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Nothing in life is to be feared, it is only to be understood. Now is time to

understand more, so that we may fear less.

-Marie Curie

Art is the tree of life. Science is the tree of death.

-William Blake

Progress is made by trial and failure; the failures are generally a
hundred times more numerous than the successes, yet they are usually

left unchronicled.

-William Ramsay

Batman is a scientist.

-Homer Simpson
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RESUMEN

La fibromialgia es un sindrome de dolor crénico generalizado que afecta principalmente
a las mujeres y cuya causa se desconoce. Se sabe que la funcion dopaminérgica y los
niveles de dopamina estan alterados en pacientes, pero se desconoce si la dopamina
tiene una participacion relevante en la aparicion o el mantenimiento del dolor. Ademas,
el papel de las hormonas gonadales en la fibromialgia ha sido poco estudiado pese a que
la severidad del dolor puede estar influenciada por procesos hormonales como el ciclo
menstrual y la menopausia. El propdésito de este estudio fue evaluar la participacion de la
dopamina y de los receptores dopaminérgicos espinales en un modelo de dolor tipo
fibromialgia en ratas, asi como la influencia del 17p-estradiol y la progesterona en la
funcion de estos receptores. La administracién repetida de reserpina produjo alodinia
tactil e hiperalgesia muscular en ratas Wistar hembra. La destruccion de las neuronas
dopaminérgicas espinales con 6-hidroxidopamina, antes y después del tratamiento con
reserpina, previno el desarrollo y el mantenimiento de la hipersensibilidad tipo
fibromialgia, respectivamente. Ademas, la administracion intratecal de dopamina o de
SKF-38393 (agonista de receptores Di-like) produjo hipersensibilidad en ratas naive,
efecto que fue abolido por SCH-23390 (antagonista D;-like). Esto indica que la dopamina
ejerce un efecto pronociceptivo a nivel de la médula espinal. Por otra parte, la
administracion intratecal de SCH-23390 (antagonista D:-like), pramipexol y quinpirol
(agonistas D»-like), asi como los siRNAs dirigidos a los receptores D1 y Ds, revirtio la
hipersensibilidad inducida por reserpina. En otra serie de experimentos, la administracion
intratecal de quinpirol y pramipexol (agonistas no selectivos de los receptores D2-like)
revirtio la alodinia tactil inducida por reserpina y tuvo un efecto modesto sobre la
hiperalgesia muscular. Por su parte, el L-741,626 (antagonista selectivo del subtipo D>)
revirtié el efecto antialodinico y antihiperalgésico del quinpirol y del pramipexol cuando se
co-administré6 con estos agonistas en concentraciones equimolares. El antagonista
selectivo de los receptores Ds, L-745,870, revirtio parcialmente el efecto antinociceptivo
de ambos agonistas, mientras que PG01037 (antagonista selectivo de los receptores D3)
no modifico su efecto. Estos resultados sugieren que el subtipo D2 es el modulador
principal de los efectos antinociceptivos de quinpirol y pramipexol. De manera
interesante, el efecto antialodinico del antagonista Di-like como de los agonistas D»-like
fue menor en machos reserpinizados. Esto nos llevé a considerar la participacion de las
hormonas gonadales en la funcién nociceptiva de los receptores dopaminérgicos. En
apoyo a esto, la ovariectomia aboli6 el efecto antialodinico de SCH-23390, mientras que
la reconstitucion sistémica con 17p-estradiol o la inyeccion espinal de propilpirazoletriol
(agonista del receptor de estrogenos o) restauro dicho efecto. La inyeccion intratecal de
ICI-182,780 (antagonista agonista del receptor de estrogenos o/f) o metil-piperidino-
pirazol (antagonista receptor de estrogenos a) evito la recuperacion del efecto de SCH-
23390 en ratas ovariectomizadas tratadas con 17p-estradiol. En contraste, la
ovariectomia redujo parcialmente el efecto antialodinico del pramipexol y del quinpirol en
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las ratas reserpinizadas, pero fue necesaria la combinacion de 17p-estradiol y
progesterona para restaurar dicho efecto. Ademas, la mifepristona (antagonista del
receptor de progesterona) previno la recuperacion del efecto antialodinico del quinpirol y
del pramipexol inducido por la combinacion de 17p-estradiol y progesterona. Por otro
lado, la reserpina modifico ligeramente la expresion del ARNm de los receptores
espinales D, y Ds en ratas hembra, y de los receptores D> y D3 en los machos. Los
resultados sugieren que la dopamina tiene un papel pronociceptivo en el dolor tipo
fibromialgia inducida por reserpina en ratas a través de la activacién de receptores Di-
like en la médula espinal. La funcion de los receptores dopaminérgicos Di- y D2-like
depende del sexo en ratas reserpinizadas. La funcion de los receptores D;-like depende
de 17pB-estradiol y del receptor de estrégenos o, mientras que el de los receptores D»-like
depende tanto de 17p-estradiol como de progesterona y de los receptores de
progesterona espinales. Los receptores dopaminérgicos, particularmente los receptores
D;-like, podrian ser un blanco terapéutico para el dolor tipo fiboromialgia en mujeres.
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ABSTRACT

Fibromyalgia is a widespread chronic pain syndrome that mainly affects women and
whose cause is unknown. Although alterations in dopaminergic function and dopamine
levels have been observed in patients, it is unknown whether dopamine plays a relevant
role in fibromyalgia-like pain processing. Likewise, the role of gonadal hormones in the
modulation of fibromyalgia has been little explored even though pain severity may be
influenced by hormonal processes such as menstrual cycle and menopause. The aim of
this study was to evaluate the participation of dopamine and spinal dopamine receptors
in a fibromyalgia-type pain model in rats, as well as the influence of 173-estradiol and
progesterone on the function of these receptors. Repeated administration of reserpine
produced tactile allodynia and muscle hyperalgesia in both hind paws of female Wistar
rats. Destruction of dopaminergic neurons with 6-hydroxydopamine before and after
reserpine treatment prevented the development and maintenance of fiboromyalgia-type
hypersensitivity, respectively. Moreover, intrathecal injection of dopamine and SKF-38393
induced tactile hypersensitivity in naive female rats, and this effect was abolished by SCH-
23390 (D;-like antagonist). These data suggest that dopamine has a pronociceptive effect
in the spinal cord. Secondly, intrathecal injection of SCH-23390 (D:-like antagonist),
pramipexole and quinpirole (D.-like agonists), as well as siRNAs against D1 and Ds
receptor subtypes, reversed reserpine-induced hypersensitivity. In another set of
experiments, intrathecal injection of quinpirole and pramipexole (non-selective D»-like
receptor agonists) reversed reserpine-induced tactile allodynia and had a modest effect
on muscle hyperalgesia. Moreover, L-741,626 (selective D, subtype antagonist)
prevented the antiallodynic and antihyperalgesic effect of quinpirole and pramipexole
when it was co-administered with these agonists in equimolar concentrations. Meanwhile,
the selective D4 receptor antagonist, L-745,870, partially reversed the antinociceptive
effect of both agonists, while PG01037 (selective Dz receptor antagonist) did not modify
their effect. These results suggest that the D> subtype is the main modulator of the
antinociceptive effects of quinpirole and pramipexole in fibromyalgia-like pain.
Interestingly, the antiallodynic effect of the D1-like antagonist like and D2-like agonists was
lower in reserpinized male rats. This led us to consider the participation of gonadal
hormones in the nociceptive function of dopaminergic receptors. In support of this,
ovariectomy abolished the antiallodynic effect of SCH-23390, while systemic
reconstitution of 17B-estradiol or spinal injection of propylpyrazoletriol (estrogen receptor
o agonist) restored this effect. Intrathecal injection of ICI-182,780 (estrogen receptor o/
antagonist) or methyl-piperidino-pyrazole (estrogen receptor a antagonist) prevented the
recovery of SCH-23390-induced antiallodynic effect in 17B-estradiol-treated
ovariectomized rats. In contrast, ovariectomy partially reduced the antiallodynic effect of
pramipexole and quinpirole in reserpinized rats, but the combination of 173-estradiol and
progesterone was necessary to restore this effect. In addition, mifepristone (progesterone
receptor antagonist) prevented recovery of the antiallodynic effect of quinpirole and
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pramipexole induced by 17(3-estradiol plus progesterone. Furthermore, reserpine slightly
modified the mMRNA expression of spinal D2 and Ds receptors in female rats, and D2 and
Ds receptors in males. Our data suggest that dopamine has a pronociceptive role in
reserpine-induced fibromyalgia-like pain in rats through activation of D:-like receptors in
the spinal cord. Function of spinal D1- and D»-like dopaminergic receptors depends on sex
in reserpinized rats. The function of D:-like receptors is dependent on 173-estradiol and
estrogen receptor o, while that of D»-like receptors is dependent on both 17p-estradiol
and progesterone, as well as on spinal progesterone receptors. Dopamine receptors,
particularly Di-like receptors, could be a suitable target to treat fibromyalgia-type pain in
women.
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1. INTRODUCCION

1.1 Dolor

El dolor es una respuesta del organismo que lo protege ante estimulos que ponen en
riesgo su integridad. De acuerdo con la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor
(IASP, por sus siglas en inglés), el dolor se define como una “experiencia sensorial y
emocional desagradable asociada, o similar a la asociada, con dafo tisular real o
potencial” (Raja et al., 2020). La habilidad para percibir estimulos nocivos es esencial
para la supervivenciay el bienestar de los individuos (Basbaum et al., 2009). No obstante,
el dolor es una funcibn compleja que involucra tanto el componente sensorial
(nocicepcién) como el procesamiento cognitivo y emocional de estos estimulos a nivel
cerebral (Julius y Basbaum, 2001).

El dolor patologico resulta de la modificacion celular, molecular y estructural de las redes
gue modulan la percepcién y la respuesta al dolor, lo que altera su funcién bajo diferentes
condiciones. Por lo tanto, el dolor pierde su caracter adaptativo-protector, se vuelve
cronico, debilitante y, en ocasiones, incapacitante (Woolf, 2010; Raffaeli y Arnaudo,
2017). El dolor cronico es un problema de salud publica que afecta a alrededor del 20%
de la poblacién mundial (Goldberg y McGee, 2011), con una gran variabilidad entre las
poblaciones de cada pais. Asimismo, la prevalencia recae principalmente sobre las
mujeres, las personas de la tercera edad y las personas con ingresos econémicos bajos
0 que viven en zonas rurales (Zimmer et al., 2022). En el 2010 se estimaba que
aproximadamente 28 millones de mexicanos padecian dolor cronico (Covarrubias-Gomez
et al., 2010) y, pese a que no hay estudios mas recientes, es posible que esta cifra haya
incrementado con el paso de los afios.

La subjetividad y la complejidad del dolor crénico lo convierten en un reto para los grupos
de investigacion que contindan elucidando los mecanismos subyacentes y buscando

alternativas terapéuticas para su tratamiento.

1.1.1 Transmisién nociceptiva y percepcion del dolor
La percepcion del dolor inicia mediante la deteccion de estimulos potencialmente dafinos
a través de una subpoblacion de neuronas periféricas conocidas como nociceptores

(Basbaum et al., 2009; Dubin y Patapoutian, 2010). Los nociceptores, también llamados
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neuronas aferentes primarias o neuronas de primer orden, son capaces de distinguir
entre estimulos inocuos y estimulos nocivos gracias a su alto umbral de activacion (Woolf
y Ma, 2007; Basbaum et al., 2009). Las membranas de los nociceptores expresan
receptores especificos y canales i6nicos que son sensibles al calor, al frio, a la presién
mecénica, a cambios en el pH o a irritantes quimicos (Julius y Basbaum, 2001; Woolf y
Ma, 2007; Gold y Stucky, 2020). Algunos nociceptores son polimodales, mientras que
otros son sensibles a un solo tipo de estimulo. Asimismo, la velocidad de conduccion es
directamente proporcional al didmetro axonal del nociceptor y al grado de mielinizacion.
Con base en sus caracteristicas anatomicas y funcionales, podemos clasificar a los
nociceptores en tres tipos (Julius y Basbaum, 2001; Dubin y Patapoutian, 2010):

a) Fibras C. La mayoria de los nociceptores son de didmetro axonal pequefio (0.4-1.4
pMm) y no mielinizados, poseen una velocidad de conduccion de 0.4-1.4 m/s.

b) Fibras Ad. Son nociceptores de diametro axonal mediano (6-10 ym), ligeramente
mielinizados, con una velocidad de conduccion de 5-30 m/s.

c) Fibras AB. Son fibras de diametro axonal grande (10-30 pm), responsables de la
propiocepcion y el tacto ligero, estan mielinizadas y su velocidad de conduccion es
de 30-100 m/s. Pese a que la mayoria de estas neuronas no se consideran
nociceptores, un subgrupo de fibras AR responde a estimulos de alto umbral y
pueden conducir estimulos nocivos a alta velocidad (Nagi et al., 2019).

Las fibras aferentes primarias contienen sus cuerpos celulares en los ganglios de la raiz
dorsal (GRD) y en el ganglio trigeminal. Ademas, tienen una morfologia pseudounipolar
Unica en la que tanto la terminal central como la periférica emanan de un mismo tallo
axonal (Basbaum et al., 2009). Los nociceptores detectan los estimulos nocivos y los
transducen en forma de sefiales eléctricas (potenciales de accion) que se propagan a
través de sus axones hasta las terminales centrales, localizadas principalmente en las
laminas | y Il del asta dorsal de la médula espinal (Figura 1) (Julius y Basbaum, 2001;
Woolf 2004). La llegada del potencial de accién a la terminal central de la aferente
primaria produce la apertura de los canales de Ca?* dependientes de voltaje,
incrementando la concentracién intracelular de Ca?* e induciendo la liberacion de
neuromoduladores (glutamato, sustancia P, CGRP) hacia el espacio sinaptico y/o

extrasinaptico (Julius y Basbaum, 2001). Una vez que estos mediadores activan a sus
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respectivos receptores en la neurona postsinaptica de segundo orden, la informacién
nociceptiva asciende al tdlamo a través del tracto espinotalamico, y al tallo cerebral
mediante los tractos espinoparabraquial y espinomesencefalico (Pertovaara y Almeida,
2006; Tracey y Manthy, 2007). Las proyecciones espinales hacia el tallo cerebral son
particularmente importantes para integrar la actividad nociceptiva con procesos
homeostaticos y autonémicos (Tracey y Mantyh, 2007). Las neuronas de tercer orden del
talamo proyectan hacia distintas areas cerebrales responsables de la discriminacion
sensorial y los componentes aversivo, cognitivo y emocional del dolor, tales como la
corteza somatosensorial, la corteza prefrontal, la corteza anterior del cingulo, la insula, el
ndcleo accumbens, la amigdala y el hipocampo (Brodin et al., 2016).
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Figura 1. Transmision nociceptiva ascendente y descendente.

La activacion de los nociceptores genera sefiales eléctricas que se conducen hacia las
neuronas del asta dorsal de la médula espinal. La informacién nociceptiva asciende al
tallo cerebral y al encéfalo a través del tracto espinotalamico y activa las neuronas que
integran la respuesta cognitiva y emocional del dolor. Las sefiales descendentes que se
originan desde los circuitos supraespinales pueden inhibir o facilitar la transmisién del
dolor en la médula espinal. SNC: sistema nervioso central. Modificado de Bingham et al.,
2009.
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1.1.2 Modulaciéon endb6gena del dolor

La activacion de las areas cerebrales relacionadas con la percepcion del dolor envia
sefales a través de circuitos descendentes, que proyectan hacia la médula espinal para
regular el procesamiento nociceptivo en distintas circunstancias, ya sea inhibiéndolo o
facilitandolo (Figura 1). En este circuito bidireccional participan dos estructuras
principales que forman parte del mesencéfalo: la sustancia gris periacueductal y la
médula ventromedial rostral. De esta forma, los impulsos generados en estructuras como
el hipotadlamo, talamo, amigdala y corteza anterior del cingulo se integran en la sustancia
gris periacueductal, que envia proyecciones a la médula ventromedial rostral, que a su
vez envia proyecciones a lo largo del funiculo dorsolateral a la médula espinal (Millan,
2002; Porreca et al., 2002; Vanegas y Schaible, 2004; Pertovaara y Almeida, 2006;
Ossipov et al., 2010; Ossipov et al., 2014). Una gran cantidad de mediadores participan
en el control descendente del dolor, incluidos los péptidos opioides y las monoaminas
(Millan, 2002). La médula ventromedial rostral se conforma por el nicleo magno de rafé
y formaciones reticulares adyacentes serotonérgicas (Ossipov et al., 2010), asi como de
poblaciones de neuronas GABAérgicas y glicinérgicas (Kato et al. 2006; Hossaini et al.
2012), todas con proyecciones hacia la médula espinal. La médula ventromedial rostral
también recibe entradas del talamo, la regidén parabraquial y el locus coeruleus a través
de neuronas noradrenérgicas, las cuales comunican con la sustancia gris periacueductal
(Ossipov et al., 2010; Ossipov et al., 2014). Por otro lado, la region periventricular
posterior del hipotdlamo (nucleo All) es la fuente principal de proyecciones
dopaminérgicas hacia la médula espinal (Skagerberg et al., 1982; Skagerberg y Lindvall,
1985).

Los mediadores liberados de las neuronas que proyectan a la médula espinal pueden
promover o inhibir el dolor dependiendo de la activacion de los distintos subtipos de
receptores expresados en la membrana, asi como de la sefializacion intracelular
generada por los segundos mensajeros (Millan, 2002; Ossipov et al., 2014). De esta
forma, la inhibicién y facilitacion funcionan en armonia para mantener un procesamiento
sensorial equilibrado. No obstante, en condiciones de dolor cronico, el balance podria
estar alterado debido a procesos de plasticidad dinamica en las neuronas sensoriales,

favoreciendo la facilitacion en la médula espinal mediante la activacion sostenida de estos
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circuitos y amplificando la sefial dolorosa en el sistema nervioso central (Porreca et al.,
2002; Vanegas y Schaible, 2004; Ossipov et al., 2014).

1.2 Clasificacién del dolor

De acuerdo con las caracteristicas fisiopatolégicas que lo producen, el dolor se ha
clasificado en cuatro tipos (Figura 2): nociceptivo, inflamatorio, neuropatico y disfuncional
(Woolf, 2004; Woolf, 2010). El dolor nociceptivo se produce por la activacion de
nociceptores de alto umbral y es esencial para detectar y minimizar el contacto con
estimulos potencialmente dafiinos. El dolor inflamatorio surge en presencia de dafio
tisular, lo que recluta a las células del sistema inmune que liberan citocinas y otros
mediadores inflamatorios para reducir el umbral de activacién de las neuronas aferentes
primarias. El dolor neuropéatico se produce como respuesta al dafio en el sistema
somatosensorial central o periférico y puede persistir durante meses o afios. En contraste,
el dolor disfuncional se presenta en ausencia de inflamacion o dafio en los tejidos o
neuronas, pero se cree que el aumento de la sensibilidad ocurre en respuesta a un

procesamiento anormal del dolor en el sistema nervioso central (Woolf, 2004).
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Figura 2. Clasificacion del dolor de acuerdo con su origen neurobioldgico.
Modificado de Woolf, 2004.
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1.2.1 Nueva clasificacion de la IASP para el dolor

En los dltimos afios, la IASP y un gran numero de investigadores a nivel internacional
retomaron la clasificacion del dolor considerando tres categorias principales: nociceptivo,
neuropatico y nociplastico (Kosek et al., 2016; Raja et al., 2020). Estas categorias se
definieron considerando los mecanismos que contribuyen a la percepcion individual del
dolor y el manejo del dolor en pacientes, desde la perspectiva biopsicosocial del
desarrollo de dolor crénico o dolor no adaptativo. De esta forma, la nueva clasificacion
toma en cuenta los factores psicolégicos, sociales y culturales que modulan la percepcion
y el desarrollo del dolor (Murphy et al., 2023), y como estos influyen en los mecanismos

neurobiol6gicos que subyacen al dolor (Figura 3).
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Figura 3. Clasificacion del dolor en nociceptivo, neuropatico y nociplastico.

La sensacion de dolor en cada individuo puede incluir al menos una de estas
clasificaciones, que estan moduladas por factores psicoldgicos, culturales y sociales.
Modificado de Murphy et al., 2023.

De acuerdo con la nueva clasificacion, el dolor nociceptivo se refiere a una respuesta
fisiol6gica normal ante el dafio que resulta de un trauma, una herida que no ha sanado o
de algun proceso inflamatorio. Este tipo de dolor puede ser bien localizado y descrito por
los pacientes (Murphy et al., 2023). Algunos ejemplos son la artritis reumatoide y el dolor
después de una intervencién quirargica. Ademas, el tratamiento farmacoldgico con
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) u opioides suele ser efectivo en este tipo de

dolor (Kosek et al., 2016; Murphy et al., 2023). Por otro lado, el dolor neuropético ocurre
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como resultado de una lesion o enfermedad que afecta al sistema somatosensorial, ya
sea a nivel periférico o central (Costigan et al., 2009; Raja et al., 2020). Este tipo de dolor
se describe como lacerante y episodico, acompafado de parestesias, alodinia
(hipersensibilidad ante estimulos inocuos) e hiperalgesia (sensibilidad exacerbada). El
tratamiento del dolor neuropatico suele ser complejo y se compone, principalmente, de
farmacos cuyo blanco terapéutico se encuentra en el sistema nervioso central, como
antiepilépticos y antidepresivos como primera linea de tratamiento (Finnerup et al., 2015).
La propuesta de una tercera clasificacion del dolor, el dolor nociplastico, surgié como una
necesidad para describir las patologias dolorosas que se caracterizaban por la ausencia
de dafio aparente, y en las que no ocurria una activacién obvia de los nociceptores que
explicara el desarrollo del dolor (Kosek et al., 2016; Fiztcharles et al., 2021). Por lo tanto,
el dolor nociplastico se define como el dolor que surge de una alteracion del
procesamiento nociceptivo, y que a su vez sugiere la desregulacion de las vias de
modulaciéon del dolor en el sistema nervioso central (Kosek et al.,, 2016, 2021). Este
término es, en esencia, un sindnimo de lo que conociamos como dolor disfuncional o
dolor centralizado, y es mecanistica y clinicamente distinto a los otros dos tipos de dolor
(Kosek et al., 2016, 2021). Aunque puede ser generalizado o localizado, el dolor
nociplastico abarca la disfuncion de multiples circuitos del sistema nervioso que llevan a
la amplificacion de las sefales dolorosas, la disminucion de los mecanismos de la
inhibicién endogena del dolor, o ambas (Fitzcharles et al., 2021; Murphy et al., 2023).
Asimismo, las condiciones de dolor nociplastico se asocian frecuentemente con fatiga,
problemas cognitivos y trastornos del suefio, entre otros problemas de salud (Kosek et
al., 2016, 2021; Nicholas et al., 2019).

Con base en las definiciones de dolor nociceptivo, neuropético y nociplastico, la IASP ha
actualizado la categorizacion del dolor crénico en la version mas reciente de la
Clasificacion Internacional de Enfermedades (ICD-11, por sus siglas en inglés). Esta
nueva clasificacion también aborda a los sindromes de dolor nociplastico que antes se

dejaban fuera de la clasificacion del dolor crénico (Nicholas et al., 2019; Raja et al., 2020).
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1.2.2 Dolor crénico primario

Muchas condiciones de dolor crénico tienen una fisiopatologia y etiologia poco claras,
pero se caracterizan por una interaccion compleja entre factores biolégicos, psicolégicos
y sociales (Fitzcharles et al., 2021). El término de “dolor crénico primario” se asigno para
evadir la terminologia ambigua que trataba de diferenciar al dolor fisico y el dolor
psicologico, lo que afectaba el diagndstico y la clasificacion de enfermedades como la
fibromialgia y el sindrome del colon irritable (Nicholas et al., 2019; Murphy et al., 2023).
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Las condiciones de dolor crénico primario responden a las caracteristicas de dolor
nociplastico. La fibromialgia es un sindrome de dolor generalizado. Modificado de
Nicholas et al., 2019.

De esta manera, la IASP tom¢ la iniciativa de considerar al dolor crénico primario como
una clasificacion que engloba a las condiciones de dolor nociplastico que afectan
seriamente la calidad de vida de quienes lo padecen (Figura 4). Se considera un
diagndstico de dolor cronico primario cuando (Nicholas et al., 2019):

a) El dolor persiste por mas de tres meses.
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b) Se asocia con estrés emocional (ansiedad, depresion, entre otros) y/o
discapacidad funcional (interferencia con las actividades de la vida cotidiana).

c) Los sintomas no se explican por algin otro diagnéstico.
Algunos mecanismos para explicar este tipo de dolor ya habian sido propuestos desde
gue se clasificaba como dolor disfuncional, incluyendo la sensibilizacion central, la
desinhibicion GABAérgica y la facilitacion descendente (Ossipov et al., 2014). EIl dolor
nociplastico se podria asociar con una reduccion de la inhibicién enddgena de la via del
dolor y con la activacion de nociceptores sensibilizados en combinacién con procesos de
sensibilizacién central (Staud, 2012), ademas de otros factores como la disfuncion
autoinmune, factores genéticos, inflamacion y la activacion del eje pituitaria-adrenal
(Talotta et al., 2015). No obstante, la ausencia de un blanco terapéutico especifico
representa la problematica actual para hallar un tratamiento efectivo contra el dolor
nociplastico. En este trabajo nos enfocamos en el estudio de la fibromialgia, un tipo de

dolor crénico generalizado que forma parte de la clasificacion descrita anteriormente.

1.3 Fibromialgia

La fibromialgia es un sindrome de dolor cronico que se caracteriza por una sensibilidad
exagerada al tacto y varios sintomas concomitantes mediados por el sistema nervioso
central, tales como fatiga, depresion, dificultades cognitivas y trastornos del suefio y del
estado de animo (Clauw, 2014; Sluka y Clauw, 2016; Sarzi-Puttini et al; 2020). La
fibromialgia tiene una prevalencia del 2 al 4.7% en la poblaciéon mundial (Queiroz, 2013;
Pasqual Marques et al., 2017). Afecta mas a las mujeres que a los hombres con una
proporcion 2:1, y aunque afecta principalmente a mujeres posmenopausicas, puede
desarrollarse a cualquier edad, incluso en la nifiez, y es independiente del grupo étnico
(Vincent et al., 2013; Clauw, 2014; Wolfe et al., 2018). En México, se estima que entre el
0.7 y el 5% de la poblacion padece esta enfermedad (Peladez-Ballestas et al., 2011;
Covarrubias-Gomez y Carrillo-Torres, 2016).

El dolor generalizado es el sintoma principal, se presenta en las cuatro extremidades, asi
como en la espalda alta y baja. También se percibe como un dolor que no se puede ubicar
anatémicamente, que se origina en los musculos o desde los huesos, y que se extiende

hasta la piel e incluso a las articulaciones (Jain et al., 2003; Clauw, 2014). Los pacientes
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reportan alodinia, hiperalgesia, dolor espontaneo, dolor persistente en forma de
hormigueo o sensaciones quemantes/punzantes, y es comuin que aseguren sentirse
como si estuvieran completamente golpeados (Jain et al.,, 2003; Staud et al., 2012).
Ademas, la intensidad del dolor suele agravarse con el frio o en clima humedo, durante
episodios de ansiedad o estrés y con la falta de suefio (Yunus et al., 1991; Sarzi-Pulttini
et al., 2020).
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Figura 5. Signos y sintomas de la fibromialgia.
En los recuadros rojos se muestran los sintomas indispensables para el diagndéstico de
la enfermedad. Modificado de Sarzi-Puttini et al., 2020.
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Como hemos mencionado, se desconoce la etiologia de la fibromialgia. El diagndstico
suele ser dificil debido a la ausencia aparente de inflamacién y de dafio al tejido o al
sistema nervioso y a la ausencia de marcadores biolégicos. El dolor y el resto de los
sintomas son “invisibles” y pasan desapercibidos para el resto de las personas. Sin
embargo, aunque los sintomas se presentan en la mayoria de los pacientes, suelen ser
muy variables y tener cambios impredecibles dia con dia, o incluso durante el transcurso
de un mismo dia (Zautra et al., 2007; Bossema et al., 2013). Por lo tanto, el diagnéstico
se basa en la historia clinica del paciente, apoyada de cuestionarios que evallan la
presencia de dolor crénico, suefio no reparador, fatiga fisica y/o mental, de acuerdo con
los criterios establecidos por el Colegio Americano de Reumatologia (ACR, por sus siglas
en inglés) (Baron et al., 2014; Wolfe et al., 2016).

1.3.1 Fisiopatologia de la fibromialgia

La presencia de fatiga, dificultades en la memoria, depresion, problemas para dormir y
trastornos del estado de animo sugieren que el origen fundamental de la fibromialgia se
encuentra a nivel del sistema nervioso central (Clauw, 2014; Sarzi-Puttini et al., 2020),
aunque también se ha reportado disfuncién autonémica y del sistema nervioso periférico
en algunos pacientes, entre otras alteraciones fisioldgicas (Figura 5) (Talotta et al., 2015;
Sarzi-Puttini et al., 2020). De acuerdo con la evidencia en estudios clinicos y preclinicos,
se han propuesto diversos mecanismos para explicar la etiologia de la fibromialgia. El
gue compete a esta investigacion hace referencia a la desregulacion del sistema nervioso
central y periférico (Sluka y Clauw, 2016; Sarzi-Puttini et al., 2020). Una de las causas
subyacentes podria ser el desbalance en los niveles de neurotransmisores. Se sabe que
las concentraciones de serotonina, noradrenalina y dopamina estan reducidas en el
liquido cefalorraquideo y en el suero de los pacientes fibromialgicos (Russell et al., 1992).
Se cree que lo anterior puede desencadenar una alteracién en los mecanismos de
modulacién descendente del dolor (Sluka y Clauw, 2016; Serrano et al., 2022), que a su
vez promoveria la amplificacién en la transmisién del dolor y en su interpretaciéon a nivel
cortical, de acuerdo con lo que se ha observado en diversos estudios de neuroimagen de
pacientes sometidos a estimulos térmicos y de presion mecanica ligera (Gracely et al.,
2002; Cook et al., 2004; Jensen et al., 2009; Foerster et al., 2011; Lopez-Sola et al.,
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2017). Asimismo, los pacientes presentan un déficit en la actividad nociceptiva
dependiente de opioides, con un aumento en los niveles de opioides en liquido
cefalorraquideo y una disminucién paradéjica de la disponibilidad de receptores a nivel
central (Baraniuk et al., 2004; Harris et al., 2007). Lo anterior podria explicar por qué los
analgésicos opioides no son eficaces contra el dolor de la fiboromialgia. También se ha
observado un aumento de la concentracion de glutamato y una disminucion del acido
gamma-aminobutirico (GABA) en el liquido cefalorraquideo y en varias regiones
cerebrales involucradas en el procesamiento del dolor, como la insula y la corteza
posterior del cingulo (Larson et al., 2000; Sarchielli et al., 2007; Harris et al., 2009; Harris,
2010; Foerster et al., 2012). La alteracion de la estimulacion nociceptiva en el sistema
nervioso periférico también puede desempefiar un papel importante en la fisiopatologia
de la fibromialgia. Se ha reportado una reduccion de las fibras nerviosas de la epidermis
en biopsias de pacientes con fibromialgia, en comparacion con controles sanos
(Oaklander et al., 2013; Uceyler et al., 2013; Caro y Winter, 2014; Doppler et al., 2015).
Ademas, se determiné que las fibras C que no responden a estimulos mecanicos tienen
un aumento de la actividad espontanea y se vuelven hipersensibles a estos estimulos
(Serra et al.,, 2014). Es posible que esta sensibilizacion se deba, en parte, a una
acumulacion de células natural killer en las fibras periféricas (Verma et al., 2021).
Para el presente trabajo Unicamente abordaremos los mecanismos que afectan la
modulacion del dolor a nivel central y periférico. No obstante, se han descrito factores
multiples que contribuyen al desarrollo de la fibromialgia:
1) Disfuncion neuroendocrina en respuesta al estrés mediado por el eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal y el sistema nervioso autbnomo (Elam et al., 1992; Griep et al.,
1993; Raj et al., 2000; Torpy et al., 2000; Martinez-Lavin y Hermosillo, 2000;
Martinez-Lavin et al., 2002; Martinez-Lavin, 2004; Adler y Geenen, 2005; Martinez-
Lavin y Solano, 2009; Martinez-Martinez et al., 2014; Vincent et al., 2016).
2) Inflamacion y alteracion de las funciones del sistema inmune en el sistema
nervioso (Salemi et al., 2003; Wang et al., 2008; Kadetoff et al., 2012; Kosek et al.,
2015; Mendieta et al., 2016; Littlejohn y Guymer, 2018; Benlidayi, 2019; Meester
et al., 2020; Goebel et al., 2021; Caxaria et al, 2023; Mueller et al., 2023).
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3) Disfuncién del metabolismo muscular producido por alteraciones del estrés
oxidativo a nivel mitocondrial (Ozgocmen et al., 2006; Akkus et al., 2009; Cordero
et al., 2009; Cordero et al., 2014, Sanchez-Dominguez et al., 2015) y en el
endotelio vascular (Mertoglu et al., 2018; Katz et al., 2021).

4) Factores genéticos y polimorfismos (Arnold et al., 2004, 2013; Buskila et al., 2004;
Mergener et al., 2011; Lee et al., 2012; Vargas-Alarcon et al., 2012; Ciampi de
Andrade et al., 2017; van Tilburg et al., 2020).

1.3.2 Tratamiento de la fibromialgia

El tratamiento farmacologico de la fibromialgia se concentra en controlar el dolor, la fatiga
y los trastornos del suefio. Actualmente, la pregabalina, la duloxetina y el minalcipran son
los Unicos farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento de la fibromialgia (Clauw,
2014; Sarzi-Puttini et al.,, 2020). Sin embargo, éstos no tienen eficacia en todos los
pacientes y producen efectos secundarios importantes. Ademas, los antiinflamatorios no
esteroideos, corticosteroides y opioides carecen de efecto en los pacientes fibromialgicos
(Clauw, 2014). La Tabla 1 muestra los medicamentos que se utilizan para tratar el dolor
de la fibromialgia, incluyendo aquellos no aprobados por la FDA. Esta terapia
farmacologica esta enfocada, principalmente, en incrementar la actividad de
neurotransmisores como noradrenalina y serotonina, y disminuir la concentracién de
neuromoduladores excitadores en sistema nervioso central.

El tratamiento con antidepresivos inhibidores de la recaptura de serotonina y adrenalina,
como la duloxetina y el minalcipran, tiene una eficacia moderada en el alivio del dolor y
mejora la calidad del suefio (Clauw et al., 2008; Hauser et al., 2011). Los antiepilépticos
como la gabapentina y la pregabalina se utilizan en el tratamiento del dolor neuropatico,
pero han demostrado un alivio moderado del dolor y una mejora del suefio en los
pacientes con fibromialgia (Crofforf et al.,, 2005; Arnold et al., 2007). La pregabalina
reduce indirectamente la actividad glutamatérgica en la insula de los pacientes con dolor
cronico (Harris et al., 2013), lo que podria contribuir a su efecto analgésico. Debido a la
evidencia sobre los niveles de glutamato elevados en pacientes con fibromialgia, los
antagonistas del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) también han sido utilizados en el

tratamiento de los sintomas de la fibromialgia. La ketamina, la memantina y el
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dextrometorfano han mostrado mejoria en el dolor de estos pacientes (Staud et al., 2005;
Cohen et al., 2006; Olivan-Blazquez et al., 2014; Khalid et al., 2015). No obstante, su
poca tolerabilidad, toxicidad y probabilidad de desarrollar dependencia los coloca en un

lugar alejado de la primera linea de tratamiento del dolor crénico (Thompson et al., 2019).

Tabla 1. Tratamiento farmacolégico de la fibromialgia.

Tipo de farmaco Farmacos Dosis \ Efectos adversos
Xerostomia, ganancia de
Amitriptilina 10-70 mg/dia peso, constipacion,
insomnio, sensacion de
Antidepresivos estar “drogado”
Duloxetina 30-120 mg/dia Dolor de cabeza,
. . . insomnio, taquicardia,
Minalcipran 100-200 mg/dia .

sindrome serotonérgico

Relajantes musculares

Ciclobenzaprina

5-20 mg/dia

Nausea, palpitaciones,
dolor de cabeza, fatiga,
taquicardia, hipertension

Tizanidina

En investigacion

Hipotension, vision
borrosa, bradicardia,
mareo, xerostomia

Anticonvulsivantes

Gabapentina

800-2400 mg/dia

+600 mg/dia en dosis

Sedacién, ganancia de

50-100 mg/6 horas

Pregabalina o eso, Vértigo
divididas P g
Fluoxetina 20-40 mg/dia Nausea, disfuncion
Inhibidores selectivos de la Sertralina 50 mg/dia sexual, ganancia de
recaptura de 5-HT : . eso, problemas de
P Paroxetina 20-40 mg/dia P o P
suefio
. Sedacién, mareo,
. 0.5 mg antes de dormir - .
Nabilona . confusidn, ansiedad,
0 1 mg dos veces al dia .
xerostomia
Cannabinoides** Somnolencia, mareo,
. . L, nausea, ganancia o
Cannabis En investigacion . .
9 pérdida del apetito,
hipotensién
Naltrexona 4.5 mg/dia . L
- - — Sedacién, adiccion,
Opioides*** Con o sin acetaminofén, N .
Tramadol tolerancia, hiperalgesia

Los farmacos en negritas y subrayados son los Unicos aprobados por la FDA para el tratamiento del dolor
y de los sintomas principales en pacientes con fibromialgia. Modificado de Clauw, 2014, y de Sarzi-Puttini
et al., 2020. **Ningun cannabinoide sintético ha sido aprobado para el tratamiento de la fibromialgia. ***Los
opioides son poco efectivos para tratar el dolor cronico. No hay evidencia de eficacia en opioides mas
fuertes.
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Si bien los opioides no son eficaces en el tratamiento de la fibromialgia, las dosis bajas
de naltrexona producen una mejora significativa en el dolor y la fatiga de estos pacientes
(Younger et al., 2013). No obstante, se cree que estas dosis son demasiado bajas como
para actuar sobre receptores a opioides, por lo que su efecto analgésico se asocia a la
inhibicion de la microglia y sus procesos inflamatorios en el sistema nervioso central
(Mattioli et al., 2010). El tramadol, un opioide débil, también es capaz de aliviar
moderadamente el dolor en pacientes fibromialgicos, pero su efecto se asocia con su
mecanismo inhibidor de la recaptura de serotonina y noradrenalina y no existe evidencia
suficiente para utilizarlo como tratamiento en la clinica (da Rocha et al., 2020).

Por otro lado, la nabilona (un cannabinoide sintético) ha demostrado mejorar el suefio,
pero sus efectos el alivio del dolor no se consideran significativos en todos los estudios
(Skrabek et al., 2008; Ware et al., 2010). En la actualidad se ha considerado el tratamiento
alternativo con cannabis o derivados del mismo, como el tetrahidrocannabinol y el
cannabidiol (Khurshid et al., 2021). No obstante, aunque podria representar una opcion
segura, no se ha encontrado evidencia suficiente para promover su uso en el alivio del
dolor tipo fibromialgia (Strand et al., 2023).

Las intervenciones no farmacolégicas pueden producir una sensacion de bienestar
general que contribuye al alivio del dolor y a la mejora en la calidad de vida. Entre estas
opciones se encuentra el ejercicio de bajo impacto, el yoga, los ejercicios en piscina, la
terapia fisica, los masajes, la terapia cognitivo-conductual y la estimulacion eléctrica
transcutanea (Williams y Clauw, 2009; Ambrose y Golightly, 2015; Johnson et al., 2017;
Sosa-Reina et al., 2017; Araudjo y DeSantana, 2019). No obstante, los beneficios de estas

alternativas no han sido demostrados a largo plazo (Majdoub et al., 2023).

1.3.3 Participacion de las hormonas gonadales en la fibromialgia

Desde la identificacion de la enfermedad, la fibromialgia se ha considerado como una
condicion mas prevalente en mujeres que en hombres. Si bien los criterios de la ACR se
han actualizado para evitar sesgos, las mujeres tienden mucho mas a recibir un
diagndstico de fibromialgia en la clinica (Vincent et al., 2013; Arout et al., 2018). Al igual
gue en estudios preclinicos, se ha sugerido que esta prevalencia podria deberse a

distintos mecanismos de modulacién del sistema inmune (Meester et al., 2020; Mueller
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etal., 2023). No obstante, es posible que en la fibromialgia existan mecanismos regulados
por hormonas sexuales, como ocurre en la migraia (Pavlovi¢ et al., 2016; Szewczyk et
al., 2023). Las hormonas gonadales tienen la habilidad de alterar los niveles de
neurotransmisores excitadores (como la substancia P y el glutamato) y de incrementar
las sinapsis excitadoras en distintas areas del sistema nervioso central que participan en
la modulacién del dolor, como el hipocampo y la corteza cerebral (Aloisi y Bonifazi, 2006).
Ademas, se ha reportado que la severidad del dolor en la fibromialgia puede estar
afectada por eventos hormonales como el periodo premenstrual, el embarazo o el
postparto (Pamuk y Cakir, 2005), la edad de inicio de la menopausia (Martinez-Jauand et
al., 2013) y las fluctuaciones de progesterona y testosterona en el ciclo menstrual
(Schertzinger et al., 2018). Sin embargo, los mecanismos que relacionan estos cambios

hormonales con el dolor de la fibromialgia no han sido esclarecidos.

1.4 Modelo de fibromialgia inducida por reserpina en ratas

Los modelos animales deben mimetizar los sintomas clinicos, las comorbilidades
reportadas por los pacientes y la respuesta al tratamiento farmacologico. No obstante, la
fibromialgia es una condicién dificil de modelar debido a la complejidad de sus sintomas,
a la falta de marcadores bioldgicos y a la relativamente poca comprension de su etiologia.
Los modelos de fibromialgia en roedores mas utilizados en la literatura son el modelo de
fiboromialgia inducida por salina acida (Sluka et al., 2001), el modelo de fibromialgia
inducida por reserpina (Nagakura et al., 2009) y los modelos de dolor generalizado
inducido por estrés intermitente al frio (Nishiyori y Ueda, 2008), estrés al sonido (Khasar
et al., 2005) y estrés por nado repetido (Quintero et al., 2000).

La administracion de reserpina (1 mg/kg/3 dias, s.c.) en ratas macho y hembra produce
hiperalgesia muscular y alodinia tactil generalizadas que persisten por 10-14 dias
(Nagakura et al., 2009). La reserpina es un alcaloide derivado de la planta Rauwolfia
serpentina que inhibe a los transportadores vesiculares de monoaminas, lo que produce
una reduccion en el contenido de aminas biogénicas (Guillot y Miller, 2009). Por tanto, se
cree que las conductas nociceptivas generadas por la reserpina son consecuencia de la
disminucién de los niveles de monoaminas en el sistema nervioso central (Nagakura et
al., 2009; DeSantana et al., 2013; Taguchi et al., 2015; Tamano et al., 2016). En apoyo a
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esto, la concentracion de serotonina, dopamina y noradrenalina se reduce en la médula
espinal, talamo y corteza prefrontal en las ratas tratadas con reserpina, lo que
correlaciona con la reduccién de los umbrales de alodinia tactil, hiperalgesia muscular,
hiperalgesia térmica y alodinia al frio, sin alterar otras funciones como la presion arterial,
la temperatura corporal o el control motor de los animales (Nagakura et al., 2009, 2012b;
Oe et al., 2010; Ogino et al., 2013; Brum et al., 2020; Yao et al., 2020). Las ratas
reserpinizadas muestran patrones de actividad cerebral aumentada ante estimulos
nocivos e inocuos cuando se realizan estudios de neuroimagen (Wells et al., 2017),
similar a la amplificaciébn de la respuesta nociceptiva observada en pacientes con
fibromialgia (Gracely et al., 2002). Por otro lado, en el modelo de reserpina también se
desarrollan conductas tipo depresivas (Nagakura et al., 2009; Arora y Chopra, 2013;
Blasco-Serra et al., 2015) y tipo ansiedad (Wu et al., 2015; Oliveira et al., 2016), que
representan las principales comorbilidades de la fibromialgia en la clinica. Otros sintomas
de la fibromialgia que se desarrollan en el modelo de reserpina en ratas son la fatiga
(Favero et al., 2017), el dolor espontaneo (Nagakura et al., 2019; Tanei et al., 2020),
alteraciones en el suefio (Hernandez-Leon et al., 2019; Blasco-Serra et al., 2020) e
incluso problemas gastrointestinales (Uchida et al., 2019). La reserpina también reduce
el umbral de activacion de los nociceptores sensibles a estimulos mecéanicos a la vez que
disminuye la proporcion de estos nociceptores en ratas, sugiriendo una estimulacion
paradojica de la periferia que contribuye a la disfuncion de la modulacion nociceptiva
(Taguchi et al., 2015). Este fendmeno imita la disfuncién de las fibras C que presentan
algunos pacientes con fibromialgia (Uceyler et al., 2013; Serra et al., 2014).

De igual modo, la reserpina induce la activacion de la microglia y de los astrocitos en el
asta dorsal de la médula espinal (Taguchi et al., 2015; De la Luz-Cuellar et al., 2019),
sugiriendo que un estado de sensibilizacidon central subyace, en parte, la hipersensibilidad
generada en el modelo (Taguchi et al., 2015). Lo anterior resulta interesante, ya que la
activacion glial en el sistema nervioso central también se ha observado en pacientes con
fibromialgia (Albrecht et al., 2019). En otros trabajos se ha reportado que la reserpina
produce disfuncién del endotelio vascular, estrés del reticulo endoplasmico en corteza
cerebral, aumento de procesos de autofagia e incremento en la expresién de caspasa-3

y TNF-a (Ghoneim et al., 2021), asi como un aumento en la concentracion de células
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cebadas, citocinas proinflamatorias como IL-13, bradicinina, factores de crecimiento y
NF-kB (Arora et al., 2011; Brusco et al., 2019; Fusco et al., 2019; Kaur et al., 2019). La
reserpina también induce disfuncibn mitocondrial y estrés oxidante en el muasculo
gastrocnemio de los roedores (Favero et al., 2017, 2019; Dagnino et al., 2019; Kaur et
al., 2019; Brum et al., 2020) sin causar dafio estructural al musculo (Dagnino et al., 2019).
Esto se relaciona directamente con la fatiga y la hiperalgesia muscular que se desarrollan
en el modelo.

El modelo de fibromialgia inducida por reserpina presenta una fuerte validez predictiva,
ya que la respuesta a los tratamientos es similar a la que se observa en pacientes. La
hipersensibilidad en este modelo disminuye con pregabalina, duloxetina y tramadol, pero
no con diclofenaco u otros AINEs (Nagakura et al., 2009; Ogino et al., 2013; Kaneko et
al., 2014; Zhang et al., 2016; Nagakura et al., 2019). Con respecto a los enfoques no
farmacologicos, se hareportado que la electroacupuntura reduce la alodinia y la ansiedad
en ratas reserpinizadas (Wu et al., 2015), mientras que el ejercicio reduce la nocicepcion,
el dolor espontaneo y las conductas tipo depresivas en ratones tratados con reserpina
(Ferrarini et al., 2021). Recientemente, se demostro que el aceite de cannabis tiene un
efecto antinociceptivo y reduce las conductas tipo depresivas en los roedores sometidos
a este modelo de dolor (Ferrarini et al., 2022).

En la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, varios grupos de investigacion han
elucidado distintos mecanismos que subyacen a la nocicepcion en el modelo de
fibromialgia inducida por reserpina (Figura 6). Por ejemplo, el tratamiento con reserpina
aumenta la expresion del ARNm de los canales ASIC3 en los ganglios de la raiz dorsal
de ratas, mientras que el bloqueo farmacologico de estos canales revierte la
hipersensibilidad (Taguchi et al., 2015). Se ha descrito que la expresion del receptor tipo
opioide ORL-1y su péptido enddgeno, la nociceptina/orfanina, también incrementa en los
ganglios de la raiz dorsal de ratones reserpinizados (Dagnino et al., 2019). Nuestro
laboratorio reportd previamente que la reserpina aumenta la expresion del receptor
GABAa-as tanto en médula espinal como en los ganglios de la raiz dorsal de ratas,
mientras que el co-transportador KCC2 disminuye su expresiéon en médula espinal, lo que
explica un posible proceso de desinhibicion GABAérgica que contribuye al mantenimiento

de las conductas nociceptivas (De la Luz-Cuellar et al., 2019). En apoyo a esto, la
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administracion de L-655,708, un agonista inverso de los receptores GABAa-as, reduce la
alodinia tactil y la hiperalgesia muscular inducidas por reserpina (De la Luz-Cuellar et al.,
2019). También se ha reportado la participacion de los receptores GABAa-aes espinales
en este modelo, ya que la administracion intratecal de PZ-11-029, un modulador alostérico
positivo de estos receptores, revierte parcialmente la alodinia tactii en ratas
reserpinizadas (Gutiérrez-Agredano, 2022). Asimismo, la administracion oral de un
agonista de los receptores GABAg revierte la hiperalgesia muscular en este modelo
(Murai et al., 2019).

v N N
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Administracion subcutanea de
reserpina (1 mg/kg por 3 dias)

Sensibilizacion

central 5.-HT
X NA
DA Canales ASIC3
Activacion de microglia Receptores GABAa-a5
y astrocitos Y Aumento de la Receptores ORL-1

(Y] excitabilidad
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Figura 6. Mecanismos que subyacen las conductas nociceptivas del modelo de
fibromialgia inducida por reserpina.

Se ha sugerido que el tratamiento con reserpina produce un desbalance en los niveles
de monoaminas, que a su vez promueve el desarrollo de hipersensibilidad en roedores.
Diversos reportes han demostrado la participacion de numerosos sistemas,
neurotransmisores y receptores en la nocicepcion inducida por reserpina. GRD: ganglios
de la raiz dorsal; 5-HT: serotonina; NA: noradrenalina; DA: dopamina. Figura realizada
con BioRender (basada en el esquema de Taguchi et al., 2015).
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Por otro lado, la reserpina aumenta la expresion de los receptores NMDA (Kaur et al.,
2019) y de los receptores B1 y B2 de bradicinina (Brusco et al., 2019) en la médula espinal
de ratones, lo que sugiere un incremento en la transmision sinaptica. En apoyo a esto, se
reportd que la reserpina sensibiliza a las neuronas del asta dorsal de la médula espinal
de ratas y aumenta su excitabilidad, lo que a su vez promueve la facilitacién en la
transmision nociceptiva (Uta et al., 2021). Esto podria explicar parcialmente por qué los
animales reserpinizados son mas sensibles a estimulos quimicos como formalina (Ejiri et
al., 2022), capsaicina (Fischer et al., 2020), bradicinina y sustancia P (Brusco et al., 2021)
cuando se administran en dosis subefectivas.

El cumplimiento de los criterios de validez predictivo, de apariencia y de constructo del
modelo de fibromialgia inducido por reserpina sustenta su elecciéon para la presente

investigacion.
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2. ANTECEDENTES PARTICULARES

2.1 Dopaminay neuronas dopaminérgicas

La dopamina es un neurotransmisor que se sintetiza en las terminales axonicas de las
neuronas mediante enzimas transportadas por el axén (Musaccio, 2013). La sintesis
ocurre con la hidroxilacién del aminoacido L-fenilalanina a L-tirosina y, posteriormente, a
L-DOPA mediante la accion de las enzimas fenilalanina hidroxilasa y tirosina hidroxilasa,
respectivamente, y después por la descarboxilacion de la L-DOPA mediante la enzima
dopa-descarboxilasa de acidos aromaticos (DAAA) (Figura 7A). La dopamina se
empaqueta en vesiculas a través del transportador vesicular de monoaminas vy, luego de
la llegada del potencial de accién, el influjo de iones Ca?* permite la fusion de estas
vesiculas con la membrana y la posterior liberacion de su contenido al espacio
extracelular (Beaulieu y Gainetdinov, 2011; Musaccio, 2013). El transportador de
dopamina (DAT) puede captar a la dopamina y reciclarla a las terminales presinapticas,
mientras que la catecol-O-metil transferasa (COMT) y la monoaminooxidasa (MAO) son
enzimas que se encargan del metabolismo de este neurotransmisor (Beaulieu y
Gainetdinov, 2011; Musaccio, 2013).

Estudios previos han reportado que la sinapsis dopaminérgica consta de una terminal
presinaptica que libera dopamina y una terminal postsinaptica GABAérgica (Uchigashima
et al., 2016). Por lo tanto, la dopamina lleva a cabo una transmisién por volumen, con lo
que puede activar a sus receptores hasta 8 um lejos del sitio de liberacién (Sulzer et al.,
2016). Esta transmision por volumen puede facilitarse con la circulacion del liquido
cefalorraquideo a través del espacio perivascular (Taber y Hurley, 2014). Las neuronas
dopaminérgicas tienen dos patrones de actividad (Figura 7B): 1) fasica, que ocurre como
respuesta a una rafaga de potenciales de accion y produce la liberacion rapida de
dopamina; y 2) ténica, donde un patron de disparo lento, espontaneo e irregular genera
una liberacién lenta de dopamina que mantiene un tono extrasinaptico (Grace, 1991). La
liberacidén fasica y tonica de dopamina ejercen funciones especificas que dependen de la
ocupacion de receptores: la liberacion fasica incrementa la ocupacion de receptores Dy,
mientras que las pausas entre rafagas y la liberacion ténica promueve la ocupacion de

receptores D> (Dreyer et al., 2010).
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Figura 7. Sintesis y liberacion de dopamina.

A) La dopamina se sintetiza en las terminales de neuronas que expresan tirosina
hidroxilasa (TH). Al igual que otras monoaminas, la dopamina se empaqueta en vesiculas
a través del transportador vesicular de monoaminas y se libera de la terminal presinaptica
con la llegada del potencial de accion. La dopamina actua sobre dos tipos de receptores
en las neuronas postsinapticas y en sitios alejados de la sinapsis. La dopamina se recicla
a la terminal presinaptica a través del transportador de dopamina (DAT), donde enzimas
como la monoamino-oxidasa (MAQ) participan en su degradacion. B) La transmision
fasica de dopamina se genera por potenciales de accion que alcanzan la terminal
presinaptica, lo que resulta en la liberacion rapida y transitoria de dopamina. La
transmision ténica ocurre como consecuencia de disparos pausados e irregulares que
mantienen el tono dopaminérgico. L-DOPA: levodopa; VMAT2: transportador vesicular de
monoaminas 2. Modificado de Klein et al., 2019.

Las neuronas dopaminérgicas se originan ampliamente en la subtantia nigra, el area
tegmental ventral y el hipotalamo, las cuales proyectan a areas separadas del cerebro
gue comprenden las vias nigroestriatal, mesocortical/mesolimbica y tuberoinfundibular,
respectivamente (Bjorklund y Dunnett, 2007). Con base en estas proyecciones, la
dopamina es el neurotransmisor mejor conocido por su participacion en el movimiento, la
cognicion y el sistema de recompensa. Se ha establecido que las alteraciones en la

neurotransmisién dopaminérgica juegan un papel importante en algunas patologias como
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la enfermedad de Parkinson, la esquizofrenia, las adicciones, los trastornos cognitivos,
los trastornos del estado de animo y el trastorno por déficit de atencién e hiperactividad,
entre otros (Wood, 2008). Por su parte, diversos estudios han demostrado que existe una
disfuncion dopaminérgica en enfermedades dolorosas como la fibromialgia (Wood et al.,
2007; Albrecht et al., 2016; Ledermann et al., 2016;), el sindrome de boca ardiente
(Jaaskelainen et al., 2001; Hagelberg et al., 2003) y el sindrome de piernas inquietas
(Cervenka et al., 2006).

2.2 Receptores dopaminérgicos

El efecto de la dopamina en las neuronas depende del tipo de receptor que éstas
expresen enla membranay de la sefializacion de los segundos mensajeros. Existen cinco
subtipos de receptores dopaminérgicos, nombrados del D; al Ds, todos ellos
pertenecientes a los receptores metabotropicos acoplados a proteinas G (Beaulieu et al.,
2015). Los receptores D1 y Ds son miembros de la subfamilia Di-like, mientras que la
subfamilia D2-like esta integrada por los receptores D2, Dz y D4 (Figura 8).

La estimulacion de los receptores D;:-like activa a la proteina Gs, que a su vez esta
acoplada a la activacion de la adenilato ciclasa, la sintesis de AMP ciclico (AMPc) y la
activacion de la proteina cinasa A (Neve et al., 2004; Beaulieu y Gainetdinov, 2011). La
fosforilacién de multiples canales i6nicos ocurre mediante la combinacion de la actividad
de la proteina cinasa A y la inhibicion de la proteina fosfatasa 1 (PP1) mediada por la
proteina DARPP-32 (Greengard et al., 1999; Neve et al., 2004). La proteina cinasa A
reduce las corrientes de los canales rectificadores de K*, mientras que aumenta la
actividad de los canales de Ca?* tipo L y de los receptores de glutamato NMDA (mediante
la fosforilacion de la subunidad NR1) y AMPA (Neve et al., 2004). Por otro lado, la
activacion de DARPP-32/PP1 reduce las corrientes de Na* al disminuir la probabilidad de
apertura del canal (Cantrell et al., 1997). La proteina cinasa A también modula la
expresion génica a través de la fosforilacion del factor de transcripcion CREB (Dudman
et al.,, 2003; Neve et al.,, 2004) y de las cinasas activadas por mitogeno (MAPK),
incluyendo cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK), la cinasa p38 y cinasas
c-Jun N-terminal (JNK) (Zhen et al., 1998; Gerfen et al., 2002).
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Figura 8. Receptores de dopamina.

Los receptores Di-like y D2-like son receptores acoplados a dos tipos de proteinas G y
modulan la actividad celular a través de diferentes vias de sefializacion dependientes de
segundos mensajeros. Los receptores Di-like tienen un extremo carboxilo terminal
intracelular mas largo, mientras que el extremo de los receptores D»-like forma un loop.
Estos extremos les permiten interactuar con las proteinas y cinasas dentro de la célula.
AC: adenilato ciclasa; AMPc: monofosfato de adenosina ciclico; ATP: trifosfato de
adenosina. Modificado de Levite, 2017 y de la pagina oficial de Tocris Bioscience.

Los receptores D2-like estan ligados a la activacion de proteinas Gio, l0 que inhibe a la
adenilato ciclasa y, por ende, la produccién de AMPc y la activacion de cinasas como
proteina cinasa A (Neve et al., 2004; Beaulieu y Gainetdinov, 2011). No obstante, la
subunidad By de la proteina G se encarga de promover la actividad de los canales
rectificadores de K* e inhibir las corrientes de Ca?* a través de los canales tipo L, tipo N
y tipo P/Q (Liu et al., 1994; Neve et al., 2004). Asimismo, la estimulacion de receptores
D2-like se asocia con la sefializacion de MAPK (incluyendo ERK y JNK), lo que regula la
transcripcion de genes implicados en la supervivencia celular, la plasticidad sinaptica y la
respuesta a la estimulacién de receptores dopaminérgicos (Luo et al., 1998). Otras
proteinas de sefializacion asociadas a la activacién de receptores D2-like incluyen a las
cinasas Akt/GS3K, las B-arrestinas y proteinas fosfatasas como PP2A, que regulan la
transmision sinaptica lenta de dopamina (Beaulieu et al., 2005).

Los receptores D2 presinapticos actian como autorreceptores para disminuir la sintesis
y liberacion de dopamina. Los receptores D; estan distribuidos a lo largo del cerebro en
las terminales dopaminérgicas, principalmente en la substantia nigra y los ganglios

basales (Wamsley et al., 1992). Los receptores Ds se localizan predominantemente en la
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substantia nigra, ganglios basales y corteza cerebral (Khan et al., 2000). Los receptores
D> también se expresan ampliamente en el cerebro, pero se concentran en los ganglios
basales, el globo palido, la substantia nigra y el &rea tegmental ventral (Gurevich y Joyce,
1999). Los receptores Dz no se expresan en el area tegmental ventral, pero son muy
abundantes en el estriado limbico, la substantia nigra, el nacleo anterior del tdlamo, la
corteza limbica, el locus coeruleus y el nicleo magno de rafé (Suzuki et al., 1998). Los
receptores D4 son los menos abundantes en el sistema nervioso central (Beaulieu et al.,
2015). No obstante, la distribucién de los receptores dopaminérgicos también se extiende

hacia areas implicadas en la transmision nociceptiva.

2.3 El sistema dopaminérgico en la modulacion del dolor

En comparacion con la noradrenalina y serotonina, se conoce relativamente poco sobre
la influencia de la dopamina en la modulacion del dolor. Sin embargo, existe evidencia de
gue las neuronas dopaminérgicas desempefian un papel principal en la modulacion del
dolor en distintas areas del sistema nervioso central, incluyendo la corteza anterior del
cingulo (L6pez-Avila et al., 2004), el ntcleo accumbens (Chang et al., 2014) y la médula
espinal (Yang et al., 2005; Wei et al., 2009). Se sabe que los niveles de dopamina y sus
receptores se alteran en condiciones de dolor cronico, como en el dolor orofacial, el
sindrome de la boca ardiente (Hagelberg et al., 2002, 2003a, 2003b), el dolor de espalda
baja (Martikainen et al., 2005) y en modelos de dolor neuropatico en roedores (Pais-Viera
et al., 2009; Coffeen et al., 2010; Cardoso-Cruz et al., 2014). Por otro lado, y de manera
particular, algunos estudios han demostrado que los pacientes con fibromialgia tienen
una actividad dopaminérgica reducida en areas como los ganglios basales (Wood et al.,
2007b) y la corteza anterior del cingulo (Albrecht et al., 2016), lo que podria asociarse
con una percepcion del dolor amplificada y alteraciones en el procesamiento cognitivo
(Wood et al., 2007a, 2008).

La dopamina y sus receptores se encuentran ampliamente distribuidos en areas del
sistema de recompensa, pero que también estan relacionadas con el procesamiento
cognitivo y emocional del dolor. Por lo tanto, la modulacion de la transmision
dopaminérgica en estas areas también ejerce un control de las conductas nociceptivas.

La estimulacion optogenética de las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral
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revierte la alodinia inducida por dafio a los nervios o por cancer de hueso en ratones
(Watanabe et al., 2018). En otro estudio, la inactivacion de estas neuronas produce
hipoalgesia en ratas con dolor neuropéatico (Kami et al., 2018). Las neuronas que
proyectan del &rea tegmental ventral hacia la corteza prefrontal media también modulan
la nocicepcién aguda y la hipersensibilidad inducida por la ligadura del nervio ciatico en
roedores (Dale et al., 2018; Huang et al., 2020). En el nacleo accumbens, la expresion
de receptores D1 y D2 disminuye en condiciones de dolor inflamatorio y neuropatico
(Hakim et al.,, 2020; Selley et al., 2020), mientras que una baja concentracion de
dopamina en el estriado, junto con la sobreexpresién de receptores D, y D3, se ha
asociado a la hipersensibilidad que experimentan los pacientes con dolor cronico
(Ledermann et al., 2016; Martikainen et al., 2018).

Se ha demostrado que la dopamina y la transmision dopaminérgica en la médula espinal
es importante en la nocicepcion. Diversos estudios demuestran que todos los subtipos
de los receptores dopaminérgicos, del D; al Ds, se expresan en el asta dorsal de la
médula espinal y/o en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Dubois et al., 1986;
Schambra et al., 1994; Yokohama et al., 1994; Levant y McCarson, 2001; Zhao et al.,
2007; Zhu et al., 2008; Barraud et al., 2010; Galbavy et al., 2013; Almanza et al., 2019).
La expresion de los receptores D esta restringida a ciertas regiones de las laminas | y I,
mientras que los receptores Ds se expresan ampliamente en el asta dorsal y ventral de
la médula espinal (Zhu et al., 2008). Los receptores D, también se expresan en areas
especificas de la médula espinal sacral (van Dijken et al., 1996).

Como ya se habia mencionado, el nucleo A1l del hipotalamo es la fuente principal de
proyecciones espinales dopaminérgicas (Swanson y Kuypers, 1980; Skagerber et al.,
1982). Estas neuronas modulan el procesamiento nociceptivo en el asta dorsal de la
médula espinal (Millan, 2002; Charbit et al., 2009, 2011; Wei et al., 2009; Taniguchi et al.,
2011), donde se ha asociado a la activacion de receptores D.-like con mecanismos
analgésicos (Taniguchi et al., 2011) y a los receptores Di-like con los efectos
pronociceptivos (Yang et al.,, 2005). Previamente se demostré que la deplecion de
neuronas dopaminérgicas del ndcleo A1l con 6-hidroxidopamina, pero no la de neuronas
serotoninérgicas o0 noradrenérgicas, impide el desarrollo del priming hiperalgésico

inducido por prostaglandina Ez e interleucina 6 en ratones (Kim et al., 2015; Megat et al.,
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2018) y revierte las conductas nociceptivas en un modelo de dolor trigeminal (Abdallah et
al., 2015). Ademas, se habia reportado que la deplecién de las neuronas dopaminérgicas
en la sustancia gris periacueductal reduce la antinocicepcion inducida por opioides
(Flores et al., 2004), mientras que el dolor neuropatico en ratas incrementa la expresion
de tirosina hidroxilasa en dichas neuronas (Mor et al., 2015). Estos hallazgos sugieren
qgue la desregulacion de la funcion dopaminérgica a diferentes niveles del sistema

nervioso puede contribuir al desarrollo y al mantenimiento del dolor.

2.3.1 Receptores D;-like en la nocicepcion

Existe controversia sobre la participacion selectiva de los receptores dopaminérgicos en
la nocicepcion. Aungque se ha demostrado que la influencia dopaminérgica en la
sensibilidad al dolor se debe principalmente a la activacion de los receptores D»-like
(Coffeen et al., 2010; Ortega-Legaspi et al., 2011; Viisanen et al., 2012; Cobacho et al.,
2014; Ledermann et al., 2016), estudios recientes muestran que los receptores D;-like
son indispensables para el desarrollo y mantenimiento de la nocicepcion en otras
condiciones. Se sabe que la administracion de dopamina en la pata trasera de ratas
induce conductas nociceptivas a traves de la activacion de receptores Di-like (Nakamura
y Ferreira, 1987; Queiroz et al., 2022). A nivel supraespinal, la administracion de SCH-
23390 (antagonista de los receptores Di-like) en el area tegmental ventral y en el nucleo
accumbens revierte el efecto antinociceptivo del carbacol (un agonista colinérgico)
administrado en el hipotdlamo (Moradi et al., 2015a). Asimismo, la aplicacion de SCH-
23390 en la sustancia gris periacueductal revierte la analgesia inducida por heroina y
morfina (Flores et al., 2004).

Por otro lado, la administracion intratecal de SCH-23390 reduce la hiperalgesia térmica
inducida por carragenina (Gao et al., 2001) y la alodinia inducida por prostaglandina Ez e
interleucina 6 0 BDNF (priming) en ratones (Kim et al., 2015; Megat et al., 2018). Estudios
previos han demostrado que los receptores D;-like espinales contribuyen a la plasticidad
sinaptica produciendo potenciacion a largo plazo (LTP) de potenciales evocados por
fibras C, los cuales se revierten mediante la aplicacion de SCH-23390 (Yang et al., 2005).
De manera interesante, tanto los receptores D1 como Ds también modulan la nocicepcion

a través de interneuronas GABAérgicas localizadas en laminas profundas del asta dorsal
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de la médula espinal (Megat et al., 2018). Recientemente se reportd que los receptores
D1y Ds modulan la potenciacion a largo plazo a nivel de la médula espinal, o que resulta
en la amplificacion de la transmision nociceptiva (Li et al., 2022). Este fenébmeno podria
favorecer el desarrollo de plasticidad sinaptica en la médula espinal, de manera similar a
la que ocurre en el hipocampo en procesos de memoria y aprendizaje (Hansen y
Manahan-Vaughan, 2014). En apoyo a esto, la ligadura de los nervios espinales
incrementd la inmunoreactividad de los receptores Di-like, y la estimulacion de estos
indujo la desensibilizacion de los receptores opioides (Aira et al., 2016a) y un aumento
de la fosforilacion de la subunidad NR1 del receptor NMDA en la médula espinal (Aira et
al., 2016b), lo que sugiere que el dolor crénico conlleva a una pérdida de la inhibicion
mediada por opioides y el aumento de la excitabilidad neuronal, respectivamente.
Ademas, la administracion de otro antagonista de los receptores Di-like, SCH-39166
(Ilamado también ecopipam), revierte las conductas nociceptivas inducidas por el dafio a
la médula espinal (Rodgers et al., 2019). Si bien este farmaco esta aprobado por la FDA
para el tratamiento de afecciones psiquiatricas (Gilbert et al., 2019; Maguire et al., 2019),
su uso en condiciones de dolor no ha sido explorado.

La evidencia sugiere que la activacion de los receptores Di-like en el sistema nervioso
periférico y central promueve la hipersensibilidad, por o que podrian representar un

blanco terapéutico para distintas condiciones de dolor.

2.3.2 Receptores D,-like en la nocicepcion

En comparacion con los receptores Di-like, la participacion de receptores D2-like en la
nocicepcion ha sido ampliamente explorada en distintos sitios del sistema nervioso y en
varios modelos de dolor. La administracion de quinpirol (agonista de los receptores Do-
like) en el estriado (Magnusson y Fisher, 2000) y en el nucleo accumbens inhibe las
conductas nociceptivas inducidas por formalina (Taylor et al., 2003), mientras que la
administracion de sulpirida (antagonista D»-like) en esta misma area atenua el efecto
antinociceptivo del estrés inducido por nado forzado (Faramarzi et al., 2016). EI quinpirol
administrado directamente en la corteza prefrontal de ratas también reduce la respuesta
a estimulos mecanicos, mientras que la sulpirida revierte este efecto (Sogabe et al.,

2013). De la misma forma, la inyeccion de sulpirida en el area tegmental ventral o en el

28



DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGIA

nacleo accumbens previene el efecto antinociceptivo del carbacol administrado en el
hipotadlamo y revierte las conductas inducidas por formalina (Moradi et al., 2015b;
Siahposht-Khachaki et al., 2017).

Diversos estudios han demostrado la participacion de los receptores D»-like de la médula
espinal en la nocicepcion. La administracion intratecal de apomorfina, un agonista de los
receptores D2 y D3, aumenta el umbral ante estimulos térmicos en ratas (Barasi y Dugal,
1985), mientras que la sulpirida revierte este efecto (Liu et al., 1992). Otro estudio
demostré que la inyeccion espinal de quinpirol en ratas aumenta el umbral ante estimulos
mecanicos, pero no térmicos. Ademas, este efecto se revierte con la co-administracion
de antagonistas selectivos de los receptores D2, Dz y D4 (Almanza et al., 2015). Por su
parte, la administracion intratecal de LY171555, otro agonista Do»-like, revierte la
hiperalgesia térmica inducida por carragenina en ratas (Gao et al., 2001). De forma
similar, la administracion intratecal de levodopa y de quinpirol revierten la alodinia tactil y
la alodinia al frio inducidas por la constriccion del nervio ciatico, efecto que se revierte
con sulpirida (Cobacho et al., 2010, 2014).

Estudios realizados in vitro apoyan el efecto antinociceptivo mediado por la activacion de
receptores Do-like. La aplicacion de dopaminay de quinpirol reduce la excitabilidad de las
neuronas de la sustancia gelatinosa en la médula espinal (Tamae et al., 2005). Asimismo,
la activacion de receptores D2 en el asta dorsal medular inhibe los potenciales de accion
evocados por fibras C en neuronas del ganglio trigeminal (Lapirot et al., 2011). Ademas,
el quinpirol reduce las corrientes de los canales de calcio Cayv2.2 en neuronas del ganglio
de la raiz dorsal a través del receptor D4 (Lu et al., 2018; Almanza et al., 2019; Segura-
Chama et al., 2020).

A pesar de la evidencia anterior, los agonistas D»-like no tienen un efecto superior al de
otros farmacos utilizados en el tratamiento del dolor. No obstante, estudios sugieren que
la activacion de receptores D»-like potencia el efecto de los agonistas p-opioides y
previene sus efectos adversos. La administracion espinal de quinpirol potencia el efecto
antinociceptivo del agonista p-opioide DAMGO en modelos de dolor inflamatorio y
neuropatico en ratas (Aira et al., 2014; Mercado-Reyes et al., 2019). En apoyo a esto, la
administracion de racloprida (antagonista D»-like) en la sustancia gris periacueductal

reduce el efecto antinociceptivo mediado por la activacion de receptores p-opioides
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(Tobaldini et al., 2018). Asimismo, la administracion de R-VK4-40, un antagonista
selectivo del receptor D3, produce un efecto analgésico al tiempo que reduce la tolerancia
y dependencia a la oxicodona en roedores (Jordan et al., 2019).

Estos hallazgos sugieren que la dopamina y los receptores dopaminérgicos son
importantes en el mantenimiento del dolor crénico. Sin embargo, en la actualidad no
existe una caracterizaciéon de los receptores dopaminérgicos, de los cambios en su
expresion o de la participacion de las neuronas dopaminérgicas en modelos de dolor
nociplastico, particularmente en el modelo de dolor tipo fibromialgia inducido por

reserpina.

2.4 Diferencias entre sexos en la nocicepcién

Existe evidencia de que los mecanismos de modulacion y percepcion del dolor son
dependientes del sexo tanto en humanos como en animales (Sorge y Totsch, 2016;
Dance, 2019; Fillingim et al., 2019; Patil y Belugin et al., 2019; Mogil, 2020). La mayoria
de las patologias dolorosas como el dolor de espalda baja cronico, la migraia y la
fibromialgia son mas prevalentes en mujeres que en hombres (Bartley y Fillingim, 2013;
Avona et al., 2019). Ademas, previamente se ha demostrado que las mujeres requieren
de dosis mayores de morfina para aliviar el dolor crénico (Cepeda y Carr, 2003). A nivel
preclinico, se ha observado que el umbral de dolor ante estimulos térmicos es menor en
ratas hembra que en machos (LaCroix-Fralish et al.,, 2006), mientras que la
hipersensibildad inducida por el dafio a nervios es mayor en las hembras (Vacca et al.,
2016). De hecho, el efecto antinociceptivo de farmacos opioides y anti-inflamatorios es
mayor en machos que en hembras en modelos de dolor inflamatorio (Wang et al., 2006)
o visceral (Ji et al., 2006). Con respecto al dolor tipo fibromialgia, nuestro grupo de
investigacion reporté previamente que la administracién intratecal de L-655,708, un
agonista inverso de los receptores GABAa-as, reduce la nocicepcion inducida por
reserpina de manera dependiente del sexo, teniendo un mayor efecto en las ratas hembra
(De la Luz-Cuellar et al., 2019). Este efecto también se observo en el mismo modelo, pero
con un modulador alostérico positivo de los receptores GABAa-as (Gutiérrez-Agredano,
2022).
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Si bien los factores anatomicos, genéticos y psicosociales influyen en las diferencias
entre sexos en el dolor, los mecanismos fisioldgicos que subyacen estas diferencias
pueden deberse a la accion de las células del sistema inmune y/o la participacion de las
hormonas gonadales (Pieretti et al., 2016). En el caso de las células del sistema inmune,
se ha descrito que la activacion de la microglia a través del receptor TLR4 induce el
desarrollo de hipersensibilidad mecéanica en ratones macho, pero no en hembras (Sorge
et al., 2011, 2015). Asimismo, el dafio a los nervios espinales induce la proliferacion de
células gliales durante los primeros dias después de la lesién en ratas macho, pero no
en ratas hembra (Vacca et al., 2016). En apoyo a esto, la administracion de minociclina
(un inhibidor de la microglia) redujo la alodinia tactil en ratones macho, pero no en
hembras, al disminuir los niveles de interleucina 13, factor de necrosis tumoral-o. y BDNF
liberados de la microglia (Kuzanwinska et al., 2014). En contraste, el desarrollo de
alodinia tactil en un modelo de dolor neuropatico estd mediado por la activacion de los
linfocitos T en ratones hembra (Sorge et al., 2015), lo que se relaciona con un estudio
donde se observa una mayor activacion de linfocitos T y B en mujeres en la respuesta
inmune, pero no en hombres (Abdullah et al., 2012).

En la presente tesis se abordara la funcion de las hormonas gonadales en la nocicepcion.

2.4.1 Papel de las hormonas gonadales en la modulacion del dolor

Las hormonas gonadales se sintetizan a partir del colesterol en las gbénadas, en la
glandula adrenal y en el sistema nervioso central (Maurer et al., 2016). Una vez en la
membrana interna de la mitocondria, el colesterol se convierte a pregnenolona por la
enzima CYP11A1l, y después se convierte en progesterona o en dehidroepiandrosterona
(DHEA) en el reticulo endoplasmico liso. Estos ultimos son los precursores de la estrona
y testosterona, las cuales pueden ser transformadas en 173-estradiol por accion de la
enzima 17B- hidroxiesteroide-hidrogenasa y la aromatasa, respectivamente (London y
Clayton, 2010). Si bien las hormonas sexuales son funcionales en ambos sexos, los
androgenos son un grupo de hormonas consideradas masculinas, mientras que los
estrégenos y progestagenos son consideradas hormonas femeninas (Maurer et al.,

2016). No obstante, los efectos de estas hormonas varian dependiendo de su
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concentracion y de la abundancia de sus receptores en los tejidos blanco (Kim et al.,
2014).

Las hormonas son esenciales para un gran numero de funciones fisiolégicas (desarrollo
embrionario, desarrollo de caracteres sexuales, reproduccion), pero en afios recientes la
literatura ha acumulado una serie de reportes que analizan el papel de las hormonas
ovaricas en el procesamiento del dolor cronico (Bartley y Fillingim, 2013; Hassan et al.,
2014; Athnaiel et al., 2023). En este trabajo abordaremos Unicamente el rol de los
estrogenos (17B-estradiol) y la progesterona en la nocicepcion.

Los estrégenos y la progesterona, asi como sus receptores, se encuentran en neuronas
del ganglio de la raiz dorsal (Papka y Storey-Workley, 2002) y en la lamina Il del asta
dorsal de la médula espinal (Amandusson et al., 1995; Vanderhorst et al., 2005), lo que
sugiere que estas hormonas pueden modular directamente la transmision de las sefales
dolorosas (Amandusson y Blomqvist, 2013; Traub y Ji, 2013; Rosen et al., 2017). En la
periferia, los cambios en los niveles de estrégenos impactan en la concentracion de varios
neurotransmisores que participan en el procesamiento del dolor, incluyendo la serotonina
y las B-endorfinas (Aleisi, 2003; Aleisi et al., 2006). Se ha reportado que tanto los
estrégenos como la progesterona desempefian roles antinociceptivos y pronociceptivos
en diferentes circunstancias (Smith et al., 2006; Aloisi y Bonifazi, 2006). Mientras que el
papel los estrogenos en la modulacion del dolor es controvertido (Amandusson and
Blomqvist, 2013; Chen et al., 2021), la progesterona se ha relacionado principalmente

con efectos antinociceptivos (Kuba et al., 2016; Ferreyra y Gonzalez, 2022).

2.4.1.1 17B-estradiol y sus receptores

Los estrogenos son capaces de regular la transmision nociceptiva y la percepcion del
dolor. Estudios de neuroimagen han mostrado que las mujeres que se encuentran en
fase folicular del ciclo menstrual (donde hay menor concentracién de estrégenos) tienen
una menor activacién de receptores p-opioides en respuesta al dolor, en comparacion
con los hombres en regiones corticales relacionadas con la respuesta dolorosa en las
mujeres (Zubieta et al., 2002). Los estimulos dolorosos suelen percibirse con mayor
intensidad cuando hay una concentracion de estrdgenos baja durante el ciclo menstrual

o durante la menopausia (LeResche et al., 2003). En apoyo a esto, la ovariectomia reduce
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el umbral de estimulos mecanicos y térmicos en ratas hembra al reducir el contenido de
17B-estradiol, el estrogeno més potente (DelLeo y Rutkowski, 2000; Garrido-Suarez et al.,
2015; Hernandez-Leon et al., 2018; Li et al., 2014; Pajot et al., 2003; Vacca et al., 2016).
El 17B-estradiol ejerce sus efectos mediante la activacion de los receptores a estrégenos
a Yy B, principalmente (Figura 9). Estos receptores forman parte de la superfamilia de
receptores nucleares y fungen como factores de transcripcion (Russell y Grossman,
2019). La union del 17B-estradiol a sus receptores en el citoplasma produce dimerizacion
para después translocarse al nucleo, donde se unen a elementos de respuesta a
estrogenos y reclutan proteinas como la ARN polimerasa Il para promover la expresion
de genes (Vrtacnik et al., 2014; Chen et al., 2021). La activacion del receptor de
estrogenos o regula genes de crecimiento en lineas celulares de cancer de mama,
mientras que receptor de estrégenos 3 regula genes implicados en la transduccién de
sefales, el control del ciclo celular y la apoptosis (Abba et al., 2005; Chang et al., 2006).
Por su parte, el 17p-estradiol también puede actuar sobre el receptor a estrogenos
acoplado a proteinas G (GPERL1), también conocido como GPR30, que no esta genética
ni estructuralmente relacionado con los receptores de estrogenos a y B (Chen et al.,
2021). GPERL1 se localiza en la membrana celular y su activacion estimula a la adenilato
ciclasa y moviliza las reservas intracelulares de Ca?*, lo que coordina la sefializacion de
distintas cinasas como las MAPK (Wei et al.,, 2014). La activacion de cinasas
intracelulares puede conducir indirectamente a la regulacion de la expresion génica

mediante la fosforilacion de proteinas (Figura 9).
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Figura 9. Receptores de estrégenos.

Las vias de sefializacion activadas por 17-estradiol pueden ser tanto genémicas como
no gendmicas. El 17p-estradiol ingresa a la célula y se une a los receptores a y B (ERw Y
ERg) localizados en el citoplasma. La posterior fosforilacidn de estos receptores induce
su translocacion al nucleo, donde se dimerizan y activan la transcripcion génica al unirse
al elemento de respuesta a estrégenos (ERE) o a otros factores de transcripcion. EI 17f-
estradiol también activa vias no gendmicas a través de su interaccién con receptores
localizados en la membrana, lo que induce vias de sefializacion que involucran diferentes
cinasasy cuya actividad también modifica la expresion génica. FT: factor de transcripcion.
Modificado de Lara-Castillo, 2021.

La literatura sugiere que el 17B-estradiol ejerce un efecto protector en diferentes
condiciones de dolor experimental. En el caso del dolor neuropatico, un estudio mostro
gue la administracion de 17p-estradiol en ratas hembra con dolor neuropatico induce la
activacion temprana de microglia y astrocitos, lo cual s6lo ocurria en ratas macho (Vacca

et al., 2016). Nuestro grupo reportd que el L-655,708, agonista inverso de los receptores
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GABAAx-as, ejerce un efecto antialodinico mayor en ratas y ratones hembra y, ademas,
este efecto esta regulado por el 17B-estradiol mediante la activacion del receptor de
estrogenos o en la médula espinal (Franco-Enzastiga et al., 2020).

Nuestro grupo también observé que el efecto antinociceptivo mediado por los receptores
GABAa-as en el dolor tipo fibromialgia depende del 17B-estradiol (Gutiérrez-Agredano,
2022). Esto se relaciona con un reporte previo en el que se demuestra que el 17p3-
estradiol modula la nocicepcion inducida por reserpina de manera concentracidn-
dependiente (Hernandez-Leon et al., 2018). No obstante, es importante seguir
investigando los mecanismos que subyacen estas diferencias sexuales en la respuesta

al dolor tipo fibromialgia.

2.4.1.1 Progesteronay su receptor

La progesterona actua sobre su receptor (expresado en las isoformas Ay B) que también
pertenece a la familia de receptores nucleares, por lo que regula la transcripcion génica
de manera similar a los receptores de estrégenos (Grimm et al., 2016).

El incremento de los niveles de progesterona durante el embarazo puede potenciar la
activacion del sistema opioidérgico en la médula espinal e incrementar la liberacion de
opioides enddgenos para reducir la sensibilidad al dolor (Gordon y Soliman, 1996). En
apoyo a esto, un estudio reciente demostr6 que la administracion sistémica de
progesterona incrementa la expresion de los receptores &-opioides en la médula espinal
de ratas (Priyanto et al., 2022).

El potencial terapéutico de la progesterona se ha estudiado en el dolor neuropatico. El
tratamiento con progesterona previene la alodinia tactil y la alodinia al frio inducidas por
el dafio a la médula espinal (Coronel et al., 2011). En este sentido, la progesterona
previene la sobreexpresion de las subunidades NR1, NR2A y NR2B del receptor NMDA,
asi como de la isoforma y de la proteina cinasa C (Coronel et al., 2011; Ferreyra y
Gonzalez, 2022), ademas de reducir la expresion de la ciclooxigenasa 2, la activacion de
la microglia y los astrocitos (Coronel et al., 2014) y la expresion del ARNm del factor de

necrosis tumoral a y de las interleucinas 1B y 6 (Coronel et al., 2016).
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Por otro lado, la administracién de progesterona reduce las conductas nociceptivas
inducidas por capsaicina al bloquear a la proteina chaperona Sig-1R y disminuir la
expresion de los canales TRPV1 en ratones (Ortiz-Renteria et al., 2018). Sin embargo,
no existen reportes sobre la modulacién que ejerce la progesterona en otros tipos de

dolor.

2.5 Modulacion dependiente del sexo de los receptores dopaminérgicos y su
papel en la nocicepcidn

Diversos estudios sugieren que los receptores dopaminérgicos también modulan la
nocicepcion de manera dependiente del sexo. En el dolor inducido por formalina y por
CFA (adyuvante completo de Freund, un agente inflamatorio), la administracion de SCH-
23390 directamente en el nucleo del lecho de la estria terminal aumentoé la respuesta
nociceptiva solo en ratas hembra (Hagiwara et al., 2013; Yu et al., 2021). Asimismo, la
ausencia del receptor D3 produce hipoalgesia en el modelo de formalina so6lo en ratas
hembra (Liu et al., 2017). Otro grupo de trabajo reporté que la nocicepcion inducida por
priming esta mediada por los receptores D: en ratones hembra y por los receptores Ds
en ratones macho (Megat et al., 2018).

Es sabido que las hormonas gonadales modulan la funcion de los receptores
dopaminérgicos en la conducta sexual, las conductas tipo psicosis, el aprendizaje y la
respuesta al estrés (Graham et al., 2015; Shisa et al., 2018; Malikowska-Racia et al.,
2021; Joue et al., 2022). El precursor hormonal DHEA modula la transmision
dopaminérgica en el estriado y ejerce efectos protectores ante la deplecién de dopamina
con toxinas (D’Astous et al., 2003; Pérez-Neri et al., 2020). No obstante, se desconoce si
las hormonas sexuales regulan la funcién de los receptores dopaminérgicos en la
nocicepcion.

De manera particular, no existen estudios que hayan abordado la caracterizacion
farmacoldgica de los receptores dopaminérgicos, los cambios en su expresion, las
posibles diferencias entre sexos, la influencia de las hormonas gonadales, asi como la

participacion de las neuronas dopaminérgicas en el dolor tipo fibromialgia.
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3. JUSTIFICACION

La fibromialgia en un sindrome de dolor cronico que afecta severamente la calidad de
vida de quienes la padecen. Los mecanismos fisiopatolégicos de la fibromialgia no han
sido del todo elucidados, lo que dificulta su diagnéstico y el desarrollo de tratamientos
efectivos. Por su parte, el tratamiento actual, ya sea farmacoldgico o no farmacoldgico,
es poco satisfactorio para la mayoria de los pacientes. Estudios previos sugieren que la
funcién dopaminérgica y los niveles de dopamina estan alterados en el sistema nervioso
central de los pacientes con fibromialgia. No obstante, el papel de la dopamina en la
modulacion del dolor ha sido poco estudiado, especialmente en el dolor de tipo
nociplastico.

Dado que la fibromialgia es mas prevalente en mujeres que en hombres, y que la
intensidad del dolor puede estar influenciada por procesos hormonales, como la
menopausia y el ciclo menstrual, es importante investigar el efecto del sexo y las
hormonas gonadales en el procesamiento de este tipo de dolor. Por lo tanto, demostrar
la participacion de los receptores dopaminérgicos en el dolor tipo fibromialgia, asi como
el papel que desempeiian las hormonas gonadales en la actividad de dichos receptores
aportaria evidencia sobre los mecanismos dependientes del sexo que subyacen al dolor
cronico y podria generar una alternativa terapéutica para el tratamiento de la fibromialgia

y de otros sindromes de dolor similares.
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4. HIPOTESIS
o La lesibn de las proyecciones dopaminérgicas espinales reduce la
hipersensibilidad nociceptiva inducida por reserpina en ratas.
o Los receptores espinales Di-like y D2-like modulan la nocicepcion en el modelo de
fibromialgia inducida por reserpina.
o El efecto de los receptores espinales Di-like y Do-like en la hipersensibilidad
inducida por reserpina es dependiente del sexo y de las hormonas gonadales.
5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Investigar la participacion de los receptores dopaminérgicos espinales en el desarrollo y

mantenimiento de la hipersensibilidad nociceptiva inducida por reserpina en las ratas.

5.2. Objetivos particulares

1.

38

Determinar la participacion de las proyecciones descendentes dopaminérgicas en
el inicio y el mantenimiento de las conductas nociceptivas inducida por reserpina
en ratas.

Evaluar farmacologicamente la contribucion de los receptores dopaminérgicos
espinales en la alodinia tactil e hiperalgesia muscular inducidas por reserpina en
ratas.

Evaluar el efecto del sexo en la funcion de los farmacos dopaminérgicos espinales
en la hipersensibilidad nociceptiva inducida por reserpina, asi como la influencia
del 17B-estradiol y la progesterona en estas diferencias.

Determinar, mediante reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, la
expresion de los receptores dopaminérgicos en los ganglios de la raiz dorsal y la

médula espinal de ratas reserpinizadas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar hembra y macho con un peso corporal de 200-220 g al inicio de
los experimentos (a excepcion de las ratas que fueron sometidas a ovariectomia bilateral,
cuyo peso inicial fue de 180 g). Los animales se mantuvieron a temperatura ambiente en
ciclos de luz-oscuridad de 12 horas con libre acceso a agua y alimento, y fueron
habituados a la manipulacién y a las técnicas de evaluacién antes de cada procedimiento.
Todos los experimentos se llevaron a cabo siguiendo los lineamientos éticos para la
investigacion del dolor experimental en animales (Zimmermann, 1983) y de acuerdo con
los criterios de la Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de
laboratorio (NOM-069-Z0O0-1999). El presente trabajo esta sustentado por el Protocolo
0042-13, aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales del

Cinvestav.

6.2 Modelo de dolor tipo fibromialgia inducido por reserpina

El dolor tipo fibromialgia se indujo con el procedimiento descrito por Nagakura et al.
(2009). La reserpina (Cat. R0875, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) se disolvié en 0.5% de
acido aceético glacial (Cat. 320099, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en solucién salina al
0.9%. Posteriormente, se administré via subcutanea en dosis de 1 mg/kg una vez al dia
durante tres dias consecutivos. El grupo control recibié una inyeccién subcutanea de
0.5% de acido acético en solucion salina al 0.9%, en un volumen de 1 ml/kg, una vez al

dia durante tres dias consecutivos.

6.3 Administracion intratecal

La inyeccion intratecal de los farmacos, vehiculos y ARNs de interferencia pequefios
(siRNAs), descritos en secciones posteriores, se realizd siguiendo una técnica reportada
previamente (Mestre et al., 1994) con algunas modificaciones. Bajo anestesia con
isofluorano, las ratas recibieron una puncion lumbar directa en el espacio entre las
vértebras L4 y L5 utilizando una aguja calibre 30 G conectada a una jeringa. Después de

corroborar el acceso al espacio subaracnoideo mediante el reflejo de sacudida de la cola,
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se inyectd un volumen de 10 pl para cada tratamiento o vehiculo (12 pl en el caso de los

SsiRNAs) y se permitié a los animales recuperarse de la anestesia durante unos minutos.

6.4 Lesion de las proyecciones espinales dopaminérgicas

La lesion de las neuronas dopaminérgicas espinales se realizé mediante la
administracion intratecal de 50 pg de 6-hidroxidopamina (6-OHDA, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO). Se realizé un pre-tratamiento con desipramina (DES, 20 mg/kg i.p., Tocris
Bioscience, Elisville, MO) 40 min antes de la inyeccion de la toxina para proteger a las
neuronas noradrenérgicas (Sawynok et al., 1991; Kim et al., 2015).

6.5 Ovariectomia

La ovariectomia bilateral se llevdo a cabo siguiendo un método descrito previamente
(Hernandez-Leon et al., 2018). Las ratas se anestesiaron con ketamina/xilazina (50/10
mg/kg, i.p.) y ambos ovarios fueron removidos quirdrgicamente de la cavidad abdominal
baja. Después de suturar el masculo y la piel, la herida fue tratada con cloruro de
benzalconio al 50% como antiséptico. El cese del ciclo estral se comprobd mediante la

observacion de leucocitos (fase de diestro) en el frotis vaginal.

6.6 Evaluacion de las conductas nociceptivas

6.6.1 Determinacion de la alodinia tactil

Las ratas se colocaron de forma individual en cajas de acrilico transparente sobre una
malla metalica durante 30 min para habituarse. Los animales se estimularon en la parte
media de la pata con los filamentos de von Frey (Stoelting Co., Wood Dale, IL). El 50%
de umbral de retiro se determiné empleando el método up-down (Dixon, 1980; Chaplan
et al., 1994). Se inicio con el filamento de 2 g y se ascendié o descendid con incrementos
logaritmicos de rigidez (1.65-6.65 g) en funcion de la respuesta del animal. Una respuesta
positiva provoca el retiro de la pata estimulada en un lapso de 7-8 segundos, mientras
gue una respuesta negativa es aquella donde el estimulo no genera el retiro de la pata
en el mismo lapso. Después de la primera respuesta positiva, la pata se estimulé cuatro
veces mas tomando en total una serie de seis patrones de respuestas positivas y

negativas. El 50% del umbral de retiro de la pata se calculé con la siguiente férmula:
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50% umbral de retiro (g)=(10%"**)/10000

Donde Xf es el valor del dltimo filamento de von Frey utilizado (en unidades logaritmicas);
k es el factor de correccion basado en los patrones de respuesta de la tabla de calibracién
y al valor tabulado con base al nimero de respuestas positivas y negativas; y ¢ se refiere

a las diferencias de promedio entre estimulos (unidades logaritmicas).

6.6.2 Evaluacion del umbral de presién muscular

El umbral de presién muscular se midi6é de acuerdo con el método reportado por Schafers
et al. (2003). Las ratas se envolvieron en un pafo de franela y la extremidad posterior
derecha se posicion6 en el aparato de Randall-Selitto (UGO BASILE 37215 Analgesy-
meter, Comerio, VA, Italia) para aplicar una fuerza mecéanica que incremento linealmente
(maximo 250 g) sobre el musculo gastrocnemio. La respuesta se midié como la presion
en gramos necesaria para que la rata retirara la extremidad o vocalizara. Cada prueba se
repitio tres veces con intervalos de al menos un minuto entre cada estimulo. El promedio

de umbral de presién muscular se calculé con base en las tres mediciones.

6.7 Evaluacion de la coordinaciéon motora

La evaluacion de la coordinacion motora se llevo a cabo utilizando la prueba del Rotarod.
Los distintos grupos de ratas se habituaron al equipo durante 10 min a 14 rpm, por dos
dias consecutivos. Al dia siguiente (dia de la prueba), los animales se colocaron
nuevamente en el equipo a la misma velocidad y se registré el nimero de caidas de cada

rata durante 5 min.

6.8 Farmacos

La caracterizacion farmacologica de los receptores dopaminérgicos en la nocicepcion
inducida por reserpina, asi como la determinacion de la participacion de los receptores a
estrégenos y progesterona en ratas ovariectomizadas, se realizd6 mediante el tratamiento
y co-tratamiento con agonistas y antagonistas selectivos para cada subtipo de receptor,
respectivamente (Tabla 2, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Estos se disolvieron en solucion

salina o DMSO (dependiendo de su solubilidad) y se administraron por via intratecal en
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las ratas reserpinizadas. La eleccion de las dosis para cada farmaco se baso en estudios

previos y en experimentos piloto realizados en el laboratorio.

Tabla 2. Agonistas y antagonistas selectivos utilizados en este trabajo.

Farmaco Funcién Receptor Afinidad Afinidad por otros
Quinpirol Agonista Do-like pKi8.3 (pDéi>8.[;3—> 7[.);)
Pramipexol Agonista Do-like pKi 9.3 (Eéi>9_[;):,2_>8[.)2)
SKF-38393 | Agonista parcial D.-like pKi 9.3 (pK?;;, E) 19,0)
SCH-23390 Antagonista D.-like pKi 9.7 (pKIi:)é.; E) 59_5)
L-741,626 Antagonista D: PKi 8.6 (Eéi>8.[e)33—> 6[.)(;)
PG01037 Antagonista Ds PKi9.1 (;[))lzi>9.[:)L2—> 6[.)2)
L-745,870 Antagonista D PKi 9.4 (pKIi:)S.Z E) 26.0)
ICI-182.780 Antagonigta no ERuwp Clso 0.29 NM -
selectivo
MPP Antagonista ERq pKi 8.5 pfiiﬁ_7
PPT Agonista ERq CEso 200 pM -
DPN Agonista ER; | CEs00.85nM CE;E(; M
Mifepristona Amsgzr;is\z no PR Clso 0.2 nM Clsoii nM

Seeman y Van Tol, 1994; Mierau et al., 1995; Kulagowski et al., 1996; Howell et al., 2000; Bourne, 2001;
Meyers et al., 2001; Sun et al., 2002; Zhi et al., 2003; Grundt et al., 2005, Leung et al., 2009.

pKi: logaritmo negativo de la constante de inhibicion (Ki); Clso: Concentracion media necesaria para
alcanzar el efecto méximo inhibidor; CEso: Concentracién media necesaria para alcanzar el efecto maximo;
MPP: metil-piperidino-pirazol; PPT: protopanaxatriol; DPN: diaril-propionitrilo; ER: receptor a estrégenos;
PR: receptor a progesterona; GR: receptor a glucocorticoides.

6.9 Knockdown de los receptores dopaminérgicos D; y Dsespinales

Se realiz6 el tratamiento intratecal con ARN de interferencia pequefios (siRNASs) dirigidos
a los receptores D1 y Ds. El esquema de administracion se bas6 en estudios previos
(Doré-Savard et al., 2008; Njoo et al., 2014), con algunas modificaciones. La preparacion

de los siRNAs se llevd a cabo inmediatamente antes de su administracién bajo una cabina
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de flujo laminar. Las secuencias del SiRNA del receptor D1 (Drd1 Rat siRNA Oligo Duplex,
Cat. SR502135) como las del Ds (Drd5 Rat siRNA Oligo Duplex, Cat. SR502866) y sus
respectivos controles (scrambled) se reconstituyeron con 200 pl de solucion
amortiguadora libre de ARNasas. Posteriormente, cada secuencia se calento durante 2
min a 94°C y se dej0 enfriar a temperatura ambiente, de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante (OriGene Technologies, Inc., Rockville, MD). En tubos
Eppendorf pequenos, se mezclaron 8 ul de siRNA y 4 ul del reactivo de transfeccion
(Lipofectamine 2000 Transfection Reagent, Cat. 11668019, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA), se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente y se administraron
por via intratecal en un volumen de 12 pl (correspondiente a 1 ug de siRNA) a cada rata.
El procedimiento se repitié hasta completar un esquema de 1 ug de siRNA cada 24 h

durante tres dias consecutivos.

6.10 Determinacién de la expresion de los receptores de dopamina por reaccion
en cadena de la polimerasa cuantitativa

Las ratas se sacrificaron por decapitacion y se extrajeron los ganglios de la raiz dorsal
(L4-L6) y la parte lumbar de la médula espinal (L1-S1) en su porcion dorsal, retirando
todo el tejido circundante. Inmediatamente se sumergieron en nitrégeno liquido y se
almacenaron en tubos de centrifugacion a -70°C hasta su uso. Para extraer el ARN total
mediante el método de guanidina-tiocianato, las muestras se homogenizaron con reactivo
Trizol de acuerdo con las especificaciones del fabricante (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA). La concentracion y pureza del ARN se determinaron mediante
espectrofotometria a una densidad Optica de 260/280 nm. Posteriormente, se sintetizo el
ADN complementario (ADNc) a partir de 5 ug de ARN total empleando hexanucléotidos
(Oligo dT) y transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA),
incubando la reaccion durante 1 h a 37°C.

La reaccion de PCR cuantitativa se llevd a cabo utilizando 0.1 yM de las sondas
predisefiadas (Tabla 3) de cada uno de los genes de los receptores dopaminérgicos
(Tagman Gene Expression Assay, Cat. 4331182, Applied Biosystems, Carlsbad, CA)y 2
pl de ADNc, en un volumen total de 10 yl de Master Mix (Tagman Universal PCR Master

Mix, Cat. 4364338, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). La amplificacion se
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realizé en el equipo PikoReal 96 Real-Time PCR Detection System (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA), en donde previamente se establecieron las condiciones
Optimas de temperatura y nimero de ciclos mediante curvas de estandarizacion. La
expresion del ARN mensajero se cuantifico por el método 222Ct (Livak y Schmittgen,
2001) y se normaliz6 utilizando la sonda predisefiada del gen Actb (beta-actina, Tagman
Gene Expression Assay, Cat. 4331182, Applied Biosystems) como control interno.

Tabla 3. Secuencias Tagman utilizadas en este trabajo.

Gen No. de acceso Tam_aﬁo del Ubicacion I[? del ensayo
GenBank amplicén (bp) | del ensayo (Applied Biosystems)
Drd1 M35077.1 83 1361 Rn03062203_sl1
Drd2 M36831.1 85 1179 Rn01418275 ml
Drd3 X53944.1 63 465 Rn00567568_m1
Drd5 NM 012768 65 1359 Rn01640412 si1
Actb NM 031144 91 881 RnN00667869 m1l

6.11 Analisis de datos y estadistica

Todos los analisis y graficos se realizaron con el programa estadistico Graphpad Prism
6.01 (GraphPad Inc. San Diego, CA). Los resultados conductuales se expresan como la
media + el error estandar (EE) de seis u ocho animales por grupo, graficando el umbral
de retiro o el umbral de presion muscular en funcion del tiempo. Ademas, se determind
el area bajo la curva (ABC) de los cursos temporales mediante el método de los
trapezoides y se graficd la media £ EE de las unidades de area para cada grupo. Los
resultados de qPCR se expresan como la media = EE de 3-4 animales.

Para determinar las diferencias entre grupos, se realizaron analisis de varianza (ANOVA)
de una o dos vias seguido por las pruebas de Bonferroni o Dunnett. Las diferencias
estadisticas entre dos grupos se probaron mediante la prueba t de Student. Para todos

los casos, un valor de P menor a 0.05 se considerd6 significativo.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

7.1 Lesion de las neuronas dopaminérgicas espinales con 6-hidroxidopamina

La lesién de las proyecciones dopaminérgicas espinales se realizd con la administracion
de 6-hidroxidopamina en dos paradigmas experimentales. En el primero, se administré
un tratamiento de desipramina (25 mg/kg, i.p.; para proteger a las neuronas
noradrenérgicas) con 6-hidroxidopamina (50 ug/10 ul, i.t.) 7 dias antes de la induccién
del modelo con reserpina (pretratamiento, Figura 10). En el segundo, el tratamiento con
desipramina y 6-hidroxidopamina se realiz6 24 h después de la Ultima inyeccién de
reserpina (postratamiento, Figura 11). Se utilizO6 como control un grupo de ratas
reserpinizadas a las que solo se administré desipramina y salina estéril (10 pl, i.t.) y otro

que unicamente recibio salina (1 ml/kg, i.p., y 10 pl, i.t.).

Curso temporal

Evaluacion conductual

= = Reserpina
Habituacion (1 mg/kg/dia, s.c.)
200
'..?...? 0305000010000 HOOOOOOY Dias
Rotarod

Desipramina 20min I ¢ hidroxidopamina
(20 mg/kg, i.p) (50 g0 pl, i.t)

o _ T
Desipramina 40 min Salina
(20 mg/kg, i.p) (101, it) ‘a

o _ = 4

Salina 40 min Salina

(1 mifkg, i.p.) (10 . it)

Figura 10. Disefio experimental del pretratamiento con 6-hidroxidopamina y los
tratamientos control.

Grupos independientes, n=8. s.c.. via subcutanea; i.p.: via intraperitoneal; i.t.: via
intratecal.

La evaluacion de las conductas nociceptivas, alodinia e hiperalgesia muscular, se llevé a
cabo siguiendo el curso temporal del modelo hasta el dia 21 post-reserpina. Asimismo,

los animales se sometieron a la prueba del rotarod antes y después del tratamiento con
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6-hidroxidopamina para descartar posibles alteraciones en el control motor asociadas a

la lesion de las neuronas dopaminérgicas.

Curso temporal

Evaluacion conductual

Reserpina
Habituacion 1 mg/kg/dia, s.c.

lllOOI?OIO?IOOOO'OOOOOOO Dias

| Rotarod Rotarod
Desipramina “0min I g hidroxidopamina
(20 mg/kg. i.p) (50 pg/10 . i.t)
. B © 40 mi
Desipramina min Salina
‘a (20 mg/kg, i.p) (10 pl, it)
= 0
Salina 40 min salina
(1 mirkg, 1.p.) (10 pl it)

Figura 11. Disefio experimental del postratamiento con 6-hidroxidopamina y los
tratamientos control.

Grupos independientes, n=8. s.c.. via subcutanea; i.p.: via intraperitoneal; i.t.: via
intratecal.

7.2 Farmacologia de los receptores dopaminérgicos

Para determinar la participacion de los receptores dopaminérgicos Di-like espinales en
condiciones no patolégicas, se administr6 dopamina o SKF-38393 por via intratecal en
hembras naive (solos o en combinacion con SCH-23390) y se evalud su efecto en el
umbral de retiro de la pata hasta por 8 horas (Figura 12).

La caracterizacion farmacoldgica de la contribucidn de los receptores dopaminérgicos en
la nocicepcion inducida por reserpina se realizé mediante la administracion intratecal de
agonistas y antagonistas selectivos para las familias de receptores Di- y D2-like en ratas
hembra reserpinizadas, 5 o 7 dias después de la induccién del modelo, siguiendo el curso
temporal del efecto antialodinico o antihiperalgésico hasta por 8 horas, respectivamente
(Figura 13). En el caso de los machos, Unicamente se evalud el efecto antialodinico de

estos farmacos.
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En un subgrupo de experimentos realizados Unicamente en ratas hembra, se
administraron co-tratamientos utilizando antagonistas selectivos para de cada subtipo de
receptor (D2, D3 y Ds) de la familia D2-like con el fin de determinar su participacion
individual en la nocicepcién inducida por reserpina.

Evaluacion de la
conducta basal

???'\O'O""OD[&:S

Habituacion

Administracién i.t. de dopamina,
9 SKF-38393, SCH-23390 o co-tratamientos

) Evaluacién conductual
S

lliiililiHnras

o

Figura 12. Disefio experimental de la administracion de farmacos en ratas naive.

Se utilizaron grupos independientes para evaluar cada tratamiento o co-tratamiento, n=6.
i.t.; intratecal.

Evaluacion conductual

— Alodinia Presion d
Hatl’miacl"]" muscular -
QO'TTTOOC!!!‘!!""""'!!i Dias g
Reserpina
LSRR Administracion Curso temporal
intratecal de farmacos 7
dopaminérgicos valuacion de las
.. & 9 2 o conductas nociceptivas |

._-,_jn @ 92 @ 3 @4 » & ® @ Horas

"

=

Figura 13. Disefio experimental de la caracterizacion farmacoldgica.

Se utilizaron grupos independientes para evaluar cada tratamiento o co-tratamiento, n=6.
S.c.: via subcutanea.
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7.3 Esquema de administracion de los siRNAs

Ante la ausencia de antagonistas selectivos para los receptores de la familia D:-like, se
realizé un tratamiento intratecal con siRNAs dirigidos a los receptores D1y Ds (1 ug de
siRNA cada 24 h durante tres dias consecutivos, Figura 14). Cada grupo de ratas
reserpinizadas (n=8) se dividid en dos: una parte del grupo (n=3) se utilizé para extraer
la porcion dorsal de la médula espinal lumbar 24 horas después de la Ultima inyeccion de
SiRNA (tejido que se proceso para cuantificar la expresion de los receptores), mientras
gue el grupo restante (n=5) continud con la evaluacién conductual para determinar la
duracién del efecto de cada siRNA. Asimismo, los animales se sometieron a la prueba

del rotarod para descartar posibles alteraciones en el control motor.

Curso temporal s 9 9

Evaluacion conductual

Tratamiento con siRNAs
Dias 4, 5 y 6 post reserpina

o0 lTT.OOlOOI ii' TTOOOOO0.00000 Dias

Habituacion

Reserpina Extraccion de

(1 mg/kg/dia, s.c.) medula espinal
1

Rotarod

RT-gPCR

Figura 14. Disefio experimental del tratamiento intratecal con siRNAs dirigidos a
los genes de los receptores Dy y Ds.

n=8, RT-qPCR: reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion
inversa; s.c.: via subcutanea.

7.4 Ovariectomia, reconstitucion con estradiol y farmacologia de los receptores a
estrogenos

Después de observar diferencias dependientes del sexo en el efecto de los farmacos
dopaminérgicos (Figura 36), se evalu6 si este fenbmeno estaba mediado por hormonas
gonadales. Para ello, se realiz6 una ovariectomia bilateral en diferentes grupos de ratas.

Luego, los animales fueron tratados con reserpina 20 dias después de su recuperacion.
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Posteriormente, recibieron un tratamiento con 173-estradiol (10 pg/kg, s.c.) o su vehiculo
(aceite de sésamo, s.c.) 24 h antes de la administracion intratecal de los farmacos
dopaminérgicos SCH-23390, pramipexol y quinpirol (Figura 15). La dosis de 17p-
estradiol utilizada se bas6 en experimentos piloto y en estudios previos (Hernandez-Leon
et al., 2018). Se observé que esta dosis no modifica el umbral de retiro de la pata en las

ratas reserpinizadas.

Evaluacién conductual |

| Ovariectomia |

-20 000 P03 0500000000000009000 Dias

Reserpina Administracion it. de
{1 mg/kg/dia, s.c.) farmacos dopaminérgicos Evaluacion de las
o conductas nociceptivas |
/o o Administracion s.c. de
* 7 | 17p-estradiol {10 pg/kg) L LB 6 & Horas
\ | o vehiculo

Figura 15. Disefo experimental del tratamiento agudo con 17B-estradiol previo a la
administracion intratecal de los farmacos dopaminérgicos.

Se utilizaron grupos independientes para evaluar la influencia de la ovariectomia en el
efecto antinociceptivo de los farmacos dopaminérgicos, asi como el resultado de la
reconstitucion con 17B-estradiol en dicho efecto, n=5-6. i.t.: intratecal, s.c.: via
subcutanea.

Para corroborar que el efecto de los farmacos estuviera ligado a la sefializacion del 173-
estradiol, se administré un pretratamiento intratecal con los antagonistas ICI-182,780 (10
Mg por 3 dias, que actla sobre los receptores a estrogenos o/f) o metil-piperidino-pirazol
(0.5 pg por 3 dias, selectivo para los receptores a estrégenos o) del dia 2 al 4 después
de la ultima inyeccion de reserpina en ratas ovariectomizadas. En el dia 4, los animales
también fueron reconstituidos por via sistémica con 17p-estradiol, y se les administro
SCH-23390 (30 nmol, i.t.) 24 h después (Figura 16). En otro grupo de experimentos, las
ratas ovariectomizadas reserpinizadas (sin reconstituir con 17p-estradiol) recibieron
propilpirazoletriol (2.4 pjg, i.t.; agonista de los receptores a estrogenos o) O

diarilpropionitrilo (4 g, i.t.; agonista de los receptores a estrégenos B) 4 h antes de ser
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tratadas con SCH-23390 intratecal (Figura 17). Las dosis y concentraciones de los
agonistas y antagonistas de los receptores a estrégenos fueron seleccionadas con base
en estudios previos (Nag y Mokha, 2004; Ji et al., 2011; Franco-Enzastiga et al., 2020).

MPP o ICI-182,780

I Ovariectomia I -
0 DMSO al 5%, Ii.t.

| |
-zo---TTTn 23300000000000000000 Dizs

Reserpina Administracion i.t. de
{1 ma'kg/dia, s.c.) SCH-23390 (30 nmol) Evaluacion de las —‘
s conductas nociceptivas
- -T/‘b- ™
/a 20 Administracion s.c. de
3 o @ @ 2 % &4 o & ® & Horas

A F | 17p-estradiol (10 pgikg, 5.c.)

Figura 16. Disefio experimental del tratamiento con antagonistas de los receptores
a estrogenos a y B y la reconstitucion con 17g-estradiol previo a la administracion
intratecal del antagonista de los receptores Di-like.

Se utilizaron grupos independientes para cada antagonista del receptor a estrogenosy el
vehiculo, n=6. MPP: metil-piperidino-pirazol; DMSO: dimetil sulfoxido; s.c.: via
subcutanea; i.t.: intratecal.

| ovariectomia | Reserpina
(1 mg/kg/dia, s.c.)

—20'"lll“"".""‘“""i"' Dfas

Propilpirazoletriol, 4h "
diarilpropionitrilo o SCH-23390 Evaluacion de las —|
DMSO al 5%, i.t. (30 nmol, i.t) conductas nociceptivas
N © 0 @ 00 0 0 & o Hoas

f Jq‘*" "?‘ \

| F | |

|

\ ., y A

Figura 17. Disefio experimental del tratamiento con agonistas de los receptores
estrogenos a y B antes de la administracion intratecal del antagonista de los

receptores Ds-like.
Se utilizaron grupos independientes para cada tratamiento, n=6. DMSO: dimetil sulfoxido;

s.c.: via subcutanea; i.t.; via intratecal.
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7.5 Reconstitucion con progesteronay farmacologia del receptor a progesterona
Para investigar la participacion de la progesterona en el efecto antialodinico de los
agonistas de los receptores Do-like, se realizé una reconstitucion con 17B-estradiol (10
Mag/kg, s.c.) con progesterona (3 mg, s.c.) o sus vehiculos (aceite de sésamo o aceite de
maiz, respectivamente). La progesterona fue administrada 22 h después del 173-estradiol
y dos horas antes del tratamiento con quinpirol o pramipexol (Figura 18). La dosis de
progesterona se eligido con base en estudios previos de proceptividad sexual en ratas
(Becker, 2005).

| Ovariectomia | {1 mRESE::IDIi:as(:]

-20 000000050000000000000000 Dias

17p-estradiol 22 h | Progesterona (3 mg/rata, s.c.)
{10 pg/kg, sc)o 0 aceite de maiz
aceite de sésamo
2h
1o _ Pramipexol o Evaluacién de las
™ -+ quinpirol, i.t. conductas nociceptivas |
‘\.3 . A 7 2 3 4 6 & Horas

Figura 18. Diseio experimental de la reconstitucion con 17@-estradiol y
progesterona previo a la administracion intratecal de los agonistas de los
receptores D-like.

Se utilizaron grupos independientes para evaluar el efecto de cada tratamiento, n=6. s.c.:
via subcutanea; i.t.: via intratecal.

Para corroborar la especificidad del efecto de la progesterona, se administré mifepristona
(antagonista del receptor a progesterona, 5 ug, i.t.) o su vehiculo (DMSO, 10 ul) 30 min
antes de la reconstitucion con progesterona, para después evaluar el efecto antialodinico
del pramipexol (Figura 19). La dosis de mifepristona se eligio con base en estudios
previos (Peng et al., 2009; Shoaib et al., 2021).
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I Ovariectomia I Reserpina
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20000000000050000000000000000 Dias

17B-estradiol 215 h | Mifepristona
(10 pg'kg, s.c.) o (9 Hg, it)o
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T 30 min
PN |
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Figura 19. Diseno experimental de la reconstitucién con 17B-estradiol, el bloqueo
del receptor a progesterona previo a la reconstitucion con progesterona, asi como
el tratamiento intratecal con pramipexol.

Se utilizaron grupos independientes para evaluar el efecto de cada tratamiento, n=6. s.c.:
via subcutanea; i.t.: via intratecal.

7.6 Efecto de la reconstitucion hormonal en ratas reserpinizadas

Para reafirmar que el 17p-estradiol y la progesterona modulan el efecto antialodinico de
los farmacos dopaminérgicos en ratas hembra reserpinizadas, grupos independientes de
animales (sin ovariectomia) se reconstituyeron con 173-estradiol o con la combinacién
de 17p-estradiol y progesterona, o sus respectivos vehiculos, de la misma forma en que
se describié previamente. Después, los animales recibieron un tratamiento i.t. con
concentraciones subefectivas de SCH-23390 (3 nmol) o pramipexol (0.15 nmol) (Figura
20).
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Figura 20. Diseio experimental de la reconstitucion con 17@-estradiol y
progesterona en hembras reserpinizadas sin ovariectomia previo al tratamiento
intratecal con SCH-23390 o pramipexol.

Se utilizaron grupos independientes para evaluar el efecto de cada tratamiento, n=6. s.c.:
via subcutanea; i.t.: via intratecal.

7.7 Expresion de los receptores dopaminérgicos en médula espinal y ganglios de
la raiz dorsal

Se realizé un curso temporal de la expresion del ARN mensajero (ARNm) de los
receptores dopaminérgicos en ratas reserpinizadas de ambos sexos, utilizando animales
tratados con acido acético al 0.5% como control y animales naive como control negativo.
Para ello, se extrajo la porcion dorsal de la médula espinal lumbar y los ganglios de la
raiz dorsal (L4 a L6), a partir de los cuales se obtuvo el ARN total con el método del Trizol.
Posteriormente, se sintetizé el ADN complementario (ADNc) mediante una reaccién con
transcriptasa reversa. La expresion de los diferentes subtipos de receptores
dopaminérgicos se determind mediante PCR cuantitativa con primers y sondas Tagman

especificos para cada uno (Tabla 3; Figura 21). La expresion del ARNm se cuantificé por
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el método 222Ct (Livak y Schmittgen, 2001) utilizando el gen de B-actina como de

expresion constitutiva.

Evaluacion de la
conducta basal

OOOTTT.OOOO0.000000.0000000 Dias

|

Reserpina iy - :
(1 mg/kg/dia, s.c) 0 Extraccion d% glggula espinal
acido acetico glacial al ¥
0.5% (1 miikg, 5.C.) L
Obtencion de ARN total
' o}
ﬁ‘ i-) 9 Dbtenuilcn del ADN complementario ‘ ¢‘ i-) ~
i Ii-n-—. __'I
o PCR en tiempo real o

A ~ N
A o

Figura 21. Disefio experimental de la determinacion de la expresion de los
receptores dopaminérgicos en el modelo de fibromialgia inducida por reserpina.
Se utilizaron grupos independientes de ratas de ambos sexos para evaluar la expresion
de cada uno de los dias del curso temporal, y se determind la expresion de los subtipos
de receptores D1, Do, D3 y Ds en médula espinal y en ganglios de la raiz dorsal, n=3-4.
ARN: &cido ribonucleico; ADN: acido desoxirribonucleico; GRDs: ganglios de la raiz
dorsal; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; s.c.: via subcutanea.
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8. RESULTADOS

8.1 Lesion de las neuronas dopaminérgicas espinales

8.1.1 El pretratamiento con 6-hidroxidopamina previene el desarrollo de la
hipersensibilidad inducida por reserpina

La inyeccién subcutdnea de reserpina (1 mg/kg por 3 dias) redujo el umbral de retiro y el
umbral de presion muscular en ambas patas, lo que se interpreté como alodinia tactil e
hiperalgesia muscular, respectivamente. La administracion intratecal de 6-
hidroxidopamina (50 pg) 7 dias antes de la induccién del modelo de reserpina previno el
desarrollo de alodinia tactil e hiperalgesia muscular (Figura 22), manteniendo los
umbrales en valores mas cercanos a los de los grupos control. Esto sugiere que las
proyecciones espinales dopaminérgicas son necesarias para el inicio de la
hipersensibilidad producida por la reserpina. En contraste, los grupos que solo recibieron
tratamientos con desipramina y salina estéril desarrollaron ambas conductas nociceptivas
de manera habitual. Este dato sugiere que el bloqueo del transportador de noradrenalina

y la administracion del vehiculo no afectan la induccién del modelo.

=0- Naive -~ DES +RES
-8 [DES +6-0HDA + RES -8 Salina

Alodinia tactil Hiperalgesia muscular

—_ 250 ¢
C s %
e =
b= =
2 3 200
g L
® E
Z 5 1504
E 2
= . @
2 RES a RES
@ W 11

u L) : : LI L) L} L} L) L) 1 100 L] : : LI B | L] L] 1 L] T 1

96 21357 10 14 21 96 21357 10 14 21
Tiempo (dias post-RES) Tiempo (dias post-RES)

Figura 22. Efecto del pretratamiento con 6-hidroxidopamina en la hipersensibilidad
inducida por reserpina.

Cursos temporales del desarrollo de la alodinia tactil (izquierda) y de la hiperalgesia
muscular (derecha) inducidas por reserpina (RES). La flecha azul indica el tiempo del
tratamiento con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), desipramina (DES) o salina, mientras que
las flechas negras indican los tiempos de administracion de reserpina (1 mg/kg/dia). Cada
punto representa el promedio de 8 ratas + EE. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus
salina, por ANOVA de dos vias, seguido de la prueba de Bonferroni.
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8.1.2 El postratamiento con 6-hidroxidopamina revierte las conductas nociceptivas
inducidas por reserpina

La lesion de las proyecciones dopaminérgicas espinales con 6-hidroxidopamina (50 ug),
pero no la administracion de desipramina o salina estéril, revirtio la hipersensibilidad
inducida por reserpina una vez que ya estaban establecidas las conductas en el modelo
(Figura 23). Esto sugiere que las proyecciones espinales dopaminérgicas también son
necesarias para el mantenimiento de la alodinia tactil y la hiperalgesia muscular
producidas por la reserpina. Cabe mencionar que la toxina no aumenté el numero de
caidas en la prueba del rotarod (Figura 24), demostrando que el esquema de
administracién con 6-hidroxidopamina no afecta la coordinacién motora de los animales.
Estos resultados sugieren que la dopamina liberada por las neuronas hipotalamicas de
proyeccion espinal promueve la nocicepcion en el modelo de fibromialgia inducida por

reserpina en ratas.
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Figura 23. Efecto del post-tratamiento con 6-hidroxidopamina en la
hipersensibilidad inducida por reserpina.

Cursos temporales del desarrollo de la alodinia tactil (izquierda) y de la hiperalgesia
muscular (derecha) inducidas por reserpina (RES). La flecha azul indica el tiempo del
tratamiento con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), desipramina (DES) o salina, mientras que
las flechas negras indican los tiempos de administracion de reserpina (1 mg/kg/dia). Cada
punto representa el promedio de 8 ratas + EE. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus
salina, por ANOVA de dos vias, seguido de la prueba de Bonferroni.
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Figura 24. Efecto del tratamiento con 6-hidroxidopamina sobre la coordinacion
motora.

Registro del numero de caidas durante cinco minutos en la prueba del Rotarod. Cada
punto representa a las 8 ratas de cada uno de los tratamientos y el EE esta representado
con barras de colores. No se observaron diferencias significativas entre grupos, por
ANOVA de dos vias, seguido de la prueba de Bonferroni. DES: desipramina; 6-OHDA: 6-
hidroxidopamina.

8.2 Farmacologia de los receptores dopaminérgicos Di-like

8.2.1 La activacion de los receptores D;-like espinales promueve la nocicepcién en
animales intactos

Una vez que observamos que la eliminacion de las proyecciones dopaminérgicas
espinales previno y revirtio la hipersensibilidad inducida por reserpina, investigamos la
participacion de los receptores Di-like en la nocicepcion en condiciones no patoldgicas.
La administracion i.t. de dopamina redujo el umbral de retiro de la pata en ratas intactas
de manera concentracién dependiente (Figura 25A y B). Asimismo, la inyeccion i.t. de
SKF-38393 (agonista Di-like, 30 nmol) replico el efecto de la dopamina, mientras que el
tratamiento con SCH-23390 (antagonista D:-like, 30 nmol) abolio el efecto pronociceptivo
de la dopamina (Figura 25C y D). EI SCH-23390 no produjo efecto per se. Estos
resultados sugieren que la dopamina produce hipersensibilidad mecanica mediante la

activacion de los receptores dopaminérgicos Di-like espinales.
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Figura 25. Efecto del tratamiento intratecal con dopamina, SCH-23390 y SFK-38393.
A) y C) Cursos temporales del umbral de retiro en ratas intactas después de la
administracion de dopamina (DA), SCH-23390 (SCH), SKF-38393 (SKF) o sus
combinaciones. Cada punto representa el promedio de 8 ratas + EE. *p < 0.05, **p <0.01,
***p <0.001 versus vehiculo, por ANOVA de dos vias seguido de |a prueba de Bonferroni.
B) y D) Area bajo la curva (ABC) del curso temporal. Representacion de 5-6 ratas + EE.
*n < 0.05, **p <0.01, **p < 0.001 versus vehiculo, por ANOVA de una via, seguido de la
prueba de Dunnett.

8.2.2 El bloqueo de los receptores D;-like revierte la alodinia inducida por reserpina
Una vez que se estableci6 el papel pronociceptivo de la dopamina en ratas naive y en el
modelo de fibromialgia, se determind el efecto de los receptores D:-like (acoplados a una
proteina Gs) en las conductas nociceptivas inducidas por reserpina. La administracion
intratecal de SCH-23390, pero no del vehiculo, revirtié tanto la alodinia como el umbral

de presion muscular (Figura 26). En el caso de la alodinia, el efecto maximo se alcanzé
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1 hora después de su inyeccién, fue dependiente de la concentracion y se mantuvo
durante 6 horas, mientras que en la hiperalgesia muscular el efecto fue menos duradero.
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Figura 26. Efecto de la administracion intratecal de SCH-23390 en las conductas
nociceptivas inducidas por reserpina.

A) y C) Cursos temporales del efecto de SCH-23390 (SCH) en la alodinia tactil y en la
hiperalgesia muscular, respectivamente. Cada punto representa el promedio de 6 ratas +
EE. *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001 versus vehiculo, por ANOVA de dos vias seguido
de la prueba de Bonferroni. B) y D) Area bajo la curva (ABC) de los cursos temporales.
Representacion de 6 ratas + EE. *p < 0.05, **n < 0.01, ***p < 0.001 versus vehiculo,
por ANOVA de una via, seguido de la prueba de Dunnett.

En apoyo a esto, la administracion espinal de SKF-38393 (agonista Di-like) en una dosis

equimolar revirtio por completo el efecto antinociceptivo del SCH-23390, mientras que
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una concentracion 10 veces menor no tuvo efecto (Figura 27). Estos resultados sugieren
que la activacion de los receptores dopaminérgicos Di-like tiene un papel pronociceptivo
en el modelo de fibromialgia inducido por reserpina en ratas.
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Figura 27. Efecto de la administracion de SKF-38393 sobre el efecto del SCH-23390.
A) y C) Cursos temporales de la alodinia tactil y la hiperalgesia muscular,
respectivamente, observados después de la administracion de SKF-38393 (SKF) y SCH-
23390 (SCH). Cada punto representa el promedio de 5-6 ratas + EE. *p < 0.05, **p < 0.01;
***n < 0.001 versus SCH-23390 30 nmol, por ANOVA de dos vias seguido de la prueba
de Bonferroni. B) y D) Area bajo la curva (ABC) de los cursos temporales. Representacion
del promedio de 5-6 ratas *+ EE. *p < 0.05, ***p < 0.001 versus SCH-23390 30 nmol, por
ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett.
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8.2.3 EIl tratamiento con siRNAs dirigidos a los receptores D; y Ds revierten la
alodinia tactil y la hiperalgesia muscular inducidas por reserpina

Debido a que no existen farmacos selectivos para los subtipos D1 y Ds, no fue posible
determinar la participacién de cada uno de estos receptores mediante un enfoque
farmacolégico. Por lo tanto, realizamos un tratamiento con siRNAs dirigidos de manera
especifica a los genes del receptor D1 y Ds. El tratamiento con el siRNA dirigido al receptor
D: (1 pg/dia durante tres dias consecutivos), pero no con la secuencia inespecifica
(scrambled), aument6 el umbral de retiro y el umbral de presibn muscular de ratas
reserpinizadas (Figura 28). Esto sugiere que los receptores D: participan en el
mantenimiento de las conductas nociceptivas inducidas por el modelo de reserpina. El
efecto del siRNA decayo6 48 h después de la ultima administracion.

Por su parte, el tratamiento con el siRNA dirigido a los receptores Ds tuvo un efecto
antialodinico ligeramente mayor en comparacion con el siRNA de los receptores D1
(Figura 28A y B). Esto sugiere que los receptores Ds también participan en el
mantenimiento de las conductas nociceptivas inducidas por el modelo de reserpina,
principalmente en la alodinia tactil. El efecto de este siRNA decayo 72 h después de la
tltima administracion. Asimismo, se determind que el esquema de tratamiento de los
siRNAs no afectd la coordinacion motora de los animales en la prueba del rotarod, que
se evaludé 24 h después de cada inyeccion (Figura 29A). La Figura 29B muestra
experimentos de qPCR donde se observa la reduccion en la expresion de ambos
receptores en la médula espinal lumbar por accion de los siRNAs, lo que confirma que el
efecto antinociceptivo de las secuencias se debe a la induccion de un knockdown
transitorio a nivel de la médula espinal.

En conjunto, los datos sugieren que la activacion de los receptores dopaminérgicos D1-
like tienen un papel pronociceptivo en el modelo de fibromialgia inducido por reserpina,
ya que el blogueo o la disminucion de la expresion de estos receptores atenua las

conductas nociceptivas que fueron evaluadas.
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Figura 28. Efecto del knockdown inducido por el siRNA dirigido a los receptores D,

y Ds.

A) y C) Cursos temporales de la alodinia tactii y la hiperalgesia muscular,
respectivamente, observados luego de la administracion espinal del siRNA contra los
receptores D1 y Ds. Cada punto representa el promedio de 8 ratas £ EE. *p < 0.05, **p <
0.01; **p < 0.001 versus scrambled, por ANOVA de dos vias, seguido de la prueba de
Bonferroni. B) y D) Area bajo la curva (ABC) de los cursos temporales. Representacion
del promedio de 8 ratas + EE. *p < 0.05, ***p < 0.001 versus scrambled, por ANOVA de

una via, seguido de la prueba de Dunnett.

62



DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGIA

A Prueba del Rotarod B Drd1 Drds
3 T 15 B 15
£ ® Scrambled 3 =] S 7] ”
E ® siRNA Drd1 ® * o 1
© ® SIRNA Drd5 ) B 'g )
w2l ° . = & 1.0 = & 1.01
3 Ca %o
8 < <
[ © ©
2 T2 T2 he
3 © g °s
1{ oo e o e e e e c = 0.5+ c = 0.5
e © g © g
E 1 i 1 g 8
2 1T 4L 11 111 s a
0 X 0.0- X 0.0-
Basal 1a 2a 3a Scrambled siRNA Scrambled siRNA
Drd1 Drd5

Inyeccion de siRNA (24 h después)

Figura 29. Efecto del tratamiento con los siRNAs sobre la coordinacién motoray la
expresion del ARNm de los receptores D1y Ds.

A) Registro del nimero de caidas durante cinco minutos en la prueba del rotarod. Cada
punto representa a las 8 ratas de cada uno de los tratamientos y el EE esta representado
con barras de colores. No se observaron diferencias significativas entre grupos, por
ANOVA de dos vias, seguido de la prueba de Bonferroni. B) Expresion del ARNm de los
genes de los receptores a dopamina Dy (Drdl) y Ds (Drd5) en la médula espinal. Cada
barra representa el promedio de 3 ratas + EE. *p < 0.05 versus scrambled, por prueba de
t de Student.

8.3 Farmacologia de los receptores dopaminérgicos D,-like

8.3.1Los agonistas de los receptores D,-like revierten parcialmente la alodinia tactil
y la hiperalgesia muscular inducidas por reserpina

La administracion intratecal de quinpirol (agonista D»-like), pero no del vehiculo, revirtié
parcialmente la alodinia y la hiperalgesia muscular inducidas por reserpina (Figura 30).
En el caso de la concentracion mas alta (10 nmol), el efecto maximo se observé a los 30
min. El efecto del quinpirol fue dependiente de la concentracion y tuvo una duracién
menor a 4 horas.

Por su parte, la inyeccion intratecal de pramipexol (otro agonista D2-like), pero no del
vehiculo, redujo significativamente la alodinia y la hiperalgesia muscular inducidas por
reserpina (Figura 31). El efecto antialodinico maximo se alcanzé a las 2 horas y se
mantuvo durante 4 horas (15 nmol, concentracién mas alta), mismo que fue dependiente
de la concentracion. Por su parte, el efecto sobre la hiperalgesia muscular fue mas
modesto y tuvo una duracion menor. Estos resultados sugieren que los receptores Do-
like desempefian un papel antinociceptivo en el modelo de fibromialgia inducido por

reserpina.
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Figura 30. Efecto de la administracion intratecal de quinpirol en la hipersensibilidad
inducida por reserpina.

A) y C) Cursos temporales del efecto observado sobre la alodinia tactil y la hiperalgesia
muscular después de la administracion de quinpirol. Cada punto representa el promedio
de 6 ratas + EE. **p < 0.01, ***p < 0.001 versus vehiculo, por ANOVA de dos vias, seguido
de la prueba de Bonferroni. B) y D) Area bajo la curva (ABC) de los cursos temporales.
Representacion de 6 ratas £ EE. **p < 0.01, ***p < 0.001 versus vehiculo, por ANOVA de
una via, seguido de la prueba de Dunnett.
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Figura 31. Efecto de la administracion intratecal de pramipexol en la
hipersensibilidad inducida por reserpina.

A) y C) Cursos temporales del umbral de retiro y del umbral de presién muscular,
respectivamente, después del tratamiento con pramipexol. Cada punto representa el
promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001 versus vehiculo, por ANOVA
de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni. B) y D) Area bajo la curva (ABC) de los
cursos temporales. Representacion de 6 ratas + EE. *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001
versus vehiculo, por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett.

8.3.2 Los receptores D, D3 y D, participan en diferente medida en la
hipersensibilidad inducida por reserpina

Dado que el quinpirol y el pramipexol ejercen sus efectos sobre los receptores D»-like de
forma no selectiva, realizamos co-tratamientos con antagonistas que tienen una gran
afinidad para cada subtipo de receptor con el fin de determinar su participacion individual.

En la Figura 32 se muestra el efecto de distintos antagonistas sobre el efecto
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antialodinico del quinpirol: L-741,626 (antagonista D2), PG01037 (antagonista D3) y L-
745,870 (antagonista D4). En una primera serie de experimentos, cada antagonista y el
quinpirol se administraron de manera conjunta en concentraciones equimolares. Como
se puede observar, el bloqueo de los receptores D> con L-741,626 revirtio completamente
el efecto antialodinico producido por el quinpirol (Figura 32A y B), mientras que el
bloqueo de los receptores D3 (Figura 32C y D) y de los receptores D4 (Figura 32E y F)
redujo moderadamente el efecto del quinpirol. Posteriormente, se co-administré el
quinpirol con una concentracién menor de cada antagonista, lo que permitié observar un
efecto dependiente de ésta en todos los casos. Ninguno de los antagonistas tuvo un
efecto per se. Estos resultados sugieren que los receptores espinales D> son los
responsables principales del efecto antialodinico ejercido por el quinpirol en ratas
reserpinizadas, mientras que los receptores Dz y D4 contribuyen parcialmente.

La Figura 33 muestra el efecto de los mismos co-tratamientos de quinpirol con cada uno
de los antagonistas selectivos en la hiperalgesia muscular. Como se puede observar, la
respuesta farmacologica en esta conducta es muy similar a lo observado en la alodinia
tactil, siendo predominante la participacion del subtipo D2 en el mantenimiento de las
conductas nociceptivas inducidas por reserpina.

De la misma forma, la Figura 34 muestra el efecto de los distintos antagonistas sobre el
efecto antialodinico del pramipexol. En este caso, tanto el bloqueo de los receptores D2
(Figura 34A'y B) como el blogueo de los D4 (Figura 34E y F) abolieron casi por completo
el efecto analgésico del pramipexol y se observdO un efecto dependiente de la
concentracion. En cambio, el bloqueo de los receptores D3 con la concentracion de 1.5
nmol de PG01037 disminuyo el efecto del pramipexol de forma modesta (Figura 34C y
D). Ninguno de los antagonistas tuvo un efecto per se. Estos resultados sugieren que los
receptores D> y D4 son responsables del efecto antialodinico del pramipexol en ratas
reserpinizadas. Por ultimo, la Figura 35 muestra el efecto de los mismos co-tratamientos
sobre la hiperalgesia muscular, que son consistentes con lo mostrado en la alodinia tactil
y sugieren una mayor participacion del subtipo D2 en el mantenimiento de las conductas

nociceptivas.

66



DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGIA

-O- Control -~ Quinpirol 10 nmol -8~ Quinpirol + L-741 10 nmol (equimolar)
Quinpirol + L-741 1 nmol -~ |-741,626 15 nmol
A Alodinia tactil B

-
(=2
H»
o
I

w
o
1

ABCo4n
(unidades arbitrarias)
3 8

50% umbral de retiro (g)
-]

L-741  L-741 L7741
1 nmol 10 nmol 15 nmol

Tiempo (h) _—
Quinpirol (10 nmol/rata)
=0~ Control -8~ Quinpirol 10 nmol -8~ Quinpirol + PG10 nmol (equimolar)
~®- Quinpirol + PG 1 nmol -~ PG01037 15 nmol
o 40+
o —_—
e )
] © ok ok
= ; 304 1
) = *
= <= —
3 g
= S © 204
g Q 2
]
8 <o
£ [}
: 3 10 55
: =
3 =
0
PG PG
Tiempo (h) 1 nmol 10 nmol 15 nmol
Quinpirol (10 nmol/rata)
-O- Control =&~ Quinpirol 10 nmol ~®- Quinpirol + L-745 10 nmol (equimolar)
Quinpirol + L-745 1 nmol -8~ L-745,870 15 nmol
= 401
S m
° )
S S
- © 304 *
8 - 1
(] g e
E S © 20
i o 3
) <3z
§ g 104 *
=X c
) =
n

L-745 L-745 L-745
1 nmol 10 nmol 15 nmol

Tiempo (h)

Quinpirol (10 nmol/rata)

Figura 32. Efecto de la administracion de antagonistas selectivos de los receptores
D,, D3y D4 sobre el efecto antialodinico del quinpirol.

A), C), E) Cursos temporales de los co-tratamientos de quinpirol con L-741,626 (L-741),
PG01037 (PG) y L-745.870 (L-745). Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE.
*n < 0.05, **p < 0.001 versus quinpirol 10 nmol, por ANOVA de dos vias seguido de la
prueba de Bonferroni. B), D), F) Area bajo la curva (ABC) de los cursos temporales.
Representacion del promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, ***p < 0.001 versus quinpirol 10
nmol, por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett.
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Figura 33. Efecto de la administracion de los antagonistas selectivos de los
receptores D,, D3y D4 sobre el efecto antihiperalgésico del quinpirol.

A), C), E) Cursos temporales del umbral de presion muscular después de la
administracién de quinpirol con L-741,626, PG01037 y L-745.870. Cada punto representa
el promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, ***p < 0.001 versus quinpirol 10 nmol, por ANOVA
de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni. B), D), F) Area bajo la curva de los cursos
temporales. Representacién del promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, **p < 0.001 versus
quinpirol 10 nmol, por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett.
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Figura 34. Efecto de la administracion de antagonistas selectivos de los receptores
D,, D3y D4 sobre el efecto antialodinico del pramipexol.

A), C), E) Cursos temporales del umbral de retiro después de la co-administracion de
pramipexol con L-741,626, PG01037 y L-745.870. Cada punto representa el promedio de
6 ratas £ EE. *p < 0.01, ***p < 0.001 versus pramipexol 15 nmol, por ANOVA de dos vias
seguido de la prueba de Bonferroni. B), D), F) Area bajo la curva de los cursos temporales.
Representacion del promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus
pramipexol 15 nmol, por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett.
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Figura 35. Efecto de la administracion de antagonistas selectivos de los receptores
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D,, D3y D4 sobre el efecto antihiperalgésico del pramipexol.

A), C), E) Cursos temporales del umbral de presibn muscular después de la co-
administracion de pramipexol con L-741,626 (L-741), PG01037 (PG) y L-745.870 (L-745).
Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE. *p <0.01 versus pramipexol 15 nmol,
por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni. B), D), F) Area bajo la curva
(ABC) de los cursos temporales. Representacion del promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05
versus pramipexol 15 nmol, por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett.
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8.4 El efecto antinociceptivo de los fArmacos dopaminérgicos es dependiente del
Sexo en ratas reserpinizadas

Estad demostrado que la hipersensibilidad inducida por reserpina se desarrolla de la
misma forma en ratas macho y hembra (Nagakura et al., 2009; De la Luz-Cuellar et al.,
2019). No obstante, la fibromialgia es mas prevalente en mujeres que en hombres, y los
mecanismos que subyacen estas diferencias y su impacto en el tratamiento de la
enfermedad no han sido esclarecidos. Para determinar si los farmacos dopaminérgicos
tenian un efecto dependiente del sexo en ratas con dolor tipo fibromialgia, se
administraron las concentraciones mas altas del antagonista Di-like (SCH-23390) y de
los agonistas D»-like (quinpirol y pramipexol) en machos reserpinizados y se evalué su
efecto en el umbral de retiro. Como se muestra en la Figura 36, todos los farmacos
tuvieron un efecto antialodinico menor en los machos en comparacion con el efecto en
las hembras. Para el caso del antagonista Di-like (Figura 36A y B) se observo un efecto
tardio pero significativo en los machos reserpinizados, mientras que los efectos del
pramipexol (Figura 36C y D) y del quinpirol (Figura 36E y F) fueron mas reducidos. Estos
resultados sugieren que tanto los receptores Di-like como los D»-like participan de
manera dependiente del sexo en la modulacion de la hipersensibilidad inducida por
reserpina en ratas Wistar.

Para investigar si este efecto dependiente del sexo era exclusivo del modelo de dolor tipo
fibromialgia, otros grupos de animales con dolor neuropético inducido por la ligadura de
los nervios espinales L5-L6 también recibieron SCH-23390 (30 nmol, i.t.) y pramipexol
(15 nmol, i.t.). La Figura 37 muestra que ambos farmacos inducen un mayor efecto
antialodinico en las hembras en comparacion con los machos. Esto sugiere que los
receptores dopaminérgicos espinales modulan la nocicepcion de manera dependiente del

sexo tanto en el dolor nociplastico como en el neuropético.
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Figura 36. Efecto de la administracién de SCH-23390, pramipexol y quinpirol sobre
la alodinia tactil inducida por reserpina en ratas hembra y macho.

A), C), E) Cursos temporales. Cada punto representa el promedio de 6 ratas = EE. *p <
0.01, **p < 0.01, **p < 0.001 vs. vehiculo para cada sexo; p < 0.05, #p < 0.01, ##p <
0.001 versus hembras RES, por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni.
B), D), F) Area bajo la curva de los cursos temporales. Representacion del promedio de
6 ratas + EE. #p < 0.01, #p < 0.001, por la prueba de t de Student. RES: reserpina.
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Figura 37. Efecto de la administracion de SCH-23390 y pramipexol en el dolor
neuropatico.

A) y C) Cursos temporales del umbral de retiro después de la inyeccion de SCH-23390 y
pramipexol, respectivamente, en ratas con dolor neuropético. Cada punto representa el
promedio de 6 ratas £ EE. *p <0.01, **p <0.01, **p < 0.001 vs. vehiculo para cada sexo;
#p < 0.05, #p < 0.01, *p < 0.001 versus Hembras LNE, por ANOVA de dos vias seguido
de la prueba de Bonferroni. B) y D) Area bajo la curva (ABC) de los cursos temporales.
Representacion del promedio de 6 ratas + EE. ##p < 0.001, por la prueba de t de Student.
LNE: ligadura de nervios espinales.

8.4.1 El 17p-estradiol y la activacion de los receptores a estrégenos a modulan la
actividad antinociceptiva de los receptores D;-like

Con base en las diferencias entre sexos observadas en el efecto antialodinico de los
farmacos anteriores, se utilizaron ratas ovariectomizadas para depletar el contenido de

estrégenos y asi evaluar la participacion del estradiol como hormona reguladora de la
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actividad de los receptores dopaminérgicos en la nocicepcion. Como se observa en la
Figura 38A y B, el efecto antialodinico de SCH-23390 (antagonista Di-like) se abate por
completo en ratas ovariectomizadas tratadas con reserpina, mientras que este efecto se
recupero en las ratas ovariectomizadas que fueron reconstituidas con 17p-estradiol (10
Ma/kg, s.c.) 24 horas antes del tratamiento con el antagonista. Esto sugiere que el 173-
estradiol modula la actividad antinociceptiva de los receptores Di-like en el modelo de
fibromialgia inducida por reserpina.

Para confirmar que el efecto antialodinico del antagonista Di-like depende de la
sefializacion del 17B-estradiol, se administré6 el SCH-23390 (30 nmol, i.t.) en ratas
ovariectomizadas tratadas con reserpina que fueron reconstituidas con 17p-estradiol y
gue fueron inyectadas con el inhibidor no selectivo de los receptores a estrégenos o y
(ERwp) I1CI-182,780 (50 pg/dia/3 dias, i.t.) o con el inhibidor selectivo de los receptores a
estrogenos o (ER.) metil-piperidino-pirazol (0.5 ug/dia/3 dias, i.t.). En estas condiciones,
el tratamiento con los inhibidores abolié por completo el efecto antialodinico del SCH-
23390 que habia sido restaurado por el 17B-estradiol en las ratas ovariectomizadas-
reserpinizadas (Figura 38C y D). Ademas, para corroborar la participacion de los
receptores ERyp espinales en este fendmeno, se administr6é propilpirazoletriol (2.4 ug,
i.t.; agonista selectivo de ER,) o diarilpropionitrilo (4 ug, i.t.; agonista selectivo de ERg) 4
h antes del tratamiento con SCH-23390.

En la Figura 39 se observa que la inyeccion de propilpirazoletriol, pero no del
diarilpropionitrilo o del vehiculo, imitd el efecto del 17B-estradiol y restaurd el efecto
antialodinico del SCH-23390 en las ratas ovariectomizadas-reserpinizadas. Estos datos
sugieren que el 17B3-estradiol modula el efecto antinociceptivo que resulta del bloqueo de

los receptores Di-like a través de la activacion de los receptores a estrogenos a.
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Figura 38. El efecto antialodinico de SCH-23390 requiere de la participacion del 1783-
estradiol y del receptor a estrégenos a.

A) Curso temporal del umbral de retiro después de la reconstitucién con 173-estradiol
(E2) y lainyeccion de SCH-23390 (SCH). Cada punto representa el promedio de 6 ratas
+ EE. **p < 0.001 versus RES + SCH 30 nmol, por ANOVA de dos vias seguido de la
prueba de Bonferroni. C) Curso temporal del tratamiento con metil-piperidino-pirazol
(MPP) o ICI-182,780 (ICl), inhibidores selectivos del receptor a estrogenos o (ERq) y B
(ERg), respectivamente, antes de la reconstitucion con 17p-estradiol y la inyeccion de
SCH-23390. Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.01, **p < 0.01,
***n < 0.001 versus RES + OVX + E2 + SCH 30 nmol, por ANOVA de dos vias seguido
de la prueba de Bonferroni. B) y D) Area bajo la curva (ABC) de los cursos temporales.
Representacion del promedio de 6 ratas + EE. ***p < 0.001, ns = no significativo, por la
prueba de t de Student. RES: reserpina; OVX: ovariectomia; MPP: metil-piperidino-
pirazol; DMSO: dimetil sulféxido; i.t.: intratecal.
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Figura 39. Efecto de la administracion de agonistas selectivos del receptor a
estrégenos a y 3 en el efecto antialodinico de SCH-23390 en ratas ovariectomizadas
y reserpinizadas.

A) Curso temporal del tratamiento con propilpirazoletriol (PPT) o diarilpropionitrilo (DPN),
agonistas selectivos del receptor ERqy ERg, respectivamente, antes de la administracion
de SCH-23390 (SCH). Cada punto representa el promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.01,
**p < 0.01, **p < 0.001 versus RES + OVX + DMSO 5% + SCH 30 nmol, por ANOVA de
dos vias seqguido de la prueba de Bonferroni. *#p < 0.001 versus RES + OVX + E2 + SCH
30 nmol, por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni. B) Area bajo la
curva (ABC) del curso temporal. Representacion del promedio de 6 ratas = EE. ***p <
0.001, por la prueba de t de Student. RES: reserpina; OVX: ovariectomia; E2: 173-
estradiol; DMSO: dimetil sulfoxido; i.t.: intratecal.

8.4.2 El efecto antialodinico de los receptores D,-like depende de la progesterona
y del receptor a progesterona

En contraste con los resultados del tratamiento con SCH-23390, la ovariectomia redujo
parcialmente el efecto antialodinico de los agonistas D»-like pramipexol (15 nmol, i.t.) y
quinpirol (10 nmol, i.t.), pero la reconstitucion con 17B-estradiol un dia antes del
tratamiento no restablecié dicho efecto (Figura 40). Este resultado sugirié la posible
participacion de otras hormonas en la modulacién de los receptores D»-like. Para ello, las
ratas ovariectomizadas y tratadas con reserpina fueron reconstituidas con 17f-estradiol
(10 ng/kg, s.c.) y progesterona (3 ug/rata, 3 h antes de la administracion de los agonistas
D2-like, s.c.). De manera interesante, la combinacién de 173-estradiol y progesterona

restaurd el efecto antialodinico del pramipexol (Figura 41A y B) y del quinpirol (Figura
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41C y D), pero esto no ocurri6 cuando se administré6 soélo el 17B-estradiol, la

progesterona, o sus vehiculos.
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Figura 40. La reconstitucion con 17B-estradiol no restablece el efecto antialodinico
de los agonistas D,-like.

A) y C) Cursos temporales del umbral de retiro después de la reconstitucion con 17(3-
estradiol (E2) y la inyeccion de pramipexol y quinpirol, respectivamente. Cada punto
representa el promedio de 6 ratas *+ EE. *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001 versus RES +
pramipexol 30 nmol o versus RES + quinpirol 10 nmol, por ANOVA de dos vias, seguido
de la prueba de Bonferroni. B) y D) Area bajo la curva (ABC) de los cursos temporales.
Representacion del promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, ns = no significativo, por ANOVA
de unavia, seguido de la prueba de Dunnett. RES: reserpina; OVX: ovariectomia; DMSO:
dimetil sulfoxido; i.t.: intratecal.
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Para corroborar que el efecto del pramipexol y del quinpirol depende de la progesterona,
se administraron estos agonistas D»-like en ratas ovariectomizadas-reserpinizadas que
fueron reconstituidas con la combinacion de 173-estradiol y progesterona, y que ademas
recibieron mifepristona (5 pg/rata, 0.5 h antes de la progesterona, i.t.), un antagonista del
receptor a progesterona. Como se observa en la Figura 42, la administracion de
mifepristona, pero no del vehiculo (DMSO), abolié por completo la recuperacién del efecto
antialodinico del pramipexol y el quinpirol en ratas reconstituidas con 17p-estradiol y
progesterona.

Para apoyar la participacion del 17B-estradiol y la progesterona en la modulacién de los
receptores dopaminérgicos Di- y D»-like espinales, respectivamente, exploramos el
efecto de estas hormonas en ratas reserpinizadas sin ovariectomia. Como se observa en
la Figura 43Ay B, el tratamiento con 173-estradiol, pero no el vehiculo, aumento el efecto
antialodinico de una concentracion subefectiva del SCH-23390 (3 nmol, i.t.). Por otro
lado, la combinacion de 17B-estradiol y progesterona, pero no el 173-estradiol por si solo,
potencio el efecto antialodinico de una concentracion subefectiva de pramipexol (0.15
nmol, i.t.) (Figura 43C y D) en estos animales.

En conjunto, estos resultados sostienen que las hormonas gonadales ejercen una
modulacién diferencial en la nocicepcion relacionada con los receptores Di- y D2-like

espinales en el modelo de fibromialgia inducida por reserpina en ratas.
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Figura 41. El efecto antialodinico de pramipexol y quinpirol requiere de la
participacion del 173-estradiol y progesterona.

A) y C) Cursos temporales del umbral de retiro después de la inyeccion de pramipexol y
quinpirol, respectivamente, en ratas ovariectomizadas (OVX) tratadas con reserpina
(RES) y reconstituidas con 17B-estradiol (E2) y progesterona (P4). Cada punto
representa el promedio de 6 ratas + EE. **p < 0.01, ***p < 0.001 versus RES + OVX +
E2 + aceite de maiz + Pramipexol 15 nmol y versus RES + OVX + E2 + aceite de maiz +
Quinpirol 10 nmol, por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni. B) y D)
Area bajo la curva (ABC) de los cursos temporales. Representacion del promedio de 6
ratas + EE. ***p < 0.001, por la prueba de t de Student. RES: reserpina; ac.: aceite; i.t..
intratecal.
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Figura 42. El efecto del pramipexol requiere de la sefializacion del receptor de
progesterona.

A) Curso temporal del umbral de retiro después de la administracion de pramipexol en
ratas ovariectomizadas (OVX) y reserpinizadas (RES) reconstituidas con 17f3-estradiol
(E2) y progesterona (P4) que fueron previamente tratadas con mifepristona, un
antagonista del receptor a progesterona. Cada punto representa el promedio de 6 ratas
+ EE. ***p < 0.001 versus RES + OVX + DMSO + P4 + Pramipexol, por ANOVA de dos
vias seguido de la prueba de Bonferroni. B) Area bajo la curva (ABC) del curso temporal.
Representacion del promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.05, **p < 0.01, ns = no significativo,
por la prueba de t de Student. DMSO: dimetil sulféxido; i.t.: intratecal.
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Figura 43. El tratamiento hormonal potencia el efecto de los farmacos
dopaminérgicos en ratas reserpinizadas.

A) y C) Cursos temporales del umbral de retiro después de la inyeccién de una
concentracion subefectiva de SCH-23390 (SCH) y de pramipexol, respectivamente, en
ratas reserpinizadas (RES) tratadas con 17B-estradiol (E2) y progesterona (P4). Cada
punto representa el promedio de 6 ratas + EE. *p < 0.01, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus
RES + aceite de sésamo + SCH 3 nmol y versus RES + E2 + aceite de maiz + Pramipexol
0.15 nmol, por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni. B) y D) Area bajo
la curva (ABC) de los cursos temporales. Representacion del promedio de 6 ratas + EE.
**p < 0.01, **p < 0.001, ns = no significativo, por la prueba de t de Student. ac.: aceite;
i.t.: intratecal.
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8.5 La administracion de reserpina modifica la expresion de los receptores
dopaminérgicos en la médula espinal y los ganglios de la raiz dorsal

8.5.1 Expresién del ARN mensajero de los receptores dopaminérgicos en hembras
reserpinizadas

La Figura 44 muestra los datos de la expresion del ARNm de los distintos receptores
dopaminérgicos en el asta dorsal de la médula espinal y en los ganglios de la raiz dorsal
de ratas hembra tratadas con reserpina. La reserpina aumento la expresiéon del ARNm
de los receptores D2 y Ds en la médula espinal, particularmente en los primeros dias
posteriores a su administracion, mientras que el ARNm de los receptores D1 y D3 sélo
mostro una tendencia a incrementar. El receptor Dz no se expreso en los ganglios de la
raiz dorsal. De manera interesante, se observo una disminucion de la expresion del
receptor D2 en los ganglios de la raiz dorsal 5 dias después de la ultima inyeccion de
reserpina. Los datos sugieren que la reserpina modifica ligeramente la expresion del
ARNmM de los receptores dopaminérgicos tanto a nivel central como periférico en ratas

Wistar hembras.

8.5.2 Expresion del ARN mensajero de receptores dopaminérgicos en machos
reserpinizados

Como se muestra en la Figura 45, la reserpina disminuyo la expresion del ARNm de los
receptores D, al mismo tiempo que incremento la expresion de D3 en el asta dorsal de la
médula espinal de ratas macho. Asimismo, se observé que el ARNm del receptor D1
tiende a incrementar en los ganglios de la raiz dorsal, mientras que la expresion del
receptor Ds no presentd cambios con respecto al grupo control administrado con el
vehiculo de la reserpina. Los datos sugieren que la reserpina modifica la expresion del
ARNmM de los receptores dopaminérgicos soélo a nivel central en ratas Wistar macho. Si
bien el patrén de expresion de receptores entre machos y hembras podria explicar
parcialmente las diferencias en el efecto antialodinico de los agonistas D»-like, las
diferencias entre sexos tienen un fundamento sélido con respecto a la modulacion de la

funcién de los receptores dopaminérgicos por hormonas gonadales.
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Figura 44. Curso temporal de la expresién del ARNm de los receptores D4, Dy, D3y
Ds en ratas hembras tratadas con reserpina.

Cada barra representa el promedio de 3 ratas + EE. #p < 0.01, ##p < 0.001 vs. VEH, por
ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett. GRDs: ganglios de la raiz dorsal.
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Figura 45. Curso temporal de la expresién del ARNm de los receptores Dy, D, D3y
Ds en ratas macho tratados con reserpina.

Cada barra representa el promedio de 3 ratas + EE. # p < 0.05, #p < 0.01 vs. VEH, por
ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett.
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9. DISCUSION

9.1 Las proyecciones dopaminérgicas espinales son necesarias para el desarrollo
y el mantenimiento de la hipersensibilidad inducida por reserpina

A pesar de que no se conoce con precision la fisiopatologia de la fibromialgia, estudios
previos han observado que los pacientes presentan anormalidades en la respuesta a
dopamina en &reas cerebrales relacionadas con la percepcién del dolor (Wood et al.,
2007a, 2007b; Albrecht et al., 2016; Ledermann et al., 2017). Esto apoya la hip6tesis de
gue el dolor de la fibromialgia se explica, en parte, por un desbalance de los niveles de
monoaminas (incluyendo a la dopamina) en el liquido cefalorraquideo (Russell et al.,
1992) y en el plasma (Rus et al., 2018).

Nuestros resultados sugieren que la lesion de las proyecciones dopaminérgicas espinales
con el tratamiento de 6-hidroxidopamina y desipramina, pero no la desipramina sola o los
vehiculos, previene y revierte la alodinia tactil y la hiperalgesia muscular inducidas por
reserpina en ratas Wistar hembra. Un estudio previo demostré que la cantidad de 6-
hidroxidopamina utilizada en este trabajo (50 ug, i.t.) es suficiente para inducir la pérdida
de las neuronas que proyectan del nucleo A1l del hipotalamo hacia la médula espinal al
reducir la inmunorreactividad del transportador de dopamina y de la tirosina hidroxilasa
(la enzima limitante en la sintesis de dopamina) en esta area (Kim et al., 2015). Por lo
tanto, la 6-hidroxidopamina reduce el contenido de dopamina en la médula espinal, como
se habia reportado previamente (Zhao et al., 2007). En conjunto, los datos sugieren que
las neuronas del nacleo A1l y la dopamina que liberan son necesarias para establecer y
mantener las conductas nociceptivas inducidas por reserpina. A nuestro conocimiento,
este es el primer trabajo que evalla la participacion de las proyecciones dopaminérgicas
en un modelo de dolor nociplastico. No obstante, nuestros datos concuerdan con estudios
anteriores donde se evidencia el papel pronociceptivo de las neuronas del nicleo A1l en
la neuralgia del trigémino (Abdallah et al., 2015) y en la hipersensibilidad inducida por
priming (Kim et al., 2015; Megat et al., 2018).

Una posibilidad para explicar los datos anteriores es que el dolor inducido en el modelo
de reserpina se debe a que la liberacién de dopamina no se reduce, lo que contrasta con

lo reportado en la literatura (Nagakura et al., 2009; Martins et al., 2022). El hecho de que
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la 6-hidroxidopamina prevenga y revierta la hipersensibilidad inducida por reserpina
sugiere que la dopamina tiene un papel pronociceptivo en este modelo. Las neuronas de
la médula espinal y del ganglio de la raiz dorsal expresan tirosina hidroxilasa (Brumovsky,
2016; Hou et al., 2016) y podrian contribuir al mantenimiento de un tono dopaminérgico
en condiciones no patoldgicas. Las proyecciones del nucleo All del hipotalamo son la
principal fuente de dopamina en la médula espinal (Skagerberg y Lindvall, 1985). Las
ratas tienen tres tipos de neuronas hipotalamo-espinales con diferentes perfiles
neuroquimicos que podrian modular el dolor de distinta forma (Ozawa et al., 2017).
Asimismo, se sabe que las neuronas del ndcleo A10 del mesencéfalo pueden liberar
dopamina en la médula espinal (Qu et al., 2006). No obstante, si tanto la reserpina como
la 6-hidroxidopamina reducen los niveles de dopamina en la médula espinal (Zhao et al.,
2007, Nagakura et al., 2009; Martins et al.,, 2022), ¢como es posible que esta baja
concentracion de dopamina siga induciendo un efecto pronociceptivo?

Previamente se habia demostrado que la aplicacion de capsaicina en la cornea de ratas
disminuye el tono dopaminérgico en el nucleo accumbens, lo que a su vez amplifica la
magnitud de los eventos fasicos de la dopamina de una manera dependiente de la
activacion de los receptores Di-like (Gee et al.,, 2020). Por consiguiente, una baja
cantidad de dopamina se podria relacionar con eventos nociceptivos. Asimismo, estudios
previos sugieren que el dolor neuropatico podria considerarse un estado
hipodopaminérgico crénico, ya que el tratamiento a largo plazo con L-DOPA (que se
convierte en dopamina en el sistema nervioso) aumenta la concentraciéon de dopamina
en la corteza anterior del cingulo y alivia la hipersensibilidad inducida por la ligadura del
nervio ciatico en ratones (Lancon et al., 2021). Un fendbmeno similar podria ocurrir en el
dolor que experimentan los pacientes con enfermedad de Parkinson (Blanchet y Brefel-
Courbon, 2018), donde el tratamiento con L-DOPA y otros farmacos que restauran la
funcién dopaminérgica tienen un efecto antinociceptivo (Rukavina et al., 2019).

Si bien en nuestras condiciones no pudimos determinar el contenido de dopamina, es
posible que un proceso similar sustente la transmision del dolor en la médula espinal.
Nuestros resultados sugieren que la dopamina desempefia un papel pronociceptivo en el
modelo de fibromialgia, por lo que evaluamos la participacion de la dopamina en animales

intactos. Encontramos que la dopamina produce hipersensibilidad nociceptiva a través
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de la activacion de los receptores Di-like espinales. Por un lado, observamos que la
administracion intratecal de dopamina y de SKF-38393 (agonista del receptor D:-like) en
ratas naive reduce el umbral de retiro de la pata de manera dependiente de la
concentracion. En apoyo a esto, la inyeccion espinal de SCH-23390 (antagonista del
receptor Di-like) evité por completo el efecto proalodinico de la dopamina. Estos datos
apoyan la idea de que las proyecciones dopaminérgicas y la liberacién de dopamina
juegan un papel pronociceptivo en condiciones normales, lo que contrasta con el rol
clasico que se le asigna a la dopamina en la inhibicién descendente. Nuestros datos
concuerdan con estudios donde se observé que la administracion de dopamina en la pata
trasera de ratas (Nakamura y Ferreira, 1987) y ratones (Queiroz et al., 2022) produce
hipersensibilidad a través de los receptores Di-like. La inyeccion espinal de SCH-23390
no modifico el umbral de retiro en ratas naive, por lo que la existencia de un tono
dopaminérgico antialodinico es poco probable en condiciones no patolégicas. De esta
forma, el papel pronociceptivo de la dopamina y de los receptores Di-like espinales solo
estaria evidenciado en condiciones patoldgicas, donde podria contribuir al inicio y
mantenimiento de la hipersensibilidad. De manera interesante, la dopamina liberada en
la médula espinal se puede cuantificar en cantidades significativas (Nagakura et al., 2009;
Martins et al., 2022), pero no parece activar a los receptores D;-like en condiciones
basales. Este aspecto de la fisiologia de los receptores a dopamina en la médula espinal

y la modulacién de la via del dolor requiere de una mayor investigacion.

9.2 Los receptores dopaminérgicos D;-like espinales promueven la nocicepcidn
en el modelo de fibromialgia inducida por reserpina

En apoyo a nuestra hipotesis anterior, nuestros datos sugieren que los receptores
dopaminérgicos Di-like de la médula espinal modulan el efecto pronociceptivo de la
dopamina en la hipersensibilidad inducida por reserpina. Esto se basa en la siguiente
evidencia: 1) la administracion intratecal de SCH-23390 (antagonista selectivo de los
receptores Dsi-like), pero no del vehiculo, reduce la alodinia tactil y la hiperalgesia
muscular inducidas por la reserpina de manera dependiente de la concentracion; 2) la
inyeccion de SKF-38393 (agonista selectivo de los receptores D;-like) impide el efecto
antialodinico y antihiperalgésico de SCH-23390; y 3) el SKF-38393, por si solo, no

modifica el umbral de retiro ni el umbral de presion muscular. Cabe mencionar que el
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SKF-38393 redujo por completo el efecto antialodinico de SCH-23390, mientras que solo
afect6 parcialmente el efecto antihiperalgésico. Esto implica que la alodinia tactil depende
completamente de los receptores tipo Di-like en el modelo de reserpina, mientras que la
hiperalgesia muscular depende tanto de los receptores D;:-like como de otros
mecanismos. Hay evidencia de que la reserpina aumenta la expresion de los canales
ASIC3 en los ganglios de la raiz dorsal, y la hiperalgesia muscular inducida por reserpina
es sensible a los bloqueadores de ASIC3 (Taguchi et al., 2015) y por eventos mediados
por estrés oxidante en los musculos (Favero et al., 2017). Aunque no podemos descartar
otros mecanismos (Uta et al., 2021), esto podria explicar las diferencias observadas en
los mecanismos de alodinia tactil e hiperalgesia muscular. En conjunto, nuestros datos
sugieren que la dopamina en la médula espinal activa a los receptores D1-like para inducir
hipersensibilidad.

Existe evidencia de que los receptores Di-like espinales inducen la fase tardia de la
potenciacion a largo plazo de los potenciales de campo evocados por la activacion de las
fibras C (Yang et al., 2005; Li et al., 2022). Dado que la LTP en la médula espinal se
considera un modelo de dolor patoldgico (Sandkihler, 2000; Willis, 2002), es probable
que la activacion de los receptores Di-like espinales induzca alodinia tactil e hiperalgesia
muscular a través de este mecanismo en ratas tratadas con reserpina. En apoyo de esto,
la reserpina induce la sensibilizacion (aumento de la frecuencia y la amplitud de las
corrientes postsinapticas excitatorias espontaneas) de las neuronas del asta dorsal de la
médula espinal (Uta et al.,, 2021). Otro mecanismo que podria contribuir a la
sensibilizacidn central inducida por reserpina es la activacion de la microglia (Taguchi et
al., 2015; De la Luz-Cuellar et al., 2019), tal y como se ha informado en pacientes con
fibromialgia (Albrecht et al., 2019), asi como la activacion de los receptores Di-like en
astrocitos (Corkrum et al., 2020).

El silenciamiento transitorio de los genes de los receptores D1 y Ds utilizando siRNAs
selectivos revirtio la hipersensibilidad nociceptiva inducida por reserpina. Cabe destacar
gue el siRNA de Drdl fue mas efectivo en la hiperalgesia muscular que en la alodinia
tactil, mientras que el siRNA de Drd5 fue mas efectivo en la alodinia tactil que en la
hiperalgesia muscular. Estos datos sugieren que los receptores D1 y Ds son los

responsables de la hipersensibilidad nociceptiva inducida por la reserpina. Existe
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evidencia de que la tasa de recambio de los receptores tipo D1 es de 34 h en el estriado,
22 h en el nacleo accumbens, 24.5 h en el tuberculum olfactorium y 42.6 h en el claustrum
(Fuxe et al., 1987). No hay datos para la médula espinal. Por lo tanto, la media es de 31
h, que se correlaciona con el momento en que se pierden los efectos antialodinicos y
antihiperalgésicos de los siRNA (1-2 dias). Hasta donde sabemos, este es el primer
informe que muestra la participacion de los receptores espinales D1 y Ds en la
hipersensibilidad nociceptiva inducida por la reserpina en ratas (modelo de dolor
nociplastico). Sin embargo, nuestros datos concuerdan con otras observaciones que
demuestran que los receptores espinales D; y Ds participan en la hipersensibilidad
nociceptiva inducida por el priming de prostaglandina E: e interleucina 6 (Kim et al., 2015;
Megat et al., 2018). En conjunto, los resultados sugieren que la dopamina espinal induce
hipersensibilidad nociceptiva a través de la activacion de los receptores D1 y Ds en el

modelo de fibromialgia producido por la reserpina.

9.3 Los receptores dopaminérgicos D,-like espinales tienen un papel
antinociceptivo en el modelo de fibromialgia inducida por reserpina

Nuestros datos muestran que los receptores D»-like en la médula espinal pueden modular
la nocicepcion inducida por reserpina en ratas, principalmente a través del subtipo Do.
Por un lado, observamos que el efecto antialodinico del quinpirol se revierte por completo
por L-741,626 (antagonista selectivo del receptor D2) y parcialmente por PG01037
(antagonista selectivo del receptor D3), pero no por el L-745,870 (antagonista selectivo
del receptor Ds4). En contraste, el efecto antihiperalgésico del quinpirol se revierte por
completo por L-741,626 y L-745,870 y parcialmente por PG01037. Estos datos sugieren
que los receptores D2, y en menor grado los D3, participan en el efecto antialodinico del
quinpirol, mientras que los receptores D2, D4 y parcialmente los D3 participan en el efecto
antihiperalgésico del quinpirol. A nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que
estudia el efecto de quinpirol espinal en un modelo de dolor tipo fibromialgia. Sin
embargo, el quinpirol administrado por diferentes vias reduce la nocicepcién en modelos
de dolor nociceptivo (Sheng et al., 2009; Almanza et al., 2015), inflamatorio (Ohtani y
Masaki, 2016; Mercado-Reyes et al., 2019) y neuropatico (Wei et al., 2009; Cobacho et

al., 2014; Mercado-Reyes et al., 2019; Maegawa et al., 2020). Asimismo, se ha reportado

89



DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGIA

que el quinpirol produce antinocicepcion de manera presinaptica al inhibir la liberacion de
neurotransmisores, ya que reduce las corrientes de los canales de calcio Cav2.2 en
neuronas del ganglio de la raiz dorsal a través del receptor D4 (Lu et al., 2018; Almanza
et al., 2019; Segura-Chama et al., 2020). Se sabe que el quinpirol tiene una mayor
afinidad por el receptor Do, seguido del Dz y baja afinidad por el receptor D4 (Sokoloff et
al, 1990; Van Tol et al., 1991; Burris et al., 1995; Patel et al., 1996; Alexander et al., 2011),
por lo que nuestros datos concuerdan con lo establecido para la afinidad reportada de
este compuesto.

Nuestro trabajo extiende el conocimiento acerca de los efectos del quinpirol a un modelo
de dolor nociplastico. Los efectos del quinpirol se pueden deber a la reduccién de la
expresion de la cinasa regulada por sefales extracelulares (pERK) en el nucleo del
trigémino (Maegawa et al., 2020), la induccion de una corriente saliente mediante la
activacion de canales de K* a través de la activacion de receptores D»-like (Tamae et al.,
2005) y a sus efectos a nivel presinaptico y postsinaptico en la transmision nociceptiva
de las neuronas espinales de la sustancia gris (Taniguchi et al., 2011).

Pese a que tanto el quinpirol como el pramipexol se consideran agonistas selectivos de
los receptores D»-like (Mireau et al., 1995), nuestros datos indican que tienen un perfil
distinto sobre los diferentes subtipos de receptores de esta familia. Los receptores D2 y
D3 participan en el efecto antialodinico del quinpirol, mientras que los receptores D2 y Da
modulan el efecto antialodinico del pramipexol. En el caso del pramipexol, tanto el L-
741,626 como el L-745,870, pero no el PG01037, abatieron el efecto antialodinico. Por lo
tanto, los datos sugieren que el receptor D2 y D4, pero no los receptores Ds, participan en
el efecto antialodinico del pramipexol en este modelo de dolor tipo fiboromialgia.

Esta reportado que el pramipexol tiene afinidad por los receptores D2, D3 y D4 (Mierau et
al., 1995), aunque otros autores reportan mayor afinidad por los receptores D3 seguido
de los receptores D2, pero no por los D4 (Sautel et al., 1995; Alexander et al., 2011). Esto
sugiere que el pramipexol no es del todo selectivo por alguno de los receptores de la
familia D2-like. No obstante, el pramipexol tuvo un efecto antinociceptivo significativo en
nuestras condiciones experimentales, lo que concuerda con estudios previos donde se
reporté que la administracion sistémica de pramipexol revierte la hiperalgesia muscular

inducida por reserpina en ratas (Nagakura et al., 2009). Asimismo, el pramipexol atenda
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la alodinia inducida por reserpina en ratones, a la vez que favorece el aumento de las
concentraciones de dopamina en la médula espinal (Martins et al., 2022).

El pramipexol también reduce la hipersensibilidad en ratas con enfermedad de Parkinson
(Cao et al., 2016; Romero-Sanchez et al., 2020), el dolor inflamatorio crénico inducido
por CFA (Edwards et al., 2022) y la nocicepcion inducida por formalina aguda y crénica
(Santamaria-Anzures et al., 2023). La disminucién de las conductas nociceptivas podria
explicarse a través de los mismos mecanismos del quinpirol que implican la reduccién de
la excitabilidad neuronal.

Si bien el pramipexol ya habia demostrado reducir el dolor en un subgrupo de pacientes
con fibromialgia (Holman y Myers, 2005), la participacién de los receptores D;-like podria
tener un mayor impacto sobre la modulacién de este tipo de dolor y explicaria, en parte,
la baja efectividad de los agonistas de los receptores D2-like en varios tipos y modelos de
dolor cronico. El presente trabajo podria marcar la pauta para estudiar a los receptores
D;-like como blanco terapéutico para el tratamiento del dolor. De hecho, el antagonista
de los receptores D:-like SCH-39166 (ecopipam) ha mostrado eficacia antinociceptiva en
un modelo de dolor neuropéatico inducido por el dafio a la médula espinal (Rodgers et al.,
2019), asi como una mejora de los sintomas en pacientes con sindrome de piernas
inquietas (Ondo y Olubajo, 2022). En la actualidad, este farmaco esta aprobado por la
FDA para el tratamiento de afecciones psiquiatricas como el sindrome de Tourette
(Gilbert et al., 2019) y la tartamudez (Maguire et al., 2019), por lo que la disponibilidad del
ecopipam en la clinica representaria una alternativa para el tratamiento de sindromes de

dolor croénico.

9.4 Los receptores dopaminérgicos modulan la nocicepcidon inducida por reserpina
de manera dependiente del sexo

Previamente demostramos que el tratamiento con reserpina induce un patron similar de
alodinia tactil en ratas macho y hembra (De la Luz-Cuellar et al., 2019), lo que concuerda
con observaciones previas (Nagakura et al., 2009; Hernandez-Leon et al., 2018). En esta
investigacion, encontramos que la administraciéon espinal de SCH-23390 (antagonista
selectivo de los receptores Di-like, Sunahara et al., 1991; Bourne, 2001) indujo un mayor

efecto antialodinico en ratas hembra que en machos. Hasta donde sabemos, este es el
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primer reporte sobre las diferencias sexuales en el papel de los receptores Di-like
espinales en un modelo de dolor nociplastico en ratas. Nuestros datos concuerdan con
observaciones previas donde se muestra que el SCH-23390 induce un mayor efecto
antinociceptivo en hembras que en machos en la prueba de formalina (Hagiwara et al.,
2013). Ademas, el SCH-23390 espinal bloquea el priming hiperalgésico inducido por la
inyeccion de prostaglandina E> a través del receptor Ds (miembro de los receptores D;-
like) en ratones hembra, pero no en macho (Megat et al., 2018). Otros autores han
mostrado que existe una mayor despolarizacion dependiente de los receptores Di-like en
el nucleo del lecho de la estria terminal de ratones macho que en el de las hembras (Yu
et al., 2021). Los autores sugieren la posibilidad de que este efecto dependiente del sexo
resulte de la entrada de dopamina de una fuente especifica (Glangetas y Georges, 2016;
Yu et al., 2021). En conjunto, nuestros datos se suman a la literatura sobre el papel
dependiente del sexo de los receptores Di-like espinales en la prueba de formalina, el
priming por prostaglandina E> y el dolor nociplastico (este estudio). De manera
interesante, la administracion sistémica de agonistas de los receptores Di-like induce
mayores cambios en la actividad locomotora en ratas hembra en comparacion con los
machos (Heijtz et al., 2002) y este efecto se atenta mejor con el antagonista SCH-23390
en ratas hembra (Schindler y Carmona, 2002) y en dolor neuropatico (Bao et al., 2022).
Se han observado efectos dependientes del sexo similares en la funcion de los receptores
D:-like en la interaccion y el aprendizaje social (Choleris et al., 2011; Campi et al., 2013;
Matta et al., 2017).

Con respecto a los receptores espinales D»-like, encontramos que el pramipexol y el
quinpirol (agonistas selectivos de los receptores Do-like, Mierau et al., 1995) también
indujeron un mayor efecto antialodinico en ratas hembra que en el macho. En apoyo de
la validez de constructo (Sumpton y Moulin, 2014), encontramos que la administracion
sistémica de pramipexol también induce un efecto antialodinico dependiente del sexo en
ratas. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio sobre el papel del sexo en el
efecto antialodinico de los receptores espinales D»-like en un modelo de dolor tipo
fiboromialgia en ratas. Es de destacar que la ausencia del receptor Dz (miembro de la
familia de los receptores D»-like) induce una mayor antinocicepcion en modelos de dolor

agudo (prueba de placa caliente) e inflamatorio (prueba de formalina) en ratones hembra
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gue macho (Liu et al., 2017). También se han observado diferencias de sexo en otra clase
de efectos. Por ejemplo, las hembras de ratones knockout para el receptor Dz muestran
una mayor actividad en una rueda para correr que los machos (Klinker et al., 2017),
mientras que la administracion de quinpirol aumenta la liberacion de dopamina después
de la estimulacion de alta frecuencia sélo en el cuerpo estriado de las ratas hembra
(Walker et al., 2006). Ademas, la clozapina (un antagonista del receptor D4 de alta
afinidad, miembro de la familia D2-like), aumenta la expresion del receptor D4 en el
hipotdlamo en mayor medida en mujeres que en hombres (Bouvier et al., 2020) y en
ratones hembra que en macho (Liu et al., 2017).

Encontramos que el efecto del sexo no es exclusivo para el dolor nociplastico
(fibromialgia), ya que la administracion espinal de SCH-23390 y pramipexol indujo un
efecto antialodinico mayor en ratas hembra con dolor neuropatico. En contraste con los
resultados en el modelo de fibromialgia, el SCH-23390 y el pramipexol no alteraron la
alodinia tactil en ratas neuropaticas macho. Esto concuerda con estudios previos donde
la inyeccion de agonistas D»-like es poco efectiva en ratas macho con dolor neuropatico
(Mercado-Reyes et al., 2019). La diferencia podria deberse al modelo o a la intensidad
del dolor, aunque no se pueden descartar otros mecanismos. Cabe destacar que la
gabapentina no mostr6 un efecto antialodinico distinto entre machos y hembras
reserpinizados (datos no mostrados), lo que resalta el efecto especifico dependiente del
sexo modulado por receptores dopaminérgicos espinales.

Una vez que observamos un efecto antialodinico dependiente del sexo de los receptores
dopaminérgicos D1 y D», buscamos determinar si las hormonas gonadales tenian un
papel en estas diferencias. Nuestros datos respaldan la hipotesis de que el efecto
antialodinico espinal del SCH-23390 en el dolor de tipo fiboromialgia en ratas hembra
depende de los niveles de 17p-estradiol, asi como de la funcién del receptor de
estrogenos o/p. Esta sugerencia se basa en la siguiente evidencia: 1) La ovariectomia
elimindé por completo el efecto antialodinico de SCH-23390 en ratas hembra tratadas con
reserpina; 2) la reconstitucion sistémica de los niveles de 17p-estradiol en hembras
ovariectomizadas tratadas con reserpina restauro el efecto antialodinico del SCH-23390;
3) el tratamiento intratecal con el agonista selectivo del receptor de estrégenos o

protopanaxatriol, pero no el agonista selectivo del receptor de estrégenos B 2,3-bis(4-

93



DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGIA

hidroxifenil)-propionitrilo, restaur6, de manera similar al 17p-estradiol, el efecto
antialodinico de SCH-23390 en ratas ovariectomizadas tratadas con reserpina; 4) la
administracion intratecal del inhibidor del receptor de estrégenos o/ 1CI-182,780 (Howell
et al., 2000) y el inhibidor selectivo del receptor de estrogenos o metil-piperidino-pirazol
(Sun et al., 2002) bloqueé totalmente el efecto antialodinico de SCH-23390 previamente
restaurado con 17f3-estradiol en ratas ovariectomizadas tratadas con reserpina.

Por el contrario, aunque la ovariectomia disminuyd parcialmente los efectos
antialodinicos de pramipexol y quinpirol en ratas tratadas con reserpina, la reconstitucion
con 17p-estradiol no modificé este efecto, lo que sugiere que el 17p-estradiol no es
relevante para el efecto antialodinico de los receptores D2-like en este modelo. Por lo
tanto, probamos el efecto de la progesterona. Nuestros resultados sugieren que los
efectos antialodinicos de los agonistas de los receptores D»-like espinales en ratas
hembra dependen de la combinacion de 17p-estradiol y progesterona, asi como de los
receptores de progesterona. En apoyo de esto, la combinacion de 17p-estradiol y
progesterona, pero no el 17p-estradiol ni la progesterona sola, restaurd el efecto
antialodinico de los agonistas de los receptores D»-like en el modelo. Estos datos
concuerdan con estudios previos que muestran que la combinacion de ambas hormonas
es esencial para facilitar la receptividad sexual durante el ciclo estral y para la culminacion
de las conductas sexuales en ratas (Powers, 1970; Blaustein y Erskine, 2002; Becker et
al., 2005). Ademas, la mifepristona (antagonista del receptor de progesterona, Baird,
1993; Zhi et al., 2003) previno el efecto antialodinico del pramipexol y el quinpirol
restaurado con 17p-estradiol/progesterona en ratas ovariectomizadas tratadas con
reserpina. Por ultimo, el 17p-estradiol y la combinacién de 17p-estradiol y progesterona
potenciaron el efecto antialodinico de una dosis subefectiva de SCH-23390 y pramipexol,
respectivamente, en ratas tratadas con reserpina sin ovariectomia. Estos resultados
sugieren que las diferencias de sexo de los receptores espinales Di-like y D»-like
dependen del 17p-estradiol y de la combinacion de 17p-estradiol y progesterona,
respectivamente. Ademas, nuestros resultados indican que el receptor de estrégenos o
y el receptor de progesterona, respectivamente, son necesarios para expresar estas
diferencias en las ratas hembra sometidas al tratamiento con reserpina. Hasta donde

sabemos, este es el primer estudio sobre la interaccién entre los receptores de dopamina
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y las hormonas femeninas para explicar las diferencias sexuales en un modelo de dolor.
Los mecanismos de esta interaccion son actualmente desconocidos. Existe evidencia de
gue la administracion in vivo de 17p-estradiol aumenta la densidad de los receptores de
dopamina del estriado (Bédard et al., 1979; Di Paolo et al., 1979; Hruska et al., 1982). Sin
embargo, actualmente se desconocen los efectos del 17-estradiol o la progesterona
sobre la densidad de los receptores de dopamina en la médula espinal y justifica una
mayor investigacion. Cabe mencionar que no se estudié la menor eficacia de los
receptores espinales de dopamina D1 y D> en los machos tratados con reserpina, y eso

representa una limitacion de nuestro estudio.

9.5 Efecto de la reserpina en la expresion de los receptores dopaminérgicos en
medula espinal y ganglios de la raiz dorsal

Estudios previos ya habian reportado la expresion del ARNm y de la proteina de cada
uno de los subtipos de receptores dopaminérgicos en la médula espinal (Zhu et al., 2007,
2008; Kawamoto et al., 2012). Nuestros datos concuerdan con dichas observaciones, ya
gue el ARNm de los receptores dopaminérgicos D1, D2, D3 y Ds se amplific en la médula
espinal y los ganglios de la raiz dorsal de ratas (a excepcion del subtipo D3, que no se
expreso en los ganglios de la raiz dorsal). De manera interesante, nuestros resultados
muestran que el tratamiento con reserpina aumento ligeramente la expresion de Drd5 y
Drd2 en la médula espinal, pero no en los ganglios de la raiz dorsal de ratas hembra.
También se observé una tendencia a incrementar en la expresion de Drdl y Drd3. Por
otro lado, la reserpina produjo cambios modestos en la expresion de Drd2 y Drd3 en la
médula espinal de ratas macho, con una tendencia en el aumento de la expresion de
Drd1 en ganglios de la raiz dorsal.

A nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que determina la expresion de los
receptores dopaminérgicos espinales en un modelo de dolor tipo fibromialgia. Estudios
previos ya habian reportado cambios dependientes del sexo en la expresion de los
receptores dopaminérgicos en distintas areas relevantes para el procesamiento
nociceptivo, incluyendo la médula espinal (Megat et al., 2018) y la corteza cerebral
(Orendain-Jaime et al., 2016). Sin embargo, no observamos cambios en los niveles de

los receptores dopaminérgicos al realizar una comparacién entre machos y hembras
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reserpinizados (datos no mostrados). Esto se puede deber a las técnicas utilizadas para
la determinacién de la expresion, asi como a la especie y las cepas.

A grosso modo, podemos concluir que entre las ratas controles y las reserpinizadas hay
cambios modestos en la expresién de los receptores, por lo que el efecto antinociceptivo
del antagonista D:-like y de los agonistas D2-like no se pueden explicar simplemente por
una mayor o menor expresion de receptores. Seria interesante profundizar en los
mecanismos de como los farmacos llevan a cabo su efecto antinociceptivo en este
modelo, considerando que la explicacién es algun tipo de plasticidad en la inervacion de
las fibras dopaminérgicas en la médula espinal, que cambian su blanco a sitios con mayor
expresion de receptores Di-like que D2-like en condiciones patoldgicas, o que las
neuronas inervadas cambian la disponibilidad de los receptores D;-like o D»-like en la

membrana, sin cambiar sus niveles relativos de expresion.
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10. CONCLUSIONES

(@]

Las proyecciones dopaminérgicas espinales son necesarias para el desarrollo y el
mantenimiento de la hipersensibilidad inducida por reserpina.

Los receptores D:-like espinales son pronociceptivos en el dolor tipo fibromialgia. Los
receptores D1 contribuyen tanto al mantenimiento de la alodinia tactil como de la
hiperalgesia muscular, mientras que los receptores Ds desempefian un papel mas

importante en la modulacion de la alodinia tactil que induce el modelo de reserpina.

Los receptores D»-like espinales son antinociceptivos en el modelo de fibromialgia.
El efecto antialodinico de los agonistas D»-like esta mediado, principalmente, por el

subtipo Do.

El estradiol modula las conductas nociceptivas a travées de la activacion de receptores
D;-like, pero no de los D2-like, en el modelo de fibromialgia mediante la sefializacion

del receptor de estrégenos a.

La reserpina modifica ligeramente el patron de expresion del ARNm de los receptores
D2y Ds en ratas hembra, y de los receptores D2 y Dz en los machos, tanto en el asta

dorsal de la médula espinal como en los ganglios de la raiz dorsal.
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11. PERSPECTIVAS

Este trabajo nos permite proponer nuevos experimentos que podrian contribuir al

conocimiento de los receptores dopaminérgicos en la modulacion de distintos tipos de

dolor, asi como su dimorfismo sexual.
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Los experimentos conductuales mostraron una funcion dependiente del sexo de
los receptores Di-like y D»-like tanto en el dolor tipo fibromialgia como en el dolor
neuropatico. Por lo tanto, seria importante determinar la participacion de las

hormonas gonadales en otros modelos de dolor crénico y nociplastico.

Evaluar, mediante co-precipitacion de proteinas, la formacion de dimeros de
receptores dopaminérgicos en condiciones de dolor.

Determinar la concentracion de dopamina en la médula espinal y en otras areas
importantes para el procesamiento del dolor en animales con dolor tipo

fibromialgia, dolor inflamatorio cronico y dolor neuropatico.

Determinar la expresion de los receptores dopaminérgicos por

inmunohistoquimica.

Determinar la co-localizaciéon, mediante inmunohistoquimica, de los receptores
dopaminérgicos y los receptores a estrogenos y progesterona en médula espinal,
ganglios de la raiz dorsal y otras areas relevantes para el procesamiento del dolor

en éste y otros modelos de dolor.

Evaluar la participacion de otras hormonas gonadales y hormonas del eje
hipotalamo-pituitaria-adrenal en el modelo de fibromialgia inducida por reserpina y

en otros modelos de dolor.
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2022, pp. 129-137, ISBN 9780128205891.

13.3 Articulos de divulgacion

De la Luz Cuellar, Y. E. (2019). Los tatuajes son permanentes gracias a los macrofagos.

Revista Milenaria, Ciencia y Arte, 14, 3-5.

De la Luz Cuellar, Y. E. (2020). Automedicacion con analgésicos en México. Ciencia:

Revista de la Academia Mexicana de Ciencias, 71(2), 16-21.

13.4 Congresos

Yarim E. De la Luz-Cuellar, Francisco Mercado, Vinicio Granados-Soto. “Spinal
dopaminergic D:-like receptors contribute in a sex-dependent manner to fibromyalgia-like
pain in rats”. Presentacion oral de poster virtual. Virtual Neuroscience 2021, Society for

Neuroscience. Del 08 al 11 de noviembre de 2021.

Yarim E. De la Luz-Cuellar, Francisco Mercado, Vinicio Granados-Soto. “Spinal

dopaminergic receptors contribute to nociception in a rat model of fibromyalgia”.
Presentacion de poster. Neuroscience 2019, Society for Neuroscience. Del 19 al 23
de octubre de 2019. McCormick Place, Chicago, lllinois, E.U.A.
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13.5 Actividades académicas

e Imparticién de la “Unidad de Ensefianza-Aprendizaje 3360010 Estadistica” para
alumnos de la Licenciatura en Quimica Farmacéutica Biologica. Universidad
Autonoma Metropolitana, Unidad Xochimilco. Trimestres 22-Otofio, 23-Invierno y
23-Primavera (17 de octubre 2022 — actualidad).

e Imparticion de la asignatura “Farmacologia Aplicada” para alumnos de la Maestria
en Implantologia Oral Integral de la Universidad Westhill., en modalidad virtual.
Ciclo escolar 2023-II, 2023-11l y 2024-1 (02 de enero de 2023 — actualidad).

e Imparticién de la asignatura “Farmacologia I” para alumnos de la Licenciatura en
Medicina de la Universidad Westhill. Periodo escolar 2023-11'y 2024-1 (30 de enero
de 2023 — actualidad).

e Imparticion del curso-taller de actualizacion disciplinar para alumnos de la Maestria
en Ciencias Biomédicas, titulado “Induccion, evaluacion e interpretaciéon del dolor
experimental”. Universidad Juarez Autdbnoma de Tabasco, Division Académica de
Ciencias de la Salud. 27 de septiembre — 02 de octubre de 2021, 40 horas.

e Asistencia al North American Pain School. Fairmont LeChateu Montebello,
Quebec, Canada. Del 23 al 28 de junio de 2019.

e Asistencia al curso “Canales idnicos: maquinas moleculares” impartido todos los

martes del semestre 2019-I del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

e Asistencia al XIl Curso Institucional de Microscopia Optica en el Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM. Del 23 al 27 de abril de 2018, 40 horas.
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13.6 Actividades de retribucién social

e Participacion en el taller “Mide tu dolor” en el marco de actividades de la Semana

del Cerebro. Departamento de Farmacobiologia del Cinvestav Sede Sur, 2023.

e Participacion en el taller “Mide tu dolor” en el marco de actividades de la Semana

del Cerebro. Departamento de Farmacobiologia del Cinvestav Sede Sur, 2019.

13.7 Otras actividades

e Pain Research Forum Virtual Correspondents Program (2021-2022). Redactora de
blogs/articulos para Pain Research Forum. Elaboracion de entrevistas a
investigadores reconocidos en el campo de la neurobiologia del dolor.

https://lwww.painresearchforum.org/

140



	ABREVIATURAS
	TABLAS
	FIGURAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	1. INTRODUCCIÓN
	1.1 Dolor
	1.1.1 Transmisión nociceptiva y percepción del dolor
	1.1.2 Modulación endógena del dolor

	1.2 Clasificación del dolor
	1.2.1 Nueva clasificación de la IASP para el dolor
	1.2.2 Dolor crónico primario

	1.3 Fibromialgia
	1.3.1 Fisiopatología de la fibromialgia
	1.3.2 Tratamiento de la fibromialgia
	1.3.3 Participación de las hormonas gonadales en la fibromialgia

	1.4 Modelo de fibromialgia inducida por reserpina en ratas

	2. ANTECEDENTES PARTICULARES
	2.1 Dopamina y neuronas dopaminérgicas
	2.2 Receptores dopaminérgicos
	2.3 El sistema dopaminérgico en la modulación del dolor
	2.3.1 Receptores D1-like en la nocicepción
	2.3.2 Receptores D2-like en la nocicepción

	2.4 Diferencias entre sexos en la nocicepción
	2.4.1 Papel de las hormonas gonadales en la modulación del dolor
	2.4.1.1 17(-estradiol y sus receptores
	2.4.1.1 Progesterona y su receptor


	2.5 Modulación dependiente del sexo de los receptores dopaminérgicos y su papel en la nocicepción

	3. JUSTIFICACIÓN
	4. HIPÓTESIS
	5. OBJETIVOS
	5.1 Objetivo general
	5.2. Objetivos particulares

	6. MATERIALES Y MÉTODOS
	6.1 Animales
	6.2 Modelo de dolor tipo fibromialgia inducido por reserpina
	6.3 Administración intratecal
	6.4 Lesión de las proyecciones espinales dopaminérgicas
	6.5 Ovariectomía
	6.6 Evaluación de las conductas nociceptivas
	6.6.1 Determinación de la alodinia táctil
	6.6.2 Evaluación del umbral de presión muscular

	6.7 Evaluación de la coordinación motora
	6.8 Fármacos
	6.9 Knockdown de los receptores dopaminérgicos D1 y D5 espinales
	6.10 Determinación de la expresión de los receptores de dopamina por reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa
	6.11 Análisis de datos y estadística

	7. DISEÑO EXPERIMENTAL
	7.1 Lesión de las neuronas dopaminérgicas espinales con 6-hidroxidopamina
	7.2 Farmacología de los receptores dopaminérgicos
	7.3 Esquema de administración de los siRNAs
	7.4 Ovariectomía, reconstitución con estradiol y farmacología de los receptores a estrógenos
	7.5 Reconstitución con progesterona y farmacología del receptor a progesterona
	7.6 Efecto de la reconstitución hormonal en ratas reserpinizadas
	7.7 Expresión de los receptores dopaminérgicos en médula espinal y ganglios de la raíz dorsal

	8. RESULTADOS
	8.1 Lesión de las neuronas dopaminérgicas espinales
	8.1.1 El pretratamiento con 6-hidroxidopamina previene el desarrollo de la hipersensibilidad inducida por reserpina
	8.1.2 El postratamiento con 6-hidroxidopamina revierte las conductas nociceptivas inducidas por reserpina

	8.2 Farmacología de los receptores dopaminérgicos D1-like
	8.2.1 La activación de los receptores D1-like espinales promueve la nocicepción en animales intactos
	8.2.2 El bloqueo de los receptores D1-like revierte la alodinia inducida por reserpina
	8.2.3 El tratamiento con siRNAs dirigidos a los receptores D1 y D5 revierten la alodinia táctil y la hiperalgesia muscular inducidas por reserpina

	8.3 Farmacología de los receptores dopaminérgicos D2-like
	8.3.1 Los agonistas de los receptores D2-like revierten parcialmente la alodinia táctil y la hiperalgesia muscular inducidas por reserpina
	8.3.2 Los receptores D2, D3 y D4 participan en diferente medida en la hipersensibilidad inducida por reserpina

	8.4 El efecto antinociceptivo de los fármacos dopaminérgicos es dependiente del sexo en ratas reserpinizadas
	8.4.1 El 17β-estradiol y la activación de los receptores a estrógenos ( modulan la actividad antinociceptiva de los receptores D1-like
	8.4.2 El efecto antialodínico de los receptores D2-like depende de la progesterona y del receptor a progesterona

	8.5 La administración de reserpina modifica la expresión de los receptores dopaminérgicos en la médula espinal y los ganglios de la raíz dorsal
	8.5.1 Expresión del ARN mensajero de los receptores dopaminérgicos en hembras reserpinizadas
	8.5.2 Expresión del ARN mensajero de receptores dopaminérgicos en machos reserpinizados


	9. DISCUSIÓN
	9.1 Las proyecciones dopaminérgicas espinales son necesarias para el desarrollo y el mantenimiento de la hipersensibilidad inducida por reserpina
	9.2 Los receptores dopaminérgicos D1-like espinales promueven la nocicepción en el modelo de fibromialgia inducida por reserpina
	9.3 Los receptores dopaminérgicos D2-like espinales tienen un papel antinociceptivo en el modelo de fibromialgia inducida por reserpina
	9.4 Los receptores dopaminérgicos modulan la nocicepción inducida por reserpina de manera dependiente del sexo
	9.5 Efecto de la reserpina en la expresión de los receptores dopaminérgicos en médula espinal y ganglios de la raíz dorsal

	10. CONCLUSIONES
	11. PERSPECTIVAS
	12. REFERENCIAS
	13. ANEXOS
	13.1 Artículos derivados del proyecto de doctorado
	13.2 Artículos derivados de otros proyectos
	13.3 Artículos de divulgación
	13.4 Congresos
	13.5 Actividades académicas
	13.6 Actividades de retribución social
	13.7 Otras actividades


