituy6 el efecto antialodinico en ratas
ovariectomizadas. La administracion intratecal de MPP, antagonista selectivo
de los ERa, elimind el efecto de CaCCinn-a01 (1 pg) en ratas con y sin previa
manipulacion hormonal. Por otra parte, la TNE aument6 la expresion de
bestrofina-1 en los ganglios de la raiz dorsal (GRD) L5 y L4 de ratas hembra,
y en el caso de ratas macho, la TNE disminuy0 la expresién de bestrofina-1 en
GRD L5. No se observo un efecto de la TNE sobre la expresion de anoctamina-
1 en ratas hembra o macho. Finalmente, se observé que la expresion de
bestrofina-1 se regula por 17(3-estradiol y su interaccion con ERa en ratas
hembra neuropaticas, ya que en ratas hembra con TNE la ovariectomia evitd
el incremento en la expresion de bestrofina-1 y ERa, mientras que la reposicion
de 17p-estradiol permiti6 el aumento de ambas proteinas, ademas el
antagonismo de los ERa previno el incremento. Estos datos sugieren
bestrofina-1 participa en el mantenimiento del dolor neuropético en ratas
hembra, pero no en ratas macho, mientras que anoctamina-1 participa en
ambos sexos.

&
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ABSTRACT

In response to neuropathic pain, extrasynaptic GABAa receptor-mediated
chloride conductances are activated in the presence of 17B-estradiol and
estrogen receptor alpha (ERa). The calcium-activated chloride channels
(CaCC) bestrophin-1 and anoctamin-1 have a pronociceptive effect and
participate in the maintenance of neuropathic pain in female rats, nevertheless,
their role in male rats is unknown. For this reason, this work determined
whether bestrophin-1 and anoctamin-1 are regulated by 17p-estradiol in rats
with neuropathic pain induced by L5/L6 spinal nerve ligation (SNL) or L5 spinal
nerve transection (SNT). Intrathecal administration of CaCCinh-a01 (0.1 y 1 pg),
a CaCC blocker, reversed tactile allodynia induced by SNL and SNT in female
rats, but not in male rats. Whereas, intrathecal administration of T16Ainn-a01 (0.1
y 1 pg), a selective anoctamin-1 blocker, reversed tactile allodynia induced by
SNL and SNT in female and male rats. This suggests that bestrophin-1 is
differentially regulated between female and male rats. Ovariectomy prevent the
antiallodynic effect of CaCCinh-aoz (0.1 y 1 pg), whereas 17(3-estradiol
replacement restored the antiallodynic effect in ovariectomized rats. Intrathecal
administration of MPP, a selective ERa antagonist, eliminated the effect of
CaCCinh-a01 (1pg) in rats with and without prior hormonal manipulation.
Besides, SNT increased bestrophin-1 protein expression in L5 and L4 dorsal
root ganglia (DRG) in female rats, however, SNT decreased bestrophin-1
expression in L5 DRG in male rats. In addition, SNT did not modify anoctamin-
1 protein expression in female or male rats. Finally, it was observed that
bestrophin-1 expression is regulated by 17B-estradiol and its interaction with
ERa in female neuropathic rats, based on ovariectomy avoids the increase in
bestrophin-1 and ERa expression, whereas 173-estradiol replacement allowed
the increment of both proteins, furthermore ERa antagonism prevented the
increase. In summary, data obtained suggest that bestrophin-1 is implicated in
the maintenance of neuropathic pain in female rats, but not in male rats, while
anoctamin-1 is involved in both sexes.
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1. INTRODUCCION

1.1. Dolor

El dolor funciona como un mecanismo de proteccion del organismo que le
permite responder y minimizar el contacto ante diversos estimulos que resultan
nocivos o dafiinos (Swieboda et al., 2013; Woolf, 2010). La Asociacion
Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés) define
al dolor como “una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada,
o similar a la asociada con dafio tisular real o potencial”. El dolor es siempre
algo subjetivo, debido a que se percibe e interpreta de manera individual de

acuerdo a experiencias previas (Raja et al., 2020).

1.2. Fisiologia del dolor

El dolor aparece como resultado de un procesamiento complejo de sefiales a
distintos niveles del sistema nervioso (Patapoutian et al.,, 2009). Este
procesamiento se genera a través de la nocicepcion, entendida como el
mecanismo neuronal a través del cual se codifican los estimulos nocivos
(Coghill, 2020; St. John Smith, 2018; Tracey, 2017). La nocicepcion

comprende cuatro etapas principales (Woolf, 2004):

Transduccion: este proceso se encuentra mediado por la participacion de
distintos canales transductores de alto umbral presentes en las terminales
periféricas de las fibras aferentes primarias (FAP), también Illamados
nociceptores (Cioffi, 2018; Woolf, 2004). Dentro de estos canales, se
encuentran los receptores de potencial transitorio (TRP), canales idnicos
sensibles a acido (ASIC), receptores purinérgicos (P2X y P2Y), receptores
serotonérgicos (5-HTR), receptores a histamina, entre otros. Estos receptores
detectan y convierten estimulos quimicos, mecéanicos o fisicos nocivos en

sefales eléctricas (Goodwin y McMahon, 2021; Patapoutian et al., 2009).
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Transmision: es la propagacion de las sefales eléctricas a lo largo de los
axones neuronales desde la terminal periférica hasta la terminal central.
Posteriormente, los neurotransmisores excitadores liberados son detectados
por las neuronas de proyeccion localizadas en el asta dorsal de la médula
espinal. Ademas, esta informacién se envia a través de vias ascendentes
(tracto espinotalamico y espinoreticular) hacia centros supraespinales (Cioffi,
2018; Patapoutian et al., 2009; Woolf, 2004, 2010).

Integracion e interpretacién: la informacion nociceptiva llega hasta
estructuras cerebrales que determinan la percepcién consciente del dolor
(Fenton et al., 2015; Woolf, 2004). Las cortezas somatosensoriales 1 (S1) y 2
(S2) se encargan de codificar las caracteristicas, ubicacion y duracion del dolor
(Apkarian et al., 2005; Bushnell et al., 2013). Posteriormente, la corteza del
cingulo anterior (CCA) procesa las sensaciones no placenteras; mientras que
la corteza prefrontal (CPF) racionaliza al dolor y esta implicada en el aspecto
contextual del mismo (Leknes y Tracey, 2008). Finalmente, la insula integra
los estimulos sensoriales con aspectos emocionales y cognitivos, mientras que
la amigdala codifica respuestas emocionales y motivacionales (Apkarian et al.,
2005; Bushnell et al., 2013; Sneddon, 2019).

Modulacion: se refiere al aumento (facilitacion) o reduccion (inhibicion) de la
transmision de la informacion nociceptiva de acuerdo con las necesidades del

organismo (Figura 1) (Fenton et al., 2015).

1.2.1. Tipos de nociceptores

Los nociceptores son una subpoblacion de fibras nerviosas periféricas
especializadas en la deteccion de estimulos nocivos (Basbaum et al., 2009).
Los nociceptores son neuronas pseudounipolares que constan de una rama
axonal periférica que inerva al tejido blanco, un soma localizado en el ganglio
de la raiz dorsal (GRD) o ganglio del trigémino (GT) para inervar el cuerpo o
la cara, respectivamente (Basbaum et al., 2009; Dubin y Patapoutian, 2010;

Kuner, 2010), ademas de una rama axonal central. Este axon permite la
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conexion entre el sistema nervioso periférico y sistema nervioso central.
Debido a que se presentan sinapsis con neuronas de segundo orden en el asta
dorsal de la médula espinal o en el subnucleo caudal del trigémino (Middleton
et al., 2021; Westlund, 2000; Woolf y Ma, 2007).

Las fibras aferentes primarias se clasifican de acuerdo al grado de

mielinizacion, diametro y velocidad de conduccion en tres tipos (Millan, 1999):

Fibras AB: son sensores tactiles altamente mielinizados (Kuner, 2010), de
diametro grande (méas de 10 pm); con velocidad de conduccion rapida (30-100
m/s) (Millan, 1999) y responden a la estimulacién mecanica inocua (Basbaum
et al., 2009; Woller et al., 2017).

Fibras A&: son fibras ligeramente mielinizadas, de didmetro mediano (2-6 um);
con velocidad de conduccion intermedia (12-30 m/s), y regulan el dolor agudo,
bien localizado (Cioffi, 2018; Dubin y Patapoutian, 2010; Millan, 1999). De
acuerdo a las caracteristicas de su respuesta, las fibras Ad se han subdividido

en dos clases:

Fibras AJ tipo |: son polimodales, responden a estimulos mecanicos,
guimicos y fisicos, con umbrales a estimulos térmicos altos (mas de 50
°C) (Basbaum et al., 2009).

Fibras Ad tipo Il: presentan un umbral a estimulos térmicos bajo (42-
45 °C) y un umbral a estimulos mecanicos alto. Estas fibras regulan la
respuesta inmediata frente al calor nocivo (Basbaum et al., 2009; Woolf
y Ma, 2007).

Fibras C: son fibras no mielinizadas de diametro pequefio (0.4-1.2 um), con
velocidad de conduccion lenta (0.5-2 m/s) (Millan, 1999). Representan la
mayoria de las fibras sensoriales en el sistema nervioso periférico (cerca del
70%) (Woolf y Ma, 2007), son polimodales y se clasifican en peptidérgicas y
no peptidérgicas (Chen et al., 2006).

Fibras C peptidérgicas: se caracterizan por la liberacién de sustancia

P y el péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP), ademas

&
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de expresar el receptor de neurotrofina TrkA (Middleton et al., 2021,
Woolfy Ma, 2007).

Fibras C no peptidérgicas: expresan al receptor de neurotrofina c-Ret
y al receptor purinérgico P2X3, ademas se unen a la isolectina I1B4
(Dubin y Patapoutian, 2010; Middleton et al., 2021).
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Figura 1. Nocicepcién. La nocicepcién consta de cuatro etapas principales: 1. Transduccion,
2. Transmision, 3. Integracion e interpretacién, 4. Modulacién. Modificado de (Chen y Abdi,
2022).

1.3. Clasificacion del dolor

El dolor se clasifica de acuerdo a su temporalidad en agudo y crénico. El dolor
agudo se presenta a corto plazo y se resuelve en un periodo menor a 3 meses.
Este tipo de dolor se relaciona con lesion o trauma y funciona como un sistema
de alarma para el organismo. El dolor crénico se caracteriza por tener un
mecanismo continuo o intermitente que genera un dolor a largo plazo, es decir,
de 3 meses 0 mas. Este tipo de dolor estd asociado con procesos de tipo
patolégicos, incluidos los de naturaleza psicolégica (Montgomery-Orr et al.,
2017).
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Desde una perspectiva neurobioldgica, el dolor se divide en cuatro tipos: dolor
nociceptivo, dolor inflamatorio, dolor neuropatico y dolor disfuncional. A su vez,
se dividen en dos grupos: los de tipo adaptativo, que incluyen al dolor
nociceptivo y al dolor inflamatorio; estos tipos de dolor se consideran
protectores. Por otra parte, los de tipo maladaptativo comprenden al dolor
neuropatico y al dolor disfuncional, que son resultado de un mal
funcionamiento a nivel del sistema nervioso, es decir, dolor patolégico (Woolf,
2010) (Figura 2).

&
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Figura 2. Clasificacién del dolor de acuerdo a su origen neurobiolégico. A) Dolor
nociceptivo, B) Dolor inflamatorio, C) Dolor neuropatico y D) Dolor disfuncional. Modificado de
(Woolf, 2010).

Dolor nociceptivo: es un dolor de tipo fisioldgico, relacionado con la deteccién
de estimulos nocivos de alto umbral, pues solo se activa con estimulos
quimicos, fisicos 0 mecanicos intensos. Su activacion es secundaria a lesiones
en tejidos. El dolor nociceptivo se subdivide en dolor soméatico y visceral. El

dolor somatico incluye lesiones en el sistema musculoesquelético, mientras
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que el dolor visceral hace referencia a dafio en tejidos internos (Montgomery-
Orr et al., 2017; Woolf, 2010).

Dolor inflamatorio: se produce en respuesta a un dafio tisular que induce la
participacion y activacion del sistema inmune, este tiene la capacidad de
incrementar la sensibilidad sensorial después de que se produce el dafio,
ademas favorece la recuperacion al disminuir el contacto fisico y el movimiento
(Woolf, 2010).

Dolor neuropatico: se genera como consecuencia de actividad neuronal
irregular, que puede ser secundaria a una lesién o disfuncién del sistema

somatosensorial (Montgomery-Orr et al., 2017).

Dolor disfuncional: surge en condiciones en las que no se presentan
situaciones de dafio aparente, es decir, se presenta hipersensibilidad al dolor.
Sin embargo, no existe estimulo nocivo o condicion inflamatoria que lo
desencadene y se asocia a un mal procesamiento de la informacion

nociceptiva (Montgomery-Orr et al., 2017; Woolf, 2010).

1.4. Dolor neuropético

De acuerdo a la IASP, el dolor neuropatico se define como “dolor causado por
una lesion o enfermedad en el sistema somatosensorial” (Scholz et al., 2019).
Este tipo de dolor se considera como el dolor mas debilitante y tiene una
prevalencia a nivel mundial entre el 7 y 10% (van Hecke et al., 2014). En el
dolor neuropatico se presenta alodinia (dolor frente a un estimulo que no
produce dolor). Por otra parte, se presenta hiperalgesia (aumento de la
percepcion ante un estimulo que produce dolor). Ademas, aparecen
parestesias (percepcion de sensaciones anomalas) y dolor espontaneo
(Costigan et al., 2009; Rosenberger et al., 2020; Scholz et al., 2019; St. John
Smith, 2018; Szok et al., 2019; Xie et al., 2022).

El dolor neuropatico se clasifica en periférico y central, de acuerdo con la

etiologia de la lesién del sistema nervioso o la distribucién anatémica del dafio
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(Cavalli et al., 2019; Woolf y Mannion, 1999). El dolor neuropatico periférico
incluye a la neuralgia del trigémino, dolor neuropatico por lesion de nervio
periférico, polineuropatia dolorosa, neuralgia posherpética y radiculopatia
dolorosa. El dolor neuropatico central comprende al dolor asociado con lesion
de la médula espinal, dolor neuropético central asociado a lesién cerebral,
dolor neuropatico central posterior a ictus y dolor neuropatico central causado
por esclerosis multiple (Costigan et al., 2009; Scholz et al., 2019; Szok et al.,
2019).

1.5. Mecanismos de dolor neuropatico

Los mecanismos que subyacen al dolor neuropético afectan a distintos niveles
del sistema nervioso periférico y central, conduciendo a estados de
hiperexcitabilidad sostenida (Meacham et al., 2017; Nickel et al., 2012). A la
fecha algunos de los mecanismos mejor descritos son la actividad ectopica,
sensibilizacidn periférica y sensibilizacion central (Costigan et al., 2009; Gilron
et al., 2015; Nickel et al., 2012).

1.5.1. Actividad ectopica

Posterior a una lesién nerviosa, se produce dolor en ausencia de un estimulo
identificable, es decir, dolor espontaneo (Costigan et al., 2009; von Hehn et al.,
2012). El dolor espontaneo es resultado de hiperexcitabilidad en las fibras
aferentes primarias, que producen descargas de potenciales de accion
ectdpicos en el neuroma (extremo lesionado del axdén), soma neuronal,
neuronas aferentes intactas proximales al sitio de lesién, asi como en fibras
aferentes primarias de bajo umbral (Campbell y Meyer, 2006; Costigan et al.,
2009). La actividad ectépica participa en dos funciones: (1) como una sefal de
sensaciones espontaneas contribuyendo significativamente a la presencia de
parestesias y disestesias y, (2) como inductora de la sensibilizacién central
(Devor, 2009). La aparicion de actividad ectopica conlleva alteraciones en la
expresion, distribucion y propiedades de activacion/inactivacion de los
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distintos tipos de canales iGnicos y receptores ubicados en las fibras aferentes
primarias (Amir et al., 2005; Campbell y Meyer, 2006; Gilron et al., 2015; van
Hecke et al., 2014). Esto provoca cambios en las propiedades intrinsecas
membranales que generan descargas repetitivas en ausencia de un estimulo
(Amir et al., 2005; van Hecke et al., 2014). El aumento en la expresion de los
canales de sodio dependientes de voltaje Nav1.7, Nav1.8 y Navl.9 se asocia
con la aparicion de descargas ectdpicas, debido a que la acumulacion de estos
canales reduce el umbral para la generacion del potencial de accion en los
sitios de impulsos ectépicos (Devor, 2006; Dib-Hajj et al., 2010; Sheets et al.,
2008). Aunado a esto, posterior a una lesion nerviosa se incrementa la
expresion de Navl.3, un canal que en condiciones fisiolégicas no se expresa
en las neuronas sensoriales (Fukuoka et al., 2008; Rosenberger et al., 2020;
Wood et al., 2004). Ademas, los canales de calcio tipo N (Cav2.2), la subunidad
auxiliar de este canal (a201) (Altier et al., 2007; Saegusa et al., 2010; Zamponi
et al., 2009) y los canales de calcio tipo T (Cav3.2) (Zamponi et al., 2009) se
encuentran regulados al alza en neuronas del GRD después de una lesion, lo
gue sugiere su participacion en la transmision de sefales nociceptivas
patoldgicas. Por otra parte, los canales de potasio, particularmente los canales
de dos dominios de poro (TRESK) se regulan a la baja de manera importante,
lo que conduce a procesos de despolarizacién en la membrana neuronal
sensorial (Busserolles et al., 2016; Tulleuda et al., 2011; von Hehn et al., 2012).
Ademas, los canales modulados por nucleétidos ciclicos y activados por
hiperpolarizaciéon (HCN), presentes en las fibras sensoriales también
participan en la generacién de actividad ectopica (Chaplan et al., 2003;

Rosenberger et al., 2020).

1.5.2. Sensibilizaciéon

De acuerdo con la IASP, la sensibilizacion se define como “aumento de la
capacidad de respuesta de las neuronas nociceptivas a su entrada normal y/o

reclutamiento de una respuesta a entradas normalmente por debajo del



Departamento de Farmacobiologia, Cinvestav

umbral” (Sun et al., 2021). La sensibilizacion se puede presentar a nivel
periférico y central (Ji et al.,, 2003; Meacham et al., 2017; von Hehn et al.,
2012).

1.5.2.1. Sensibilizacion periférica

Definida como “mayor capacidad de respuesta y umbral reducido en las
neuronas nociceptivas en la periferia a la estimulacion de sus campos
receptivos” (Sun et al.,, 2021). La lesion en los tejidos conduce a una
inflamacion periférica y liberacion de mediadores inflamatorios por
nociceptores y células no neuronales (células cebadas, plaquetas,
macrofagos, neutrofilos, células endoteliales, queratinocitos, baséfilos) en la
zona de inflamacion del tejido (Campbell y Meyer, 2006; Costigan et al., 2009;
Gilron et al., 2015; Meacham et al., 2017; Mizumura, 1997; von Hehn et al.,
2012). Dentro de las moléculas de sefalizacion liberadas se encuentran
mediadores clasicos como prostaglandina E2 (PGE2), serotonina (5-HT),
interleucina-1B (IL-1B), factor de necrosis de tumoral a (TNF-a), bradicinina,
histamina, factor de crecimiento neural (NGF), trifosfato de adenosina (ATP),
protones (H*), tromboxanos, leucotrienos (Campbell y Meyer, 2006;
Gangadharan y Kuner, 2013; Jarvis y Boyce-Rustay, 2009; Ji et al., 2014,
Mizumura, 1997; Verma et al., 2015; von Hehn et al., 2012). De igual manera,
ocurre la liberacion de mediadores emergentes como péptidos N-formilados
bacterianos (Chiu et al., 2013) y microARN (Park et al., 2014). Esta liberacién
produce una interaccion ligando-receptor, con los receptores acoplados a
proteinas G o tirosina cinasa ubicados en la membrana de las fibras aferentes
primarias (principalmente fibras Ad y C) (Jarvis y Boyce-Rustay, 2009; Verma
et al., 2015). Dicha interaccién activa vias de transduccion de sefales
intracelulares en la terminal neuronal que controlan la excitabilidad neuronal.
Dentro de estas vias se encuentran las de la proteina cinasa A (PKA), proteina
cinasa C (PKC), calcio calmodulina cinasa (CaMK), fosfatidilinositol-3 cinasa

(PI3K) y proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK) como p38-MAPK,

10
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proteina cinasa regulada por sefial extracelular (ERK) y cinasa c-jun N-terminal
(JNK). Estas cinasas fosforilan canales transductores como el receptor de
potencial transitorio vanilloide 1 (TRPV1), receptor de potencial transitorio
anquirina 1 (TRPAL), canales PIEZO2, canales de sodio Navl1.3, Navl.7,
Navl1l.8, y Navl1l.9 (Gangadharan y Kuner, 2013; Gilron et al., 2015; Jarvis y
Boyce-Rustay, 2009; Ji et al., 2003, 2014; Verma et al., 2015; Zhang et al.,
2005). Estas cinasas son capaces de regular la expresion de canales a través
de un incremento en su transcripcidén génica, que, en conjunto conducen a una
disminucién en el umbral de activacion de los nociceptores y un aumento en
su tasa de activacion (Campbell y Meyer, 2006; Jarvis y Boyce-Rustay, 2009;
Ji et al., 2014). Los nociceptores sensibilizados liberan cantidades excesivas
de neurotransmisores como glutamato y neuromoduladores como sustancia P,
CGRP, factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y mediadores
inflamatorios. Todos ellos participan en la generacion de inflamacion
neurogénica, mediante la regulacién de procesos como disminuciéon del pH,
aumento de la temperatura y vasodilatacion. Estos procesos generan un
circuito aberrante, que favorece la sensibilizaciéon central y con ello el
mantenimiento del dolor patolégico (Figura 3) (Campbell y Meyer, 2006; Gilron
et al., 2015; Meacham et al., 2017; Verma et al., 2015; Yang et al., 2022).

11
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Figura 3. Sensibilizacién periférica. La lesién en los tejidos conduce a una inflamacion
periférica que da como resultado la liberacion de mediadores inflamatorios por nociceptores y
células no neuronales en la zona de inflamacion del tejido. Esta liberacion produce una
interaccién ligando-receptor, con los receptores acoplados a proteinas G o tirosina cinasa
ubicados en la membrana de las fibras aferentes primarias, que activa vias de transduccién
de sefiales intracelulares en la terminal neuronal que controlan la excitabilidad neuronal, esto
conduce a una disminucion en el umbral de activacién de los nociceptores y un aumento en
su tasa de activacién. A su vez, los nociceptores sensibilizados liberan cantidades excesivas
de neurotransmisores y neuromoduladores que participan en la generacion de inflamacién
neurogénica. Modificado de (Ji et al., 2014).

1.5.2.2. Sensibilizacién central

La sensibilizacion central se define como “aumento de la capacidad de
respuesta de las neuronas nociceptivas en el sistema nervioso central a su
entrada aferente normal o subumbral” (Sun et al., 2021). Si bien los niveles
talamico y cortical también pueden estar involucrados, la mayor parte de los
mecanismos descritos se encuentran a nivel de la asta dorsal de la médula
espinal (Figura 4) (Campbell y Meyer, 2006). La sensibilizacion central integra

ademas vias nociceptivas que normalmente no participan en el dolor, como

12
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las fibras AR mecanorreceptoras de bajo umbral (Latremoliere y Woolf, 2009).
La sensibilizacion central facilita el procesamiento nociceptivo gracias al
establecimiento de un estado de hiperexcitabilidad sostenido (Basbaum et al.,
2009), produciendo con ello un incremento en la sensibilidad al dolor aun
cuando el estimulo inicial ha desaparecido (Latremoliere y Woolf, 2009). La
mejora en el procesamiento nociceptivo se puede deber a incrementos en la
excitabilidad membranal, eficacia sinaptica o procesos de inhibiciébn neuronal
reducidos (Latremoliere y Woolf, 2009; Sun et al., 2021). Siendo los
mecanismos implicados en la sensibilizacion central las alteraciones en la
neurotransmision glutamatérgica, la pérdida de la inhibicibn GABAérgica y la

activacion microglial (Basbaum et al., 2009).
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Figura 4. Sensibilizacioén central. La activaciéon sostenida de las fibras aferentes primarias
desencadena la liberacién de glutamato, sustancia P y BDNF en la sinapsis con las neuronas
de proyeccién del asta dorsal de la médula espinal, esto incrementa la actividad de recetores
glutamatérgicos y se facilita un estado de despolarizacibn membranal persistente. A su vez,
las células gliales liberan mediadores inflamatorios que favorecen la hiperexcitabilidad
neuronal establecida. Modificado de (Dureja et al., 2017).

1.5.2.2.1. Alteraciones en la neurotransmisiéon glutamatérgica

La comunicacion sinaptica excitatoria entre las FAP y las neuronas de

proyeccion del asta dorsal estan mediadas por glutamato y neuromoduladores
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como la sustancia P, CGRP y BDNF (Ji et al., 2019; Liu et al., 2022; Woolf,
2012). La liberacion de glutamato de las terminales centrales de la FAP
produce corrientes postsinapticas excitatorias (EPSC) en las neuronas de
proyeccion mediante la activacion de receptores glutamatérgicos ionotropicos
(AMPAR y NMDAR) y receptores metabotropicos (mGIluRs) (Basbaum et al.,
2009; Ji et al., 2019; Latremoliere y Woolf, 2009; Viswanath et al., 2020). La
activacion de los NMDAR es esencial para el desarrollo y mantenimiento de la
sensibilizacion central. En condiciones fisioldgicas los NMDAR se encuentran
bloqueados por un ion Mg?* que se localiza en el poro del receptor (Basbaum
et al., 2009; Ji et al., 2019; Latremoliere y Woolf, 2009; Liu et al., 2022;
Viswanath et al.,, 2020; Yang et al., 2022). La liberacion masiva de
neurotransmisores como el glutamato y neuromoduladores como la sustancia
P, BDNF y CGRP por parte de las neuronas periféricas conduce a una
despolarizaciéon membranal suficiente para remover el Mg?* que bloquea el
poro de NMDAR produciendo una corriente de entrada mediada por este
receptor (Liu et al., 2022; Viswanath et al., 2020; Woolf, 2012). El consiguiente
incremento de Ca?*intracelular activa diversas proteinas cinasas como CaMK,
PKA, PKC que fosforilan a los receptores glutamatérgicos, facilitando la
eficacia singptica al aumentar el tiempo de apertura y promoviendo el trafico
de receptores hacia la membrana sinptica. Por otra parte, la estimulacion de
los receptores glutamatérgicos activa vias intracelulares que mantienen la
sensibilizacién central, como la via de la fosfolipasa C (PLC)/PKC mediante la
apertura de canales de Ca?" del reticulo endoplasmico, la via de la
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) y MAPK que involucra a las cinasas ERK. ERK
ejerce efectos como la fosforilacion de la subunidad NR1 de NMDAR,
reclutamiento de AMPAR a la membrana y una disminucion de las corrientes
de K*, que en conjunto incrementan la excitabilidad neuronal, favoreciendo la
transmision de la informacion nociceptiva hacia centros supraespinales
(Basbaum et al., 2009; Ji et al., 2019; Latremoliere y Woolf, 2009; Liu et al.,
2022; Viswanath et al., 2020).
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1.5.2.2.2. Activacion microglial

En el dolor neuropético, la lesién a los nervios produce la liberacion de
moléculas de sefializacién como el ATP que se libera por neuronas sensoriales
lesionadas, células microgliales, astrocitos o células T (Basbaum et al., 2009;
Ji et al., 2019; Latremoliere y Woolf, 2009; Viswanath et al., 2020). El ATP,
mediante su union a los receptores purinérgicos P2X4/7 y P2Y12, activa a la
microglia de la asta dorsal de la médula espinal. La microglia produce y libera
diversos neuromoduladores como factores troficos, neurotransmisores,
citocinas y especies reactivas de oxigeno. Su interaccién con las neuronas
sensoriales contribuye a la induccién y mantenimiento de la sensibilizacion
central (Basbaum et al., 2009; Ji et al., 2019; Verma et al., 2015; Yang et al.,
2022). Por ejemplo, la quimiocina CX3CL1 se expresa en neuronas Yy
astrocitos, en tanto que su receptor se expresa en la microglia, lo cual sugiere
una interaccion entre la quimiocina y estas células. La activacién microglial
como resultado de la lesidn nerviosa se caracteriza por la participacion de
diversas vias intracelulares como la activaciéon de la p38-MAPK, ERK y cinasas
de la familia Src; su activacion incrementa la excitabilidad neuronal al modificar
la funcion y trafico de receptores glutamatérgicos. La microglia activada
también libera BDNF e IL-13. El BDNF actua sobre receptores TrKB en las
neuronas de proyeccion presentes en la lamina |, disminuyendo la expresion
del cotransportador KCC2, con lo que se desencadena el mecanismo de
desinhibicion GABAérgica, favoreciendo las respuestas despolarizantes bajo
estas condiciones (Basbaum et al., 2009; Gangadharan y Kuner, 2013; Ji et
al., 2019; Latremoliere y Woolf, 2009; Verma et al., 2015; Yang et al., 2022).

1.5.2.2.3. Pérdida de la inhibicion GABAérgica

En las neuronas el gradiente de CI se establece principalmente por la accién
de los cotransportadores cation-cloruro, como el cotransportador Na*-K*-2ClI-
(NKCC1) que transporta iones Cl-desde el espacio extracelular hacia el interior
de la célula y el cotransportador K*-Cl- (KCC2) que transporta CI- desde el

interior celular hacia el exterior (Figura 5). En el caso particular de las fibras
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aferentes primarias, estas expresan NKCC1 y no KCC2, favoreciendo una
concentracion elevada de ClI intracelular (Boudes y Scamps, 2012; Ferrera et
al., 2011; Li et al., 2016; Mao et al., 2012; Price et al., 2010).

En condiciones fisiologicas, la modulacion de la informacidn nociceptiva se da
en parte gracias a la diferencia en la expresion de dichos cotransportadores.
La actividad de KCC2 en las neuronas de proyeccion de la médula espinal
produce un potencial de inversion de CI- (Eci) de alrededor de -60 mV y una
concentracion intracelular cercana a 12 mM. Como resultado de ello, la
activacion de una conductancia a Cl- mediada por receptores GABA,
receptores a glicina o canales de CI- activados por Ca?*, produce un efecto
hiperpolarizante mediado por la salida de CI. Por otra parte, en las fibras
aferentes primarias, como consecuencia de la actividad de NKCC1 el Eci se
encuentra alrededor de -40 mV y la concentracion intracelular es
aproximadamente de 58 mM (Kaneko et al., 2004; Rocha-Gonzélez et al.,
2008). En estas neuronas la activacion de una conductancia a Cl-induce una
corriente saliente de CI provocando una pequefa respuesta despolarizante,
conocida como despolarizacion de la aferente primaria (PAD). Esta
despolarizacién produce un fendbmeno de corto circuito que inactiva canales
de sodio y calcio dependientes de voltaje y, por consiguiente, se reduce la
excitabilidad neuronal y con ello la transmision de la informacién nociceptiva
(Boudes y Scamps, 2012; Ferrera et al., 2011; Li et al., 2016; Mao et al., 2012;
Price et al., 2010).

En condiciones de dolor patoldgico, las neuronas de proyeccién tienen una
expresion disminuida de KCC2. La disminucién esta mediada por un
mecanismo que involucra la activacion de BDNF-TrKB en neuronas de
segundo orden (Coull et al., 2003). Esto conduce a una acumulacion de Cl-al
interior neuronal, por lo tanto, la activacién de una conductancia a Cl induce la
salida del anion de la célula provocando la despolarizacion neuronal, esto
favorece que la informacién nociceptiva fluya hacia centros supraespinales

contribuyendo al incremento en la sensacion dolorosa. Asimismo, en las fibras
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aferentes primarias se produce un incremento en la actividad de NKCC1
(debido a un aumento en el estado fosforilado del cotransportador). El aumento
en la actividad de NKCC1 produce una acumulacion de ClI- intracelular que
modifica Ecihasta potenciales de -20 mV. Bajo estas condiciones, la activacion
de conductancias a ClI-aumenta aun mas la despolarizacion neuronal, por lo
cual las neuronas pasan de generar PAD, que funcionan como un mecanismo
inhibitorio, a producir propiamente potenciales de accién, conocidos como
reflejos de raiz dorsal (RRD). Estos RRD tienen la capacidad de ser
transmitidos ortodrémicamente, es decir hacia las neuronas de proyecciéon y
antidromicamente, hacia la propia terminal periférica de las fibras aferentes
primarias, generando una actividad eléctrica exacerbada (Boudes y Scamps,
2012; Ferrera et al., 2011, Li et al., 2016; Mao et al., 2012; Price et al., 2010).
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Figura 5. Pérdida de la inhibicion GABAérgica. En las neuronas del sistema nervioso, el
gradiente de CI- se establece principalmente por la accién de los cotransportadores cation-
cloruro, NKCC1, encargado de transportar iones CI- desde el espacio extracelular hacia el
interior de las células y KCC2 que transporta el Cl- desde el interior celular hacia el exterior.
De manera fisiologica, en las neuronas de proyeccion la activacion de una conductancia a CI-
permite el ingreso del ion al interior celular, favoreciendo un estado de hiperpolarizacién que
contribuye a la modulacion de la informacion nociceptiva. En las FAP, la activacion de
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conductancias a CI-induce una corriente de CI- dada por la salida del anién de la célula,
produciendo una pequefia despolarizacion que se conoce como despolarizacion de la aferente
primaria (PAD), esta despolarizacion provoca la inactivacion de los canales de sodio (Nav) y
calcio (Cav) dependientes de voltaje, con lo que se inhibe la transmisién de la informacion
nociceptiva. En condiciones de dafio a los nervios, en las neuronas de proyeccion, se
disminuye la expresion del cotransportador KCC2, producida por la interaccion del factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) con su receptor TrKB por un mecanismo no
dilucidado. Esto genera una acumulacién de CI intracelular, que lleva a la salida del anién una
vez que se activa una conductancia a Cl- favoreciendo la despolarizacion neuronal que a su
vez facilita que la informacion fluya hacia centros supraespinales. En el caso de las FAP, los
cotransportadores NKCC1 presentes en la membrana, son fosforilados lo cual incrementa su
funcion, esto produce una mayor acumulacion de ClI- intracelular, por lo cual cuando se activan
las conductancias a CI-el anién sale de la célula, produciendo respuestas despolarizantes que
alcanzan a convertirse en potenciales de accion, conocidos como reflejos de raiz dorsal
(RRD), estos RRD tienen la capacidad de viajar tanto ortodrémica, es decir, hacia las neuronas
de proyeccién, como antidromicamente, hacia la terminal periférica de la propia FAP.

1.6. Canales de cloruro activados por calcio

Los canales de CI- activados por Ca?* (CaCC) son proteinas membranales que
participan en diversos procesos fisiolégicos, como son el control de la
excitabilidad neuronal y cardiaca, regulacion del volumen celular, regulacion
de la concentracion ionica, nocicepcion, transduccion olfatoria, gustativa y
fototransductora (Boudes y Scamps, 2012; Hartzell et al., 2005; Kamaleddin,
2017; Liu et al., 2021; Vocke et al., 2013). Los canales CaCC se activan por
un incremento en [Ca?']i que va de 0.250 a 1 uM, este incremento ocurre por
la entrada de Ca?* a través de canales permeables a este ion, dentro de los
que se encuentran los canales de Ca?* operados por almacenamiento (SOC),
los dependientes de voltaje (VDCC) y los canales TRPV1; o bien, mediante la
liberacion de Ca?* de las reservas intracelulares (reticulo endoplasmico), como
resultado de la estimulacion de receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y
la produccion de inositol trifosfato (IP3) dependiente de la fosfolipasa C (PLC)
(Figura 6) (Ferrera et al., 2010; Scott et al., 1995). EI movimiento de CI a
traves de los canales CaCC esta determinado por tres factores basicos: (1) el
potencial de membrana, (2) el gradiente de concentracion de Cl'y (3) la
concentracion de Ca?* intracelular (Hartzell et al., 2005). Por lo que la apertura
de este tipo de canales genera una entrada o salida de Cl- dependiendo de la

diferencia entre el potencial de equilibrio de CI" y el potencial de membrana en
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reposo (Ferrera et al., 2010), en donde ademas, estos factores biofisicos
dependen en parte del tipo celular (Ferrera et al., 2011). Anteriormente, se
propusieron varios candidatos para formar parte de los canales CaCC, sin
embargo, a la fecha solo dos familias de proteinas cumplen con las

propiedades de canal CaCC, las anoctaminas y las bestrofinas (Huang et al.,

2012; Kunzelmann et al., 2009).
®
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Figura 6. Mecanismo de activacion de canales de cloruro activados por calcio. Los
canales CaCC son activados por incrementos del Ca?* citosélico provenientes de la entrada
de este ion a través de canales ubicados en la membrana celular o por la liberaciéon de Ca?*
de las reservas intracelulares. Modificado de (Ferrera et al., 2010).

1.6.1. Anoctaminas

La familia de proteinas anoctaminas (Ano), también llamadas TMEML16, esta
compuesta por 10 miembros que comparten una alta homologia de secuencia
con funciones diversas (Picollo et al., 2015). Anoctamina-1 (TMEM16A) y
anoctamina-2 (TMEM16B) son canales de conductancia a iones CI
dependientes de Ca?* (CaCC) (Cho et al., 2012; Hartzell et al., 2005;
Kamaleddin, 2017; Scott et al., 1995; Vocke et al., 2013; Yang et al., 2008),
anoctamina 4 (TMEM16D), anoctamina 5 (TMEM16E), anoctamina 6
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(TMEM16F), anoctamina 9 (TMEM16J) y anoctamina 10 (TMEMZ16K)
participan en el transporte de fosfolipidos hacia la membrana plasmatica
(escramblasas), con una activacion igualmente dependiente a Ca?* (Agostinelli
y Tammaro, 2022; Boudes y Scamps, 2012; Ferrera et al., 2011; Hawn et al.,
2021); mientras que anoctamina 3 (TMEM16C), anoctamina 7 (TMEM16G) y
anoctamina 8 (TMEM16H), ademas de ser escramblasas, funcionan como
subunidades auxiliares de otros canales (Agostinelli y Tammaro, 2022; Al-
Hosni et al., 2022; Picollo et al., 2015). Estructuralmente, las anoctaminas
forman homodimeros y constan de diez segmentos transmembranales con los
extremos amino y carboxilo en la region intracelular (Al-Hosni et al., 2022;
Hawn et al., 2021; Nguyen y Chen, 2022). El sitio de unién a Ca?* se localiza
entre los segmentos TM6 y TM8 (Nguyen y Chen, 2022), mientras que los
segmentos TM3 a TM8 forman el poro conductor del canal (Hawn et al., 2021).
La afinidad por Ca?* depende de la variante generada por splicing alternativo
del ARNm precursor de TMEM16 (a, b, c, d) (Ferrera et al., 2009) (Figura 7).
Ademas, la activacién de las anoctaminas muestra dependencia al voltaje
(Nguyen y Chen, 2022). Sin embargo, esto no es homogéneo en todos los
tipos, debido a que algunas muestran una mayor afinidad por Ca?*, unién mas
rapida y disociacion mas lenta a potenciales de membrana mas
despolarizados (Xiao et al., 2011), mientras que otras necesitan una mayor

concentracion de Ca?* y parecen no depender del voltaje (Ferrera et al., 2009).
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Figura 7. Estructura de las proteinas anoctaminas. Maodificado de (Nguyen y Chen, 2022).

1.6.2. Bestrofinas

Las bestrofinas (Best), son una familia de proteinas de membrana plasmatica
codificadas por el gen VMD2, también conocido como BEST1 en el
cromosoma 11q13, identificadas por primera vez a través de mutaciones en
este gen que lo relacionaron con la distrofia macular viteliforme de Best
(BVDM, por sus siglas en inglés) (Johnson et al., 2017; Park et al., 2009; Sun
et al., 2002; Tsunenari et al., 2003).

Bestrofina-1 (Bestl) es un CaCC que se encuentra altamente expresado en el
epitelio pigmentario de la retina, en donde su disfuncién se ha asociado con
distintas enfermedades degenerativas de la retina conocidas como
bestrofinopatias (Grewal et al., 2021; Owiji et al., 2021; Yang et al., 2014). No
obstante, su expresion también se ha reportado en casi todos los tipos
celulares dentro de los que se incluyen estructuras como las vias respiratorias,
colon, SNC, rifiébn, e importantemente en los testiculos, desempefiando
funciones diversas como la fototransduccién, transduccién olfativa,

excitabilidad neuronal, modulacién de la secrecion de fluidos y contraccion del
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musculo liso (Marmorstein y Kinnick, 2007; NCBI, 2023; Oh y Lee, 2017; Sun
et al., 2002). A la fecha se ha identificado que el genoma humano codifica 4
bestrofinas: BEST1 (VMD2), BEST2 (VMD2L1), BEST3 (VMD2L2) y BEST4
(VMD2L3) (Kramer et al., 2004).

Estructuralmente, las bestrofinas forman un pentdmero y se caracterizan por
presentar un extremo amino terminal altamente conservado, un extremo
carboxilo terminal variable, en donde ocurren interacciones proteina-proteina
gue regulan a los canales, ambos localizados en el lado citoplasmatico, y
cuatro hélices transmembranales (Dickson et al., 2014; Yang et al., 2014).
Existen bucles extracelulares entre las hélices TM1-TM2 y TM3-TM4 que son
cortos, en tanto, el bucle intracelular entre TM2-TM3 es largo y contiene un
dominio citoplasmatico separado de cinco hélices (a3-a7) y la hélice del
extremo carboxilo terminal (a10) (Figura 8) (Yang et al., 2014). Las hélices
TM2 de cada protdmero del pentamero recubre al poro conductor de iones y
el sitio de unién a Ca?' se localiza en el dominio carboxilo terminal,
inmediatamente después de la hélice TM4, en donde se encuentra una
secuencia de aminoacidos caracteristica, conocida como “grupo acido”
(Glu300, Asp301, Asp302, Asp303 y Asp304) (Dickson et al., 2014; Grewal et
al., 2021; Johnson et al., 2017; Kranjc et al., 2009; Miller et al., 2019; Xiao et
al., 2010; Yang et al., 2014). Si bien se ha descrito a bestrofina-1 como un
canal que permea principalmente Cl, existen reportes de que este canal
también es altamente permeable a otro tipo de moléculas como HCOsgs,
glutamato y GABA, lo que le confiere una participacion potencial en procesos
de regulacion de pH y liberaciéon de neurotransmisores (Dickson et al., 2014;
Grewal et al., 2021; Oh y Lee, 2017; Owiji et al., 2021; Xiao et al., 2008).
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Figura 8. Estructura de las proteinas bestrofinas. Modificado de (Yang et al., 2014).

1.7. Participacion de los canales de cloruro activados por calcio en la

nocicepcion

Las neuronas del GRD y de la médula espinal expresan canales CaCC (Yang
et al., 2008), que participan como reguladores del dolor agudo y crénico (Park
et al., 2009; Tsunenari et al., 2003). Debido a las condiciones particulares del
potencial de inversién a Cl-de la fibra aferente primaria, su activacién conduce
a la salida de CI, induciendo despolarizacion membranal e incrementando la
excitabilidad en neuronas sensoriales durante el dolor inflamatorio y
neuropatico (Boudes 'y Scamps, 2012; Cho et al., 2012; Lee et al., 2014; Salzer
y Boehm, 2019).

En el caso de anoctamina-1, se ha reportado que en neuronas del GRD, la

aplicacién de rampas de calor induce una despolarizacion dependiente de este
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canal, mientras que, su eliminacion disminuye los comportamientos
pronociceptivos inducidos por estimulos térmicos (Cho et al., 2012). En GRD,
anoctamina-1 colocaliza con el receptor TRPV1 (Cho et al., 2012). Igualmente,
se ha reportado que anoctamina-1 incrementa la excitabilidad neuronal en el
GRD en condiciones inflamatorias o neuropaticas (Lee et al., 2014). En dolor
inflamatorio se ha determinado que el pretratamiento intratecal y periférico de
un blogueador no selectivo, el &cido niflimico (NFA), y de un bloqueador
selectivo de los CaCC, el CaCCinh-no1, revierte las conductas nociceptivas
agudas, asi como la alodinia mecanica e hiperalgesia, inducidas por formalina

al 1% en la rata (Garcia et al., 2014).

Aunado a lo anterior, la aplicacién de bloqueadores de CaCC no selectivos
como el &cido 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino) benzoico (NPPB), acido
antraceno-9-carboxilico (9-AC) y el NFA, asi como bloqueadores para
anoctamina-1y bestrofina-1 (T16Ainh-a01y CaCCinn-a01) reducen la alodinia tactil
y la hiperalgesia térmica en el dolor neuropético inducido por la ligadura de
nervios espinales L5/L6 (LNE) (Pineda-Farias et al., 2015). Reforzando estos
hallazgos, el bloqueo de anoctamina-1, mediante los bloqueadores T16Ainh-A01
y MONNA, reduce el dolor neuropatico en un modelo inducido por la LNE, pero
no por la transeccién del nervio espinal L5 (TNE), lo que sugiere que la
participacion de anoctamina-1 en el dolor neuropatico depende del tipo de

lesion que genere el dolor neuropatico (Garcia et al., 2018).

Bestrofina-1 también ha sido relacionado con un papel en la transmisién
nociceptiva en el dolor neuropatico (Pineda-Farias et al., 2015), ademas
existen reportes de un posible papel en procesos de regeneracion de neuronas
sensoriales posterior a lesiones de fibras nerviosas. Por ejemplo, se ha
reportado que la axotomia del nervio ciatico aumenta la expresion de
bestrofina-1 e induce corrientes mediadas por CaCC en neuronas de mediano
y gran tamafio (André et al., 2003; Al-Jumaily et al., 2007; Boudes y Scamps,
2012).

&
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1.8. Estrégenos y sefializacidon estrogénica

Los estrégenos son un grupo de hormonas esteroideas que incluyen al 17f3-
estradiol, estrona, estriol y estrerol (Cornil et al., 2015; Hwang et al., 2021;
Yasar et al., 2016). Los estrégenos se sintetizan por aromatizacion de
sustratos androgénicos mediante la accién de la enzima aromatasa. Estas
hormonas se producen principalmente en los ovarios, pero también en
testiculos y diversos tejidos extragonadales como el tejido adiposo, glandulas
suprarrenales, musculo liso, higado, corazén, endotelio vascular y cerebro.
Alli, los estrégenos desempefian importantes funciones como la regulacion de
la reproduccién femenina, regulacibn de la homeostasis esquelética,
metabolismo de lipidos y mantenimiento de la densidad 6sea (Biason-Lauber
y Lang-Muritano, 2022; Cornil et al., 2006; Cui et al., 2013; Knowlton y Lee,
2012). Estos efectos celulares se encuentran mediados principalmente por la
sefializacion estrogénica dada por la interaccion de estas hormonas con sus
diferentes receptores. Los receptores de estrédgenos son proteinas
ampliamente distribuidas en distintos tipos celulares. A la fecha se han descrito
dos tipos: los receptores intracelulares que incluyen al receptor de estrogenos
alfa (ERa) y al receptor de estrogenos beta (ERB), y los receptores
membranales de estrogeno 1 acoplado a proteina G (GPER1) (Biason-Lauber
y Lang-Muritano, 2022; Cornil et al., 2006; Fuentes y Silveyra, 2019; Hwang et
al., 2021; Yasar et al., 2016).

Los mecanismos de sefalizacion estrogénica se dividen en mecanismos

gendmicos y no gendémicos (Figura 9):

Sefalizacion gendmica directa: este tipo de sefializacion es conocida como
el mecanismo clasico. Aqui, los receptores intracelulares de estrogenos ERa
y ERB funcionan como factores de transcripcion activados por ligandos que
estimulan o reprimen la transcripcion génica. Los estrégenos al ser hormonas
esteroideas pueden ingresar a través de la membrana plasmatica e interactuar
con los ERa y ERB, esto induce un cambio conformacional que permite la

dimerizacion del receptor. Una vez dimerizado, el receptor se transloca al
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nacleo donde recluta maquinaria transcripcional y cofactores para secuencias
diana de ADN especificas denominadas elementos de respuesta a estrogenos
(ERE) de promotores con genes susceptibles a la regulacién por estrogeno
(Cui et al., 2013; Fuentes y Silveyra, 2019; Yasar et al., 2016).

Sefalizacion gendmica indirecta: los estrogenos tienen la capacidad de
regular diversos genes que no contienen ERE en sus regiones promotoras, sin
la unién directa de los ER al ADN. Esto lo realizan a través de interacciones
proteina-proteina con otros factores de transcripcion como la proteina
estimulante 1 (SP-19), proteina activadora 1 (AP-1), NF-kB y c-jun (Bjornstrom
y Sjoberg, 2005; Cui et al., 2013; Fuentes y Silveyra, 2019).

Sefalizacion no gendmica indirecta: esta via es la responsable de las
acciones estrogénicas rapidas que no requieren la transcripcién directa de
genes diana. En esta via participan los receptores membranales GPER1, pero
también ERa y ERP localizados en la membrana. Los receptores membranales
regulan estos efectos rapidos a través de la diafonia con otros receptores
membranales o la participacion de mecanismos transduccionales como la
activacion de diversas cinasas como PLC/PKC, Ras/Raf/MAPK, PI3K/Akt y
AMPCc/PKA, que dan como resultado cambios indirectos en la expresion
génica. Estas cinasas fosforilan factores de transcripcién, lo que modifica su
capacidad para unirse a secuencias genOmicas. Algunos factores de
transcripcion susceptibles a la regulacion estrogénica incluyen a Elk-1, CREB
y NF-kB (Bjornstrom y Sjoberg, 2005; Cui et al., 2013; Fuentes y Silveyra,
2019; Hwang et al., 2021).

Sefalizacion independiente del ligando: a nivel fisiologico los ER pueden
activarse en ausencia de estrogenos, por diversas moléculas como la
dopamina, factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
similar a la insulina 1 (IGF-1), factor de crecimiento transformante beta (TGFf)
y activadores de vias de transduccién que involucran a las cinasas PKA, PKC,
MAPK. Esta activacion independiente del ligando se relaciona con la
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fosforilacion de residuos especificos en los propios receptores lo que activa su

funcién transcripcional (Cui et al., 2013; Fuentes y Silveyra, 2019).

Sefializacion independiente de ER: los estrogenos ejercen efectos
antioxidantes en una via que no requiere la participacion de los ER. Esto lo
realizan regulando actividades enzimaticas e interactuando con otros

receptores para disminuir dafos celulares (Cui et al., 2013).

Canales idnicos B

Receptores tirosina cinasa Senalizacion
q o' gendmica indirecta
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Figura 9. Vias de sefalizacién estrogénicas. Sefializacién gendémica directa: los estrégenos
se unen a los ER, el complejo se dimeriza y transloca al nicleo lo que induce cambios
transcripcionales en genes susceptibles a regulacion estrogénica con o sin ERE. Sefializacion
gendomica indirecta: los receptores membranales inducen cambios transduccionales.
Sefializacion independiente de ER: los estrogenos modulan efectos antioxidantes de manera
independiente de ER. Sefializacién independiente de estrdgenos: se producen eventos
gendmicos en ausencia de los estrégenos, por fosforilacion de los ER. Modificado de (Fuentes
y Silveyra, 2019).
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1.9. Dimorfismo sexual y dolor

Diversos estudios epidemiolégicos indican que existe una mayor prevalencia
de dolor crénico como dolor de espalda, dolor musculoesquelético, dolor de
cabeza y artritis en mujeres (Fillingim et al., 2009; Mogil, 2012; Ruau et al.,
2012). Asimismo, estudios basados en pruebas sensoriales en adultos sanos
indican una mayor sensibilidad al dolor con distintos estimulos en las mujeres,
asi como un menor umbral al dolor (Fillingim et al., 2009; Mogil, 2012; Rolke
et al., 2006). En los ultimos afios cada vez se acepta mas que el sexo
constituye una variable biol6gica sumamente relevante en el desarrollo y
mantenimiento del dolor crénico, por lo cual la dilucidacion de los mecanismos
gue dan origen a estas diferencias pudieran mejorar el manejo clinico del dolor
(Fillingim et al., 2009; Greenspan et al., 2010).

Cada vez existe mas evidencia de que algunos de los mecanismos que
subyacen al dolor son sexualmente dimorficos (Saghaei et al., 2013; Vacca et
al., 2014; Yamagata et al., 2016). En condiciones de dolor cronico en ratones
se ha descrito que a nivel de la médula espinal los ratones macho y hembra
reclutan diferentes células del sistema inmune (Mapplebeck etal.,, 2017;
Rosen et al., 2017; Sorge et al., 2015; Sorge y Totsch, 2017). En el caso de
ratones macho depende de la participacién microglial, mientras que en el caso
de ratones hembra se requieren los linfocitos T (Sorge et al., 2015). Asimismo
en un modelo de lesion cerebral cortical se encontré6 una mayor densidad de
células inmunorreactivas a Ibal (marcador microglial) en ratones macho a
comparacion de los ratones hembra, ademas de una mayor expresion de la
quimiocina CCL2, lo que se traduce en un mayor reclutamiento microglial
posterior a la lesion en los machos (Acaz-Fonseca et al., 2015).

En otro estudio se reportd que en un modelo de inflamacion periférica la
administracion del adyuvante completo de Freund (CFA) en el GT incrementé
la expresion del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) en

ratones hembra pero no en ratones macho. Mientras que, la inflamacién
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periférica del GT aumento las citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a y BDNF en ratones

macho, comparado con ratones hembra (Kuzawinska et al., 2014).

Particularmente, esta diferencia en la percepcion dolorosa entre hembras y
machos también se ha relacionado a la presencia de hormonas gonadales,
especialmente los estrégenos, como el 173-estradiol. Los estrégenos se han
propuesto como hormonas que participan en la modulacién de la nocicepcion
tanto a nivel de los GRD como en la médula espinal (Saghaei et al., 2013;
Vacca et al., 2014). Sin embargo, los reportes de la participacion de los
estrogenos en el dolor son contradictorios debido a que algunos estudios
reportan que estas hormonas incrementan la alodinia e hiperalgesia en
algunos modelos de dolor y en contraparte algunos otros estudios validan que
los estrégenos permiten un efecto antinociceptivo (Ren y Wu, 2012). Por
ejemplo, se ha reportado que ratas ovariectomizadas tienden a presentar
hiperalgesia térmica y mecanica (Chen et al., 2021), mientras que, se ha
descrito que la suplementacion con estrogenos es capaz de revertir este tipo
de conductas (Zhang et al., 2020). También se ha descrito que el bloqueo de
los receptores a estrogenos disminuye el umbral de retiro mecéanico (Hall et al.,
2001).

Respecto al dolor neuropatico se ha reportado que, en ratones con
constriccién crénica del nervio ciatico, los ratones macho presentaron una
disminucién gradual de la alodinia y se recuperaron 81 dias posteriores a la
cirugia, mientras que, en el caso de los ratones hembra la alodinia persistio
después de los 121 dias postcirugia, sugiriendo mecanismos de
mantenimiento y recuperacion diferenciales de acuerdo al sexo en este tipo de
dolor (Vacca et al., 2014).

En el dolor neuropatico inducido por la LNE, las conductancias a CI- se han
reportado como mecanismos que pueden participar en la percepcién dolorosa
diferencial, por ejemplo, se reporto que el efecto antialodinico producido por L-
655,708, un agonista inverso del receptor GABAAa-a5, solo se presenta en ratas

hembray que su accion depende de la presencia de estradiol y de la activaciéon
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de su receptor ERa (Franco-Enzastiga et al., 2021). De igual manera, en el
caso del receptor GABAa-a6 se ha reportado que la activacion del receptor por
un modulador alostérico positivo (PZ-11-029) solo se observa en ratas hembra
y no en macho (Rodriguez-Palma et al., 2022). Estos datos sugieren que los
mecanismos neurobiolégicos subyacentes al dolor neuropéatico pueden ser

diferentes en animales hembra o macho.
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2. JUSTIFICACION

El dolor neuropéatico se considera como un tipo de dolor debilitante que
produce un impacto negativo en la calidad de vida (Torrance et al., 2006). No
obstante, a pesar de los importantes avances en el entendimiento de los
mecanismos celulares y moleculares que dan origen a esta patologia, las
alternativas terapéuticas contindan siendo limitadas (Keilani et al., 2018; Mills
et al., 2019; Szok et al., 2019).

La evidencia experimental sugiere que los mecanismos neurobiologicos que
subyacen al establecimiento y mantenimiento del dolor neuropéatico pueden
ser diferentes en animales hembra y macho; en patrticular, las conductancias
de CI mediadas por los receptores extrasinapticos GABAa-a5 y GABAa-a6

(Franco-Enzéstiga et al., 2021; Rodriguez-Palma et al., 2023).

Los CaCC anoctamina-1 y bestrofina-1, expresados en neuronas del GRD y
médula espinal, son canales con un papel pronociceptivo y contribuyen al
mantenimiento del dolor neuropatico (Garcia et al., 2018; Pineda-Farias et al.,
2015). Sin embargo, no existen estudios que hayan analizado la posible
regulacién diferencial por 17B-estradiol y su interaccion con el receptor de
estrogenos alfa, y si este mecanismo también contribuye al dimorfismo sexual
observado en el dolor de tipo neuropatico. Por tal razon, el estudio de la
regulacion de estos canales aportard conocimiento al entendimiento de las
diferencias sexuales en el dolor y con ello mejorar los tratamientos

farmacoldgicos disponibles.
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3. HIPOTESIS

Los canales de cloruro activados por calcio (CaCC), bestrofina-1 y
anoctamina-1 se regulan al alta por 17B-estradiol y su interaccion con el
receptor de estrogenos alfa en ratas hembra con dolor neuropatico inducido
por la ligadura de los nervios espinales L5/L6 o por la transeccion del nervio
espinal L5.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar si los canales de cloruro activados por calcio (CaCC), bestrofina-1
y anoctamina-1, se regulan al alta por 17B-estradiol y su interaccién con el
receptor de estrogenos alfa en ratas hembra con dolor neuropatico inducido
por la ligadura de los nervios espinales L5/L6 o por la transeccion del nervio

espinal L5.

4.1. Objetivos especificos

1. Evaluar farmacolégicamente si bestrofina-1 y anoctamina-1 tienen una
participacion diferencial en ratas hembra y macho con dolor neuropatico
inducido por la ligadura de los nervios espinales L5/L6 o por la transeccion del
nervio espinal L5.

2. Determinar si el 17B-estradiol modifica la funcion de bestrofina-1 en ratas

hembra con transeccion del nervio espinal L5.

3. Evaluar si la regulacion de bestrofina-1 por 17B-estradiol depende de la
activacion del receptor de estrégenos alfa en ratas hembra con transeccion del

nervio espinal L5.

4. Determinar la expresion proteica de bestrofina-1 y anoctamina-1 en el
ganglio de laraiz dorsal y en la médula espinal dorsal de ratas hembra y macho

con dolor neuropatico.

5. Determinar si la expresiéon proteica de bestrofina-1 en el ganglio de la raiz
dorsal y en la médula espinal dorsal se regula al alta por 173-estradiol en ratas

hembra con dolor neuropatico.

&
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5. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra o macho de la cepa Wistar con un peso entre 60 a
80 g y 120 a 140 g. Los animales fueron proporcionados por el bioterio del
Cinvestav-Sede Sur y se mantuvieron en condiciones estandar con ciclos de
luz/oscuridad de 12 h, con acceso a agua y alimento ad libitum, asi como
condiciones ambientales controladas (19-23 °C). El manejo de los animales y
los protocolos experimentales se aprobaron por el Comité para el manejo de
animales de laboratorio de Cinvestav-Sede Sur (0095-14) y se siguieron las
guias de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999).

5.1. Ligadura de nervios espinales L5/L6 y transeccion del nervio espinal
L5 (LNEy TNE)

La cirugia para la ligadura de nervios espinales L5/L6 (LNE) se realizé de
acuerdo con el método descrito previamente (Kim y Chung, 1992). En
resumen, los animales se anestesiaron con ketaminay xilazina (50 y 10 mg/kg,
respectivamente) por via intraperitoneal (i.p.). Posteriormente, se realizd una
incision en el dorso y se expuso la columna vertebral; a continuacion, se retird
el foramen transverso y los nervios L5 y L6 del lado izquierdo se ligaron con
sutura de seda 6-0. En la cirugia de transeccion del nervio espinal L5 (TNE)
se ligo el nervio L5 y se realiz6 un corte a 2 mm distales de la ligadura hacia
la periferia (Li et al., 2000). Ademas, se conté con un grupo de ratas falsamente
operadas (sham), a las que se les realizé la cirugia y exposicion de nervios,

pero estos no fueron ligados o cortados.

5.2. Ovariectomia

La ovariectomia (OVX) se realiz6 de acuerdo con el método descrito
previamente (Hernandez-Leon et al.,, 2018). Brevemente, los animales se
anestesiaron con ketamina y xilazina (50 y 10 mg/kg, respectivamente) por via

I.p. Enseguida se extrajeron los ovarios de la cavidad abdominal central inferior
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mediante una incision en el area ventral. Se permitié a los animales un tiempo

de recuperacion de 14 dias.

5.3. Evaluacién de la conducta nociceptiva

La evaluacion de las conductas de retiro ante estimulos mecanicos se realizd
mediante la aplicacion de filamentos calibrados de von Frey, con base en el
meétodo up and down (Chaplan et al., 1994), para calcular el 50% de umbral
de retiro. Para esto, las ratas se colocaron en cajas de acrilico con piso de
malla metélica, facilitando un tiempo de habituacién de 25 minutos. Enseguida,
se inicio la prueba utilizando los filamentos que se encuentran en el rango de
0.4 a 15 g, comenzando con el filamento de 2 g sobre la superficie plantar de
los miembros posteriores, aplicando un estimulo por aproximadamente 10
segundos. El retiro brusco de la pata durante la aplicacién del estimulo se
consider6é como una respuesta positiva y se continué con la aplicacion del
filamento anterior, en contraparte la ausencia de retiro se consider6 como una
respuesta negativa y se continu6 con el filamento posterior. Una vez obtenido
el primer cambio en el patron de respuestas se realizaron 5 evaluaciones
adicionales hasta completar 6 datos a partir de los cuales se calculd el 50%

del umbral de retiro empleando la siguiente formula:

50% Umbral (g) = (10Xf +k3l) / 10,000

Donde:
Xf: valor del altimo filamento de von Frey utilizado

K: factor de correccion indicado en la tabla de (Dixon, 1980) para el patron de

respuestas positivas o negativas
O: diferencia promedio entre estimulos

El 50% del umbral de retiro se interpreté como la intensidad de estimulo
requerido para generar una respuesta positiva en el 50% de las aplicaciones

de estimulos en cada animal (Chaplan et al., 1994).
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5.4. Farmacos

El blogueador selectivo de los canales CaCC, el CaCCinnh-a01 (&cido 6-(1,1-
dimetiletil)-2-[(2- furanilcarbonil) amino]-4,5,6,7-tetrahidro-benzo[b]tiofeno-3-
carboxilico) se obtuvo de Sigma-Aldrich (Cat. SML0916; St Louis Mo, EUA).

El bloqueador selectivo del canal anoctamina-1, el T16Ainh-a01 (2-[(5-€till-1,6-
dihidro-4-metil-6-oxo-2-pirimidinil) tio]-N-[4-(4-metoxifenil)-2-tiazolil]
acetamida) se obtuvo de Cayman (Cat. 18518; Ann Arbor, Michigan, EUA).

Ambos farmacos se disolvieron en dimetil sulfoxido (DMSO) al 30%.

El benzoato de 173-estradiol (E2) se obtuvo de Sigma-Aldrich (Cat. E8875; St

Louis Mo, EUA) y se disolvié en aceite de ajonjoli.

El antagonista selectivo de los receptores de estrégenos alfa (ERa), el MPP
(1,3-bis (4-hidroxi-fenil)-4-metil-5-[4-(2-piperidiniletoxi) fenol]-1Hpirazol
dicloruro) se obtuvo de Sigma-Aldrich (Cat. M7068; St Louis Mo, EUA) y se
disolvio en DMSO al 5%.

El agonista selectivo de los ERa, el PPT (1,3,5-Tris(4-hidroxi-fenil)-4-propil-
1Hpirazol) se obtuvo de Santa Cruz Biotechnology (Cat. sc-297946, Dallas,
TX, EUA) y se disolvio en DMSO al 1%.

5.5. Administracién intratecal de farmacos

Los animales se anestesiaron con isoflurano para realizar la administracion
intratecal de los farmacos en un volumen final de 10 pL utilizando jeringas de
0.5 mL con aguja de 31 G x 8 mm que fueron introducidas en el foramen

vertebral, entre las vértebras L5y L6.

5.6. Inmunodeteccion mediante Western blot
5.6.1. Extraccion y procesamiento de proteinas

Los animales se sacrificaron y la porcion dorsal de la médula espinal, asi como

los ganglios de la raiz dorsal en la médula espinal L4 y L5 se obtuvieron del
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lado ipsilateral a la lesidon. Los tejidos se homogenizaron a 4 °C utilizando
solucion amortiguadora de lisis RIPA (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM, EDTA 5
mM, Tritén X-100 1%, pH 7.5), inhibidores de fosfatasas en proporcién 1:100
de soluciones stock (B-glicerol 5 mM, NaF 50 mM, PMSF 100 mM,
ortovanadato 280 mM), inhibidores de proteasas en proporcion 1:1000
(pepstatina 2 mg/mL, leupeptina 1 mg/mL, aprotinina 2 mg/mL) y sacarosa 1.5
M al 1%. Enseguida, las muestras se centrifugaron a 13500 rpm a 4 °C durante
10 minutos y se obtuvo el sobrenadante.

5.6.2. Cuantificacién de proteinas

La concentracion de proteinas totales se determiné por el método de Bradford
(BioRad Laboratories Inc; Hercules, CA). En donde 1 pL de cada muestra se
disolvié en proporcién 1:20 con solucién amortiguadora RIPA y posteriormente
se agregaron 250 pL de reactivo de Bradford diluido en proporcién 1:5 con
agua destilada. Enseguida, se permitié un tiempo de incubacion de 5 minutos

a temperatura ambiente y la absorbancia se midi6é a 595 nm.

5.6.3. Western blot

Se utilizaron 50 pg de proteinas totales de cada muestra para realizar la
electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida al 10% con
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Posteriormente, se realizé6 Ila
electrotransferencia de las proteinas a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF), la cual fue bloqueada previamente con leche
descremada al 5% en amortiguador de fosfatos (PBS; NaCl 137 mM, KCI 2.7
mM, NazHPO4 10 mM y KH2PO4 2mM) y Tween 20 0.1% (PBS-T) durante 1 h.
Enseguida, las membranas se incubaron durante 12 h a 4 °C con el anticuerpo
primario para anoctamina-1 (1:200; Cat. ACL-011, Alomone Labs, Jerusalem,
Israel), bestrofina-1 (1:500; Cat. ABC-001, Alomone Labs, Jerusalem, Israel) o
ERa (1:500; Cat. sc-542, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA) en PBS-

T. Transcurrida la incubacion, las membranas se lavaron 3 veces por un
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periodo de 10 minutos con leche descremada al 1% en PBS-T. El anticuerpo
secundario anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano (1:3000; Cat. SC-
2370, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) se incub6 por 1 h y se continué
con 3 lavados de 10 minutos con leche descremada al 1% en PBS-T. La
inmunodeteccion de proteinas se realizd mediante quimioluminiscencia
(Immobilon western chemiluminescent HRP substrate; Millipore; Burlington,
MA) y las imagenes obtenidas con el equipo C-Digit blot scanner (LI-COR
Biosciences; Lincoln, NE) se analizaron con el software Image Studio 5.2 (LI-
COR Biosciences; Lincoln, NE) para la cuantificacion de la densidad Optica de
la sefial. Asimismo, la proteina B-actina se utiliz6 como control de carga,
empleando el anticuerpo primario para actina (1:10000; Cat. GTX629630;
GeneTex; Irvine, CA) y el anticuerpo secundario anti-raton (1:10000; Cat. 115-

035-003; Jackson Immuno Research Laboratories; West Grove, PA).

5.7. Andlisis estadistico

Los datos se presentan como la media * error estandar medio (EEM). Los
datos obtenidos de dos grupos se compararon utilizando la prueba t de
Student. Los datos de tres 0 mas grupos se compararon mediante el andlisis
de varianza de una o dos vias (ANOVA), seguido de una prueba post hoc de
Dunnett o Tukey. El criterio de significancia estadistica fue p <0.05. Todos los
datos estadisticos se analizaron en el programa GraphPad Prism 8. Los
grupos experimentales fueron conformados por un total de 6 animales, excepto

cuando se indique de otra manera.

&
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6. DISENO EXPERIMENTAL

6.1. Participacion de bestrofina-1 y anoctamina-1 en la alodinia téctil

inducida por la LNE o TNE en ratas hembra y macho

Para determinar la participacion de bestrofina-1 y anoctamina-1 en el
mantenimiento de la alodinia tactil inducida por la LNE o TNE, ratas hembra y
macho se administraron por via intratecal (i.t.) con el CaCCinn-a01 (0.1, 1 y 10
Mg), el T16Ainh-ao1 (0.1, 1 y 10 pg) o vehiculo (DMSO al 30%), 14 dias
posteriores a la lesion de los nervios espinales y se evalu6 el umbral de retiro

ante estimulos mecéanicos por 8 h posteriores a la administracion (Figura 10).
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Figura 10. Disefio experimental de la participacion de bestrofina-1y anoctamina-1 en
la alodinia tactil inducida por la LNE o TNE en ratas hembra y macho.

6.2. Regulacion de bestrofina-1 por 17B-estradiol en ratas hembra con
TNE

Para determinar si la actividad de bestrofina-1 es regulada por hormonas
gonadales en ratas hembra, ratas hembra fueron sujetas a ovariectomia
(OVX). Tras 14 dias de recuperacion, se realiz6 la TNE y 14 dias posteriores
a la cirugia se evaluo6 el efecto del bloqgueador CaCCinnh-ao1 (0.1 y 1 ug, i.t.) sobre

la alodinia tactil inducida por la lesion de los nervios espinales (Figura 11).

&
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Figura 11. Disefio experimental de la regulacion de bestrofina-1 en ratas hembra
ovariectomizadas con TNE.

Para determinar si la actividad de bestrofina-1 se regula por 173-estradiol (E2)
en ratas hembra, ratas sujetas a OVX y con TNE, se administraron con una
dosis diaria de 17B-estradiol (20 pg/kg) o su vehiculo (aceite de ajonjoli)
iniciando al dia siguiente de la lesion de los nervios espinales y por un total de
13 dias. El dia posterior a la ultima administracion de 173-estradiol se evalud
el efecto del bloqueador CaCCinn-ao1 (0.1 y 1 g, i.t.) sobre la alodinia tactil

inducida por la lesion de los nervios espinales (Figura 12).
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Figura 12. Disefio experimental de la regulacion de bestrofina-1 por 17B-estradiol en
ratas hembra con TNE.
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6.3. Participacion del receptor de estrogenos alfa en la regulacion de

bestrofina-1 por 17B-estradiol en ratas hembra con TNE

Para determinar si el 17p-estradiol modula la actividad de bestrofina-1 a través
de su interaccion con los receptores de estrogenos alfa (ERa), ratas sujetas a
OVX y con TNE se administraron con una dosis diaria de 17B-estradiol (20
pg/kg) durante 13 dias. Al dia 11 se administré también de manera i.t. el
antagonista selectivo de ERa, MPP (0.5 ug) por 3 dias. El dia posterior a la
altima administracion de MPP y 173-estradiol, las ratas se administraron con
el CaCCinn-a01 (1 Mg, i.t.) y se evalud su efecto sobre la alodinia tactil inducida

por la lesidén de los nervios espinales (Figura 13).

MPP (i.t.) 0.5

Administracion
antagonista a ERa

ovX TNE
T ¥ 11 12 13

Dias .

Habituacién i

Administraciéon .

E2 (s.c.) Evaluacion del efecto
de CaCCinh.a01
CaCCjpp-pon (i-t.) 1

Figura 13. Disefio experimental de la participacién del receptor de estrégenos alfa en la
regulaciéon de bestrofina-1 por 173-estradiol en ratas hembra con TNE.

6.4. Expresién proteica de bestrofina-1 y anoctamina-1 en GRD y médula

espinal de ratas hembray macho con TNE

Para determinar si la TNE modifica la expresion proteica de bestrofina-1 y
anoctamina-1 en ratas hembra y macho, se obtuvieron los GRD (L4 y L5) y
médula espinal dorsal a nivel de L5 del lado ipsilateral a la lesion de los nervios

espinales, a los dias 1, 3, 7 y 14 posteriores a la cirugia, asi como un grupo

&
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naive y un grupo sham, para su posterior analisis mediante la técnica de

western blot (Figura 14).

TNE
0 1 3 7 14

= 0000 o L

Habituacion

Obtencion de GRD y ME de
ratas hembra, macho, naive y
sham

Figura 14. Disefio experimental de la expresién proteica de bestrofina-1y anoctamina-1
en GRD y médula espinal de ratas hembray macho con TNE.

6.5. Regulacion de la expresion proteica de bestrofina-1y el receptor de
estrogenos alfa en GRD y médula espinal por 17B-estradiol en ratas

hembra con TNE

Para determinar si la expresion proteica de bestrofina-1 y ERa en ratas hembra
con TNE se regula por 17B-estradiol a través de su receptor ERa, se
obtuvieron los GRD y médula espinal de ratas hembra con OVX, OVX/E2,
OVX/E2/MPP, TNE/MPP y sham a los dias 14 posteriores a la lesion de los
nervios espinales para su posterior analisis mediante la técnica de western blot
(Figura 15).
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antagonista a ERa

ovX TNE
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Administracién E2
(s.c.)

Sham
TNE
TNE/OVX
TNE/OVX/E2
TNE/OVX/E2/MPP
TNE/MPP

Figura 15. Disefio experimental de la expresion proteica de bestrofina-1y el receptor de
estrogenos alfa en GRD y médula espinal de ratas hembra con TNE.
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6.6. Participacion del receptor de estrégenos alfa en la regulacion de

bestrofina-1 en ratas macho con TNE

Para determinar si la activacion de los ERa favorece la presencia del efecto
antialodinico de CaCCinn-a01 (1 pg) en ratas macho con TNE, se administré PPT
(0.05y 0.5 ug, i.t.), agonista selectivo de ERa por 3 dias consecutivos a partir
del dia 11 post-lesion. El dia posterior a la ultima administracion de PPT se
evaluo el efecto de CaCCinh-a01 (1 pg, i.t.) sobre la alodinia tactil inducida por la
TNE (Figura 16).

PPT (it 0.05, 0.5

Administracién
agonista a ERa

TNE
0 1 12 13
Dias ‘ .
Habituacién 14

Evaluacion del
efecto de CaCC, ;.01

CaCCiypa01 (i) 1

Figura 16. Disefio experimental de la participacién del receptor de estrégenos alfa en la
regulacion de bestrofina-1 en ratas macho con TNE.
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7. RESULTADOS

7.1. La ligadura de nervios espinales L5/L6 y transeccion del nervio

espinal L5 inducen alodinia tactil en ratas

La ligadura y transeccion de nervios espinales redujeron el umbral de retiro
frente a estimulos mecanicos por debajo de 4 g (alodinia) a partir del primer
dia posterior a la lesion y se mantuvo hasta por 21 dias. El efecto de la lesion
en los nervios espinales sobre el umbral de retiro fue similar entre ratas hembra
y macho (Figura 17A, B).
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Figura 17. Efecto delaLNEy TNE sobre el umbral de retiro mecéanico en ratas. Los datos
representan el promedio + error estdndar del 50% del umbral de retiro de la pata (g) n=6. NH
(naive hembras), NM (naive machos), SH (sham hembras), SM (sham machos), LNEH
(hembras), LNEM (machos), TNEH (hembras), TNEM (machos). *** p<0.001 contra el grupo
SHy SM, respectivamente, ANOVA de dos vias seguido de la prueba Dunnett.
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7.2. Efecto del CaCCinn-a01 €n la alodinia tactil inducida por la LNE

La administracion i.t. de CaCCinnh-a01 (0.1, 1 y 10 pg) revirtid la alodinia tactil
inducida por la LNE de manera concentracion dependiente en ratas hembra
(Figura 18A, B). En contraparte, en ratas macho so6lo se observd un claro

efecto antialodinico a la concentracion 10 pg (Figura 18C, D).
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Figura 18. Efecto de CaCCinn-a01 €n la alodinia tactil inducida por la LNE. Curso temporal
del efecto de la administracion i.t. de CaCCinn-a01 (0.1, 1y 10 pg) o su vehiculo (Veh) sobre la
alodinia tactil inducida tras la ligadura de los nervios espinales L5/L6 (LNE) en ratas hembra
(A) y ratas macho (C). Area bajo la curva (ABC) calculada a partir del curso temporal del efecto
del CaCCinn-no1 €N ratas hembra (B) y ratas macho (D). Los datos representan el promedio *
error estandar, n=6. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 contra el grupo Veh, ANOVA de una via
seguido de la prueba Dunnett.

Al comparar el efecto de cada concentracién entre hembras y macho se
observd que existe una diferencia estadisticamente significativa en el efecto
del CaCCinn-a01 entre ratas hembra y macho en todas las concentraciones

empleadas (Figura 19).
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Figura 19. Comparacion del efecto de CaCCinn-ao1 €n hembras y machos con LNE.
Comparacion del ABC del efecto de CaCCinh-ao1 0.1 pg (A) CaCCinh-ao1 1 ng (B) y CaCCinh-ao1
10 pg (C), calculada a partir de los cursos temporales de Figura 18A (hembras) y Figura 18C
(machos). H (hembras) y M (machos). *** p<0.001 contra el grupo H, Prueba t de Student.

7.3. Efecto del CaCCinn-a01 €n la alodinia tactil inducida por la TNE

De forma similar a los datos anteriormente mostrados, el bloqueo de los CaCC
mediante el uso de CaCCinn-a01 (0.1, 1y 10 pg) revirtio la alodinia tactil inducida
tras la TNE de manera concentracion dependiente en ratas hembra (Figura
20A, B). No obstante, en ratas macho sélo se observé efecto a la
concentracion 10 ug (Figura 20C, D).
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Figura 20. Efecto de CaCCinn-ao1 €n la alodinia tactil inducida por la TNE. Curso temporal
del efecto de la administracion i.t. de CaCCinn-a01 (0.1, 1y 10 pug) o su vehiculo (Veh) sobre la
alodinia tactil inducida tras la transeccién del nervio espinal L5 (TNE) en ratas hembra (A) o
ratas macho (C). Area bajo la curva (ABC) calculada a partir del curso temporal del efecto del
CaCCinn-ao1 €n ratas hembra (B) y ratas macho (D). Los datos representan el promedio + error
estandar, n=6. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 contra el grupo Veh, ANOVA de una via
seguido de la prueba Dunnett.

De igual forma, al comparar el efecto de cada concentracién entre hembras y
macho se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en todas las

concentraciones empleadas (Figura 21).
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Figura 21. Comparacion del efecto de CaCCinn-n01 €n hembras y machos con TNE.
Comparacion del ABC del efecto de CaCCinn-ao1 0.1 pg (A) CaCCinn-aoz 1 pg (B) y CaCCinn-ao1
10 pg (C), calculada a partir de los cursos temporales de Figura 20A (hembras) y Figura 20C
(machos). H (hembras) y M (machos). *** p<0.001 contra el grupo H, Prueba t de Student.

Los datos obtenidos sugieren que los canales CaCC participan en el
mantenimiento del dolor neuropatico inducido por la LNE o la TNE. Ademas,
que el efecto del bloqueador CaCCinn-a01 €S significativamente mayor en ratas

hembra comparado con ratas macho.

7.4. Efecto del T16Ainn-a01 €n la alodinia tactil inducida por la LNE

Con la finalidad de determinar si el canal anoctamina-1 se regula
diferencialmente en ratas hembra y macho tras la lesién a los nervios
espinales, ratas con LNE se administraron con T16Ainn-a01, blogqueador
selectivo de este canal. La administracion de T16Ainh-a01 (0.1, 1y 10 pg) revirtio
la alodinia tactil inducida por la LNE de manera concentracion dependiente, de
forma similar entre ratas hembra y macho (Figura 22).
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Figura 22. Efecto del T16Ainn-a01 €n la alodinia tactil inducida por la LNE. Curso temporal
del efecto de la administracion i.t. de T16Ainn-a01 (0.1, 1 y 10 pg) o su vehiculo (Veh) sobre la
alodinia tactil inducida tras la ligadura de los nervios espinales L5/L6 (LNE) en ratas hembra
(A) o ratas macho (C). Area bajo la curva (ABC) calculada a partir del curso temporal del efecto
del T16Ainn-n01 €n ratas hembra (B) y ratas macho (D). Los datos representan el promedio +
error estandar, n=6. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 contra el grupo Veh, ANOVA de una via
seguido de la prueba Dunnett.

Ademas, al comparar el efecto de cada concentracion entre hembras y macho
no se observaron diferencias significativas a ninguna de las concentraciones

utilizadas de este farmaco (Figura 23).
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Figura 23. Comparacién del efecto de T16Ainn-a01 €n hembras y machos con LNE.
Comparacion del ABC del efecto de T16Ainh-201 0.1 pg (A) T16Ainh-a01 1 pug (B) y T16Ainn-a01 10
Mg (C), calculada a partir de los cursos temporales de Figura 22A (hembras) y Figura 22C
(machos). H (hembras) y M (machos). ns: no significativo, prueba t de Student.

7.5. Efecto del T16Ainn-a01 €n la alodinia tactil inducida por la TNE

De forma similar a los datos mostrados anteriormente, el bloqueo de
anoctamina-1 con T16Ainh-a01 (0.1, 1 y 10 pg) revirtio la alodinia tactil inducida
por la TNE de manera concentracion dependiente, de forma similar entre ratas
hembra y macho (Figura 24).
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Figura 24. Efecto del T16Ainn-a01 €n la alodinia tactil inducida por la TNE. Curso temporal
del efecto de la administracion i.t. de T16Ainn-a01 (0.1, 1 y 10 pg) o su vehiculo (Veh) sobre la
alodinia tactil inducida tras la transeccion del nervio espinal L5 (TNE) en ratas hembra (A) o
ratas macho (C). Area bajo la curva (ABC) calculada a partir del curso temporal del efecto del
T16Ainn-a01 €n ratas hembra (B) y ratas macho (D). Los datos representan el promedio + error
estandar, n=6. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 contra el grupo Veh, ANOVA de una via
seguido de la prueba Dunnett.

Ademas, al comparar el efecto de cada concentracion entre hembras y macho,

no se observo ninguna diferencia entre los grupos (Figura 25).
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Figura 25. Comparacién del efecto de T16Ainn-a01 €n hembras y machos con TNE.
Comparacion del ABC del efecto de T16Ainh-a01 0.1 pug (A) T16Ainh-a01 1 pg (B) y T16Ainn-a01 10
Mg (C), calculada a partir de los cursos temporales de Figura 24A (hembras) y Figura 24C
(machos). H (hembras) y M (machos). ns: no significativo, prueba t de Student.

7.6. Efecto de la ovariectomia sobre el efecto antialodinico de CaCCinh-ao01

en ratas hembra con TNE

Con los datos obtenidos hasta el momento y dado que el T16Ainn-a01 tiene un
efecto antialodinico similar entre ratas hembra y macho y no asi el farmaco
CaCCinn-n01, €S posible que el efecto diferencial entre ratas hembra y macho
observado a bajas concentraciones del CaCCinn-a01 Se deba a su accion sobre
el canal bestrofina-1. Por lo tanto, a partir de este momento se estudio la
regulacion de bestrofina-1 por la presencia de hormonas gonadales en ratas
hembra sujetas a dolor neuropatico inducido por la transeccion del nervio
espinal L5 (TNE), y se evalud el efecto de 0.1 pg y 1 pg del bloqueador
CaCCinn-a01, €S decir, concentraciones que fueron efectivas en ratas hembra

pero no en macho.

Para determinar si el efecto antialodinico del CaCCinn-ao1 Observado en ratas
hembra se debe a la presencia de hormonas gonadales, ratas hembra se OVX
14 dias previos a la TNE. La administracion de 0.1 pg y 1 pg de CaCCinh-a01 €N
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ratas con TNE/OVX no tuvo el efecto antialodinico observado en ratas con

TNE, pero sin OVX (Figura 26).
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Figura 26. Efecto de la ovariectomia sobre el efecto antialodinico de CaCCinn-a01 €n ratas
hembra con TNE. Curso temporal del efecto de la administracion i.t. de CaCCinnh-ao1 0.1 pg (A)
y 1 ug (C) sobre la alodinia tactil inducida tras la transeccién del nervio espinal L5 (TNE) en
ratas hembra sin ovariectomia (TNE) y con ovariectomia (TNE/OVX). Area bajo la curva (ABC)
calculada a partir del curso temporal del efecto del CaCCinn-a01 0.1 pg (B) y 1 ug (D). Los datos
representan el promedio + error estandar, n=6. *** p<0.001 contra el grupo TNE, prueba t de

Student.

Para determinar si el 173-estradiol regula el efecto antialodinico de CaCCinn-
Aol €n ratas neuropaticas con TNE, se realiz6 una reposicion de 173-estradiol
a ratas hembra con TNE/OVX. De tal forma que se encontré que la

administracion subcutanea de 20 ug/kg de 17(B-estradiol durante 13 dias
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restablece el efecto antialodinico de CaCCinn-a01 a las concentraciones de 0.1

Mg Y 1 pg en ratas hembra con TNE/OVX (Figura 27).
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Figura 27. Regulacion del efecto antialodinico de CaCCinn-a01 por 17p-estradiol en ratas
hembra con TNE. A) Curso temporal del efecto de la administracién i.t. de CaCCinn-ao1 0.1 g
(A) y 1 ug (C) sobre la alodinia tactil inducida tras la transeccion del nervio espinal L5 (TNE)
en ratas hembra en ratas hembra con ovariectomia (TNE/OVX) y con reposicién de 17pB-
estradiol (TNE/OVX/E2) o su vehiculo (TNE/OVX/Veh). Area bajo la curva (ABC) calculada a
partir del curso temporal del efecto del CaCCinh-a010.1 pug (B) y 1 g (D). Los datos representan
el promedio + error estandar, n=6. *** p<0.001 contra el grupo TNE/OVX, prueba t de Student.

Los datos obtenidos sugieren que bestrofina-1 participa en el mantenimiento
de la alodinia tactil inducida por TNE en ratas hembra pero no en macho y que

este efecto depende de la presencia de 173-estradiol.
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7.7. Efecto del antagonismo de los receptores de estrégenos alfa sobre

el efecto antialodinico de CaCCinnh-a01 €n ratas hembra con TNE

Para determinar si el 173-estradiol regula el efecto antialodinico de CaCCinn-
Ao1 en ratas neuropéticas con TNE a través de la activacion de los receptores
de estrogenos alfa (ERa), se realizd el antagonismo de estos receptores a
ratas con TNE/OVX y reposicion de 17B-estradiol. La administracion intratecal
de 0.5 pg de MPP, un antagonista selectivo de ERa, evitd el efecto
antialodinico de 1 pg de CaCCinn-a01 €n ratas neuropéticas con ovariectomia y

con tratamiento de 17p-estradiol (Figura 28).
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Figura 28. Efecto del antagonismo de los receptores de estrégenos alfa sobre el efecto
antialodinico de CaCCinn-a01 €n ratas hembra con TNE/OVX. A) Curso temporal del efecto
de la administracion i.t. de CaCCinn-ao1 1 g sobre la alodinia tactil inducida tras la transeccion
del nervio espinal L5 (TNE) en ratas hembra con TNE (TNE), con ovariectomia (TNE/OVX),
con reposicion de 17B-estradiol (TNE/OVX/E2) y con antagonismo de los ERa
(TNE/OVX/E2/MPP). B) Area bajo la curva (ABC) calculada a partir del curso temporal. Los
datos representan el promedio + error estandar, n=6. *** p<0.001 vs TNE; &&& p<0.001 vs
TNE/OVX; ### p<0.001 vs TNE/OVX/E2, ANOVA de una via seguido de la prueba Tukey.

Los datos mencionados sugieren que el efecto antialodinico de CaCCinn-ao1
depende de la activacion del ERa. Por lo tanto, con la idea de indagar si el
antagonismo de los receptores a ERa es suficiente para evitar la accion del
bloqueador CaCCinnh-a01, ratas neuropaticas con TNE y sin ovariectomia se
administraron intratecalmente con 0.5 pug de MPP previo a la administracion

de 1 ug de CaCCinn-ao1, €n estas condiciones se observé que el MPP previene
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el efecto antialodinico CaCCinn-a01 (Figura 29). Este resultado sugiere que el

canal bestrofina-1 se regula por la activacion los ERa en ratas neuropaticas.
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Figura 29. Efecto del antagonismo de los receptores de estrogenos alfa sobre el efecto
antialodinico de CaCCinn-a01 €n ratas hembra con TNE. A) Curso temporal del efecto de la
administracion i.t. de CaCCinn-a01 1 pg sobre la alodinia tactil inducida tras la transeccion del
nervio espinal L5 (TNE) en ratas hembra con TNE (TNE), con ovariectomia, reposicion de 178-
estradiol y bloqueo de los ERa (TNE/OVX/E2/MPP) y TNE y antagonismo de los ERa
(TNE/MPP). B) ABC calculada a partir del curso temporal. Los datos representan el promedio
+ error estandar, n=6. *** p<0.001 contra el grupo TNE, ANOVA de una via seguido de la
prueba Dunnett.

7.8. Efecto de la TNE sobre la expresion proteica de bestrofina-1

Con el objetivo de determinar si el efecto antialodinico diferencial observado
con CaCCinh-a01 €N ratas neuropaticas hembra y macho esta relacionado con
la expresion de bestrofina-1 y anoctamina-1, se evalué la expresion de estas
proteinas en ratas sujetas a la TNE en el nervio L5 lesionado, en el nervio L4
intacto y, en la médula espinal dorsal a la altura de L4-L5,alos 1, 3,7y 14

dias posteriores a la TNE mediante western blot.

La TNE aumenté la expresion de bestrofina-1 tanto en el nervio lesionado (L5)
como en el nervio intacto (L4) en ratas hembra a los dias 1, 3, 7 y 14 post-
lesion (Figura 30A, B), mientras que en la médula espinal dorsal no se
modifico la expresion de esta proteina (Figura 30C). Por otra parte, en ratas
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macho la TNE redujo la expresion de bestrofina-1 en el nervio L5 alos 7y 14

dias posteriores a la lesion (Figura 30D), pero no modifico la expresion de

bestrofina-1 en L4, ni en la médula espinal dorsal de ratas macho en ninguno

de los dias evaluados (Figura 30E-F).
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Figura 30. Efecto de la TNE sobre la expresion proteica de bestrofina-1 en ratas hembra
y macho. Curso temporal de la expresion de bestrofina-1 en los GRD (L5 y L4) y médula
espinal dorsal (ME) de ratas hembra (A-C) y macho (D-F) con transeccién del nervio espinal
L5 (TNE) alos 1, 3, 7y 14 post-lesién, N (naive), S (sham). Los datos representan el promedio
+ error estdndar con respecto a la B-actina, n=4. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 contra el

grupo S, ANOVA de una via seguido de la prueba Dunnett.

7.9. Efecto de la TNE sobre la expresién proteica de anoctamina-1

Por otra parte, la TNE no modificé la expresion proteica de anoctamina-1 en

los nervios L5 y L4 0 en la médula espinal dorsal de ratas hembra (Figura 31A-

C) y ratas macho (Figura 31D-F).
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Figura 31. Efecto de la TNE sobre la expresién proteica de anoctamina-1 en ratas
hembra y macho. Curso temporal de la expresion de anoctamina-1 en los GRD (L5y L4) y
médula espinal dorsal (ME) de ratas hembra (A-C) y macho (D-F) con transeccién del nervio
espinal L5 (TNE) a los 1, 3, 7 y 14 post-lesién, N (naive), S (sham). Los datos representan el
promedio * error estandar con respecto a la B-actina, n=4.

En conjunto, estos resultados refuerzan la idea de que el efecto antialodinico
diferencial de CaCCinn-a01 Observado en ratas hembra y macho neuropaticas
se debe a la accién sobre el canal bestrofina-1 y no sobre anoctamina-1.

7.10. Efecto de

antagonismo de los receptores de estrogenos alfa sobre la expresion

la ovariectomia, reposicion de 17B-estradiol vy

proteica de bestrofina-1y el receptor de estrogenos alfa

Con la finalidad de determinar si la expresion proteica de bestrofina-1 en ratas

hembra puede ser regulada por 173-estradiol y su interaccién con los ERaq, se
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procedié a evaluar los niveles de esta proteina en ratas hembra neuropaticas
ovariectomizadas, con reposicion con 17p-estradiol y antagonismo de los ERa.
Como se mostré previamente, la TNE incrementd la expresion proteica de
bestrofina-1 al dia 14 post-lesion en el nervio lesionado (L5), con respecto al
grupo sham. La ovariectomia, previno este incremento en ratas neuropaticas,
mientras que la reposicion con 17B-estradiol restablecio el efecto de la TNE de
aumentar la expresion de bestrofina-1, a su vez el antagonismo de los ERa en
ratas sin previa manipulacion hormonal evité el incremento en la expresion
(Figura 32A). Al evaluar la expresion proteica de los ERa se observaron datos
similares, la TNE incremento los niveles de esta proteina con respecto al grupo
sham, mientras que la ovariectomia previno este aumento. La reposicién con
17B-estradiol permiti6 nuevamente el efecto de la TNE vy, finalmente el
antagonismo de los ERa en ratas hembra neuropéticas con y sin previa
manipulacion hormonal evitd el aumento en la expresion de esta proteina
(Figura 32B). Estos resultados sugieren que la TNE aumenta la expresion
tanto de bestrofina-1 como del ERa en ratas hembra. Ademas, el hecho de
gue la ovariectomia impida el aumento en la expresion de estas proteinas y
mas aun, que la restitucion con 17B-estradiol permita una vez mas el aumento
en su expresion, sugiere que existe una posible regulacion en la expresiéon de
bestrofina-1 y también de ERa dada por 17B-estradiol, por lo cual, estos datos
indican que bestrofina-1 se regula por la activacion del ERa en ratas hembra

neuropaticas.
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Figura 32. Efecto de la ovariectomia, reposicion de 178-estradiol y antagonismo de los
receptores de estrégenos alfa sobre la expresion proteica de bestrofina-1y el receptor
de estrogenos alfa. Expresion proteica de bestrofina-1 (A) y ERa (B) en los GRD L5 de ratas
hembra con transeccion del nervio espinal L5 (TNE) ovariectomizadas (OVX), con reposicion
de 17B-estradiol (OVX+E2) y antagonismo de los ERa (OVX+E2+MPP) 14 dias post-lesion. S
(sham). Los datos representan el promedio + error estandar con respecto a la B-actina, n=4, *
S vs TNE; & TNE vs OVX; # OVX vs OVX+E2; $ OVX+E2 vs OVX+E2+MPP; % TNE vs MPP,
ANOVA de una via seguido de la prueba Tukey.

7.11. Efecto de la activacion de los receptores de estrégenos alfa sobre
el efecto antialodinico de CaCCinn-a0o1€n ratas macho con TNE

Finalmente, con el objetivo de determinar si la activacion de los ERa favorece
la presencia de efecto antialodinico de CaCCinh-a01 (1 1g) en ratas macho con
TNE, en las que previamente se observl la ausencia de este efecto, se
administro el agonista selectivo de estos receptores, PPT (0.05 y 0.5 pg). La
activacion de los ERa con PPT permitio el establecimiento del efecto
antialodinico de CaCCinh-a01 (1 pg), de manera concentracion dependiente
(0.05y 0.5 ug). Ademas, la activacion de los ERa con 0.5 pg de PPT, permitio
un efecto antialodinico muy similar al previamente en ratas hembra con TNE,

ya que no se observaron diferencias significativas con respecto a este grupo

&
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(Figura 33). Estos resultados sugieren que la activacion de los ERa permite la

regulacion de bestrofina-1 en ratas macho neuropaticas.
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Figura 33. Efecto de la activacion de los receptores de estrégenos alfa sobre el efecto
antialodinico de CaCCinn-a01 €n ratas macho con TNE. A) Curso temporal del efecto de la
administracion i.t. de CaCCinn-a01 1 pg sobre la alodinia tactil inducida tras la transeccion del
nervio espinal L5 (TNE) en ratas macho con PPT (0.05 pg y 0.5 pg) y en ratas hembra. B)
ABC calculada a partir del curso temporal. Los datos representan el promedio + error estandar,
n=6. *** p<0.001 contra el grupo TNE, ns: no significativo, ANOVA de una via seguido de la
prueba Tukey.
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8. DISCUSION

8.1. Los canales de cloruro activados por calcio bestrofina-1 vy
anoctamina-1 tienen un papel pronociceptivo y participan en el

mantenimiento del dolor neuropético

En este trabajo se observo que la administracion intratecal de CaCCinn-ao1,
bloqueador de canales CaCC (Liu et al., 2021; Tian et al., 2018), y T16Ainha01,
un bloqueador selectivo del canal anoctamina-1 (Choi et al., 2018; Liu et al.,
2021), revirti6 la alodinia tactil inducida por los modelos de ligadura de nervios

espinales L5/L6 y transeccion del nervio espinal L5 en ratas hembra y macho.

Estos datos concuerdan con trabajos previos donde se report6 que el bloqueo
de los CaCC, con los farmacos CaCCinh-a01 Y T16Ainnac1 €n el modelo de
ligadura de nervios espinales L5/L6 revierte la alodinia tactil en ratas hembra
(Pineda-Farias et al., 2015). Asimismo, Garcia y cols. describieron que la
administracion de CaCCinh-a01 revierte la alodinia tactil inducida por la
transeccion del nervio espinal L5 en ratas hembra (Garcia et al., 2023).
Respecto a los datos obtenidos en animales macho, Chen y cols. reportaron
gue el bloqueo selectivo de anoctamina-1 con T16Ainh-a01 €N ratas con lesion
del nervio preservado revierte la hipersensibilidad mecanica y al frio (Chen et
al., 2021). Previamente se describié el papel pronociceptivo de los canales
CaCC. En particular, se describié que la eliminacién de anoctamina-1 en
neuronas del GRD reduce la hipersensibilidad térmica y mecanica en modelos
de dolor neuropético e inflamatorio (Lee et al., 2014). De manera similar, la
ablacion de este canal mediante el uso de ARN de interferencia incremento la
latencia de retiro ante estimulos térmicos (Cho et al., 2012).

La participacion de bestrofina-1 y anoctamina-1 en la nocicepcion esta dada
en parte por su distribucion en estructuras relevantes para el procesamiento
nociceptivo. Por ejemplo, se sabe que anoctamina-1 se expresa en neuronas
sensoriales de diametro pequefio y que ademas colocaliza con TRPV1 (Cho

et al.,, 2012; Yang et al., 2008). Ademas, se ha demostrado que este canal

&
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incrementa su expresion posterior a la lesion nerviosa o inflamatoria en el GRD
y médula espinal dorsal (Garcia et al., 2014, 2018; Pineda-Farias et al., 2015).
Por su parte, bestrofina-1 también se expresa en neuronas sensoriales del
GRD (André et al., 2003; Boudes et al., 2009), tanto en neuronas de didmetro
mediano y grande (Al-Jumaily et al., 2007), como en neuronas de diametro
pequefio que son CGRP positivas (Garcia et al., 2023). Ademas, bestrofina-1
incrementa su expresion en el GRD y médula espinal dorsal posterior a la
lesion nerviosa (André et al., 2003; Boudes et al., 2009; Garcia et al., 2023;
Pineda-Farias et al., 2015).

En el dolor neuropético inducido por lesion nerviosa, se produce la liberacion
de multiples mediadores inflamatorios por los nociceptores y células no
neuronales (Campbell y Meyer, 2006; Costigan et al., 2009; Meacham et al.,
2017). Estos mediadores interactlan con receptores acoplados a proteinas G
ubicados en la membrana de los nociceptores y neuronas de proyeccion de la
meédula espinal (Ji et al., 2014; Latremoliere y Woolf, 2009; Verma et al., 2015).
La interaccidn con estos receptores activa vias de sefializacion que favorecen
la liberacion de Ca?* del reticulo endoplasmico, mediante la via IP3-PLC
(Ferrera et al., 2011; Gangadharan y Kuner, 2013; Mizuno y Itoh, 2009). Este
incremento de Ca?* activa a los CaCC localizados en el GRD y la médula
espinal dorsal, debido a la inversion en el gradiente de Cl asociado al dolor
neuropatico (Boudes y Scamps, 2012; Ferrera et al., 2011; Li et al., 2016; Mao
et al., 2012; Price et al., 2010). La activacion de estos canales en el GRD y
médula espinal dorsal contribuye a la hiperexcitabilidad neuronal observada
en el mantenimiento de este tipo de dolor (Bai et al., 2021; Hartzell et al., 2005;
Vocke et al., 2013; Yang et al., 2008). Dentro de los mediadores inflamatorios
gue activan a estos canales, Liu y cols. reportaron que la administracion de
bradicinina aumenta los comportamientos nocifensivos a través de la
activacion de CaCC (Liu et al., 2010). Asimismo, Lee y cols. reportaron que la
aplicacion de una sopa inflamatoria que contenia bradicinina, PGE2, histamina
y serotonina a neuronas del GRD incremento la excitabilidad, mientras que la

ablacién de anoctamina-1 evit6 este aumento (Lee et al., 2014).
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8.2. Bestrofina-1 participa en el mantenimiento del dolor neuropatico en

ratas hembra pero no en machos

Nuestros resultados muestran que el bloqueo selectivo de anoctamina-1 con
T16Ainn-a01 produjo efecto antialodinico concentracion dependiente de manera
similar en ratas hembra y macho neuropaticos. Esto sugiere que este canal
participa en el mantenimiento del dolor neuropatico tanto en ratas hembra
como en machos. Por otra parte, el bloqueo de anoctamina-1 y bestrofina-1
con la administracion de CaCCinn-ao1 produjo efecto antialodinico
concentracion dependiente (0.1, 1 y 10 pg) en ratas hembra pero no en
machos. Nuestros resultados muestran que las concentraciones bajas (0.1y 1
pg) no modifican el umbral de retiro mecanico, y solo se observé un efecto
antialodinico a la concentracion de 10 pg. Al no observar diferencias entre
machos y hembras en respuesta al bloqueo con T16Ainh-A01, €S probable que
las diferencias en el efecto de CaCCinn-a01 Se deban a la participacion de
bestrofina-1 y no de anoctamina-1. Esto sugiere que bestrofina-1 participa en

el mantenimiento del dolor neuropatico en ratas hembra pero no en machos.

Respecto a estos datos, no existe evidencia que haya descrito resultados
similares en estos canales; sin embargo, existen reportes en otros receptores
que regulan conductancias a CI en el dolor neuropético. Franco-Enzastiga y
cols. reportaron que la administracion de L-655,708, agonista inverso de los
receptores extrasinapticos GABAAa-a5 revierte la alodinia tactil inducida por la
ligadura de nervios espinales L5/L6 en animales hembra pero no en machos
(Franco-Enzéstiga et al., 2021). De forma similar, la administracion de PZ-II-
029, modulador alostérico positivo de los receptores GABAa-as, Sol0 produjo
efecto antialodinico en ratas hembra bajo este modelo, pero no en machos
(Morales-Moreno, 2022). Esto sugiere que conductancias a Cl- mediadas por
distintos canales y receptores en el dolor neuropéatico participan

diferencialmente en animales hembra y macho.

El sexo es una variable implicada en el desarrollo y mantenimiento del dolor

patoldgico (Fillingim, 2017; Fillingim et al., 2009; Greenspan et al., 2010). Estas
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diferencias sexuales pueden ser resultado de diversos factores anatomicos y
bioldgicos, particularmente, se ha descrito que la presencia de hormonas
gonadales representa un variable importante relacionada con el dolor (Dedek
et al., 2022; Fillingim, 2017; Galanopoulou y Moshé, 2003).

8.3. La participacion de bestrofina-1 en el dolor neuropatico depende de

17B-estradiol y su interaccion con el receptor de estrégenos alfa

Mostramos que el efecto antialodinico de CaCCinh-ao1 (0.1 y 1 pg) en ratas
hembra con transeccion del nervio espinal L5 depende de la presencia de 173-
estradiol y su interaccion con los ERa. Esto tiene base en los siguientes
resultados: (1) el efecto antialodinico de CaCinh-a01 (0.1 y 1 pg) se pierde por
completo en ratas hembra neuropaticas ovariectomizadas; (2) la reposicion de
17B-estradiol a ratas neuropaticas ovariectomizadas revierte el efecto de este
farmaco a valores muy similares a los observados en ratas neuropéticas; (3)
el antagonismo de los ERa en ratas neuropaticas, ovariectomizadas y con
reposicion de 17B-estradiol, elimina el efecto de CaCCinn-a01 Y (4) de manera
relevante, el antagonismo de los ERa en ratas hembra neuropaticas sin

manipulacion hormonal, también elimina el efecto de CaCCinh-ao1.

En apoyo a estos datos, se ha descrito previamente que el efecto antialodinico
de L-655,708 (agonista inverso de los receptores GABAa-«5) depende de la
presencia de 17B-estradiol y la activacion de los ERa en ratas hembra
neuropaticas (Franco-Enzastiga et al., 2021). Y el efecto farmacologico de PZ-
[I-029 se pierde en animales hembra neuropaticas y ovariectomizadas;
mientras que la reposicibn con 17@-estradiol lo restituye, ademas el
antagonismo de los ERa elimina el efecto antialodinico de este farmaco
(Morales-Moreno, 2022). Lo que sugiere que la participacion de algunas
conductancias a CI en el dolor neuropatico en animales hembra depende de

la presencia de 173-estradiol y particularmente de la activacion de los ERa.
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8.4. La transeccion del nervio espinal L5 induce cambios dimorficos en
la expresion proteica de bestrofina-1 y este efecto depende de la
presenciade 17B-estradiol y su interaccion con el receptor de estrogenos
alfa

Los cambios en la expresion proteica de bestrofina-1 y anoctamina-1 en GRD
es dependiente de la lesion en ratas hembra. La ligadura de nervios espinales
L5/L6 incrementa la expresion de anoctamina-1 en el nervio lesionado (L5) vy
nervio intacto (L4), y solo incrementa transitoriamente los niveles de
bestrofina-1 al dia siguiente de la lesion en L5 (Garcia et al., 2018, 2023). Por
otra parte, la transeccion del nervio espinal L5, incrementa la expresion de
bestrofina-1 en el nervio lesionado (L5) y en el nervio intacto (L4) sin modificar
la expresion de anoctamina-1 (Garcia et al., 2018, 2023). Por esta razon, se
decidi6 utilizar el modelo de transeccion del nervio espinal L5 para explorar la
posible regulacion de bestrofina-1 por el 173-estradiol.

En ratas hembra, la transeccion del nervio espinal L5 incrementd la expresion
proteica de bestrofina-1 tanto en el nervio lesionado (L5), como en el nervio
intacto (L4), y no se observaron cambios en la médula espinal dorsal. Por tal
razon, se determind la expresion de este canal en ratas macho. Nuestros
resultados muestran que la transeccion del nervio espinal L5 disminuye la
expresion de bestrofina-1 en el nervio lesionado (L5) de ratas macho alos 7 y
14 dias posteriores a la lesion, sin modificar la expresién en el nervio intacto
(L4) o en médula espinal dorsal. Estos datos plantean la idea de que el efecto
antialodinico diferencial del CaCCinh-a01 Observado en ratas hembra y macho
neuropaticas se deban a una mayor expresion de bestrofina-1 en el GRD de

las ratas neuropaticas hembra y menor expresion en ratas macho.

En concordancia con estos datos, la ligadura de nervios espinales L5/L6
aumento el ARNm y la expresion proteica de los receptores GABAAa-o5 en ratas
hembra pero no en machos, en donde se observé una disminucion importante
al dia 7 post-lesion (Franco-Enzastiga et al., 2021). De forma similar, este

modelo indujo cambios en la expresion proteica dependientes del sexo en los
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receptores GABAA-as, debido a que los niveles de expresion de este receptor
no se modificaron en ratas hembra, pero si en machos, en donde se observo

una disminucion al dia 3 post-lesion (Morales-Moreno, 2022).

Respecto a los resultados obtenidos con anoctamina-1, la transeccién del
nervio espinal L5 no modificé la expresion de este canal, ni en GRD ni médula
espinal dorsal de ratas hembra o macho neuropaticas, lo que sugiere que la
expresion proteica de anoctamina-1 no se regula de manera diferencial de

acuerdo con el sexo de los animales.

Por otra parte, los cambios en la expresion proteica de bestrofina-1 en el nervio
lesionado (L5) de ratas hembra con transeccion del nervio espinal L5 se
regulan por 17B-estradiol. En ratas hembra neuropaticas en estas condiciones
la ovariectomia evit6 el incremento en la expresion de bestrofina-1, mientras
que la reposicion de 173-estradiol permitio nuevamente este aumento. Por otra
parte, dado que el antagonismo a los ERa eliminé el efecto antialodinico de
CaCCinh-ao1 (1 pg) en ratas hembra neuropaticas, decidimos evaluar si el
antagonizar estos receptores modificaba la expresion de bestrofina-1.
Encontramos que el antagonismo de estos receptores evita el incremento en
la expresion de bestrofina-1. En contraparte, en ratas hembra con previa
manipulacion hormonal, no se previno el incremento en los niveles de esta
proteina. También se observdé que la transeccion del nervio espinal L5
aumento también la expresion de ERa en el nervio lesionado (L5). De igual
manera que con bestrofina-1, la ovariectomia y el antagonismo de los ERa
evitd este incremento. A su vez, la reposicion con 17p-estradiol permitio la

regulacion al alza de la expresion de ERa.

Estudios previos demostraron que el 17B-estradiol regula los cambios en la
expresion proteica de los receptores GABAa-a5 posterior a la lesién de los
nervios espinales L5/L6 en ratas hembra; la ovariectomia en ausencia de la
lesion nerviosa no modifico la expresion de estos receptores con respecto al
grupo control (Franco-Enzastiga et al., 2021). La administracion de esta

hormona incrementa la expresion proteica del canal de cloruro dependiente de
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voltaje-3 (CIC-3) sin modificar la expresion del canal (Xu et al., 2019). Kramer
y Bellinger reportaron que el tratamiento con una concentracion alta de 17p3-
estradiol en ratas con ligadura del tendén masetero, incrementa la expresion
proteica de los receptores GABAa-as €n el ganglio del trigémino (Kramer y
Bellinger, 2014). Ademas, Franco-Enzastiga y cols. reportaron que la ligadura
de nervios espinales L5/L6 incrementd la expresion proteica del ERa en los

GRD de ratas hembra (Franco-Enzastiga et al., 2021).

Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que existe una regulacion de la
expresion de bestrofina-1 y también de ERa dada por 17B-estradiol en ratas
neuropaticas. Ademas, la expresion de bestrofina-1 se regula por la activacion
de los ERa en ratas hembra con transeccion del nervio espinal L5.

La participacion de los estroégenos, particularmente el 17B-estradiol en la
regulacion de la nocicepcion se puede explicar gracias a la localizacion de los
ER en diversas areas involucradas con este proceso (Chen et al., 2021). Por
ejemplo, se sabe que los ER se expresan en diversos nucleos del SNC, y de
particular interés para este estudio, en el GRD y médula espinal dorsal
(Shughrue et al., 1997). La distribucion de los ER candnicos en el sistema
nociceptivo difiere entre ellos; en el GRD, los ERa se localizan principalmente
en neuronas sensoriales pequefias y medianas, mientras que los ERB se
expresan en diferentes neuronas sensoriales. En médula espinal dorsal, los
ERa se encuentran en las laminas superficiales | y Il (que reciben
predominantemente informacién nociceptiva) y los ERB se expresan en las
laminas mas profundas Il a V (que reciben informacién nociceptiva y

propioceptiva) (Papka et al., 2001; Shughrue et al., 1997).

En este estudio se observé que la transeccion del nervio espinal L5 incremento
la expresion de bestrofina-1 en los GRD L5 y L4 en ratas hembra, es posible
gue el mecanismo de regulacion a través de 173-estradiol y la activacion de
los ERa sea por la via de sefializacion genomica directa, sin descartar un
mecanismo no gendmico. En esta via, la union del 17B-estradiol con los ERa

localizados en los GRD, induce la dimerizacion de estos receptores
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permitiendo la translocacion al nucleo, donde puede unirse al ERE del gen
VMD?2 que codifica para bestrofina-1 (Oviedo, 2022 comunicacion personal).
Por lo cual, es probable que posterior a la lesidén, este mecanismo ocurra para
promover la transcripcion génica de bestrofina-1, que en las condiciones de
este estudio se observa como un incremento en la funcion y expresién proteica

de este canal en ratas hembra, pero no en machos.

Como en ratas macho la concentracién de 17B-estradiol circulante es 6-8
veces menor con respecto a ratas hembra (Lan et al., 2018; Russell y
Grossmann, 2019), es posible gue no ocurra la activacion de los ERa y, por lo
tanto, no se observa este mecanismo de regulacion hormonal. Con ello en
mente se decidié activar el ERa con el agonista selectivo de los ERaq, el PPT
(0.05y 0.5 ug), en ratas macho. Bajo estas condiciones, la administracion de
CaCCinnh-ao1 (1p1g) provoco un efecto antialodinico muy similar al observado en
las ratas hembra. Este resultado sugiere que la activacion de los ERa permite
la regulacién de bestrofina-1 en ratas macho neuropéticas. No quedan
descartados otros mecanismos que puedan estar involucrados en la
regulacion de la funcion y expresién de bestrofina-1 en ratas macho, como
modificaciones postraduccionales o epigenéticas, sin embargo, se requieren

MAs experimentos para comprobar estos mecanismos.
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9. CONCLUSIONES

Bestrofina-1 tiene un papel pronociceptivo y participa en el mantenimiento del
dolor neuropético inducido por la ligadura de nervios espinales L5/L6 y

transeccion del nervio espinal L5 en ratas hembra pero no en ratas macho.

Anoctamina-1 tiene un papel pronociceptivo y participa en el mantenimiento
del dolor neuropatico inducido por la ligadura de nervios espinales L5/L6 y

transeccion del nervio espinal L5 en ratas hembra y macho.

La funcion y expresion de bestrofina-1 esta regulada al alta por 173-estradiol
y su interaccion con el receptor de estrogenos alfa en ratas hembra con dolor

neuropatico inducido por la transeccién del nervio espinal L5.

&
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10. PERSPECTIVAS

e Analizar la expresion de posibles marcadores de dafio que se activen
posterior a la lesion nerviosa y que puedan estar involucrados el

mecanismo de regulacion hormonal sobre el canal bestrofina-1.

e Evaluar mediante coinmunoprecipitacion de la cromatina la union de los
ERa al ERE de VMD2.

e Evaluar si la via de sefializacion estrogénica no gendémica indirecta
participa en la regulacion de bestrofina-1 posterior a la lesion nerviosa,
a través de mecanismos transduccionales que involucren la

sefializacion del Ca?*.

e Analizar mediante inmunofluorescencia la localizacién celular de los

ERa antes y después de la lesién nerviosa.

e Evaluar mediante técnicas electrofisiolégicas la actividad de bestrofina-
1 en ratas hembra y macho bajo los modelos de transeccion del nervio

espinal L5 y ligadura de nervios espinales L5/L6.

e Evaluar posibles mecanismos de regulacion epigenéticos o

postraduccionales sobre bestrofina-1 en ratas macho.
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