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IV. RESUMEN

Existe una relacién reciproca y bidireccional entre la privacién de suefio y el
dolor, el dolor afecta la calidad del suefio y la mala calidad de suefio aumenta
la intensidad del dolor. Particularmente se ha reportado que la privacion de
suefio de movimientos oculares rapidos (MOR) aumenta la sensibilidad
nociceptiva, sin embargo, los mecanismos que subyacen a esta relacién no se
entienden por completo. La privacion de suefio promueve la liberacién de
mediadores proinflamatorios, los cuales, modifican la actividad de las
neuronas nociceptivas. El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y su receptor
TNFR1 tienen un papel importante en la respuesta nociceptiva, sin embargo,
se desconoce su participacion en la alodinia tactil inducida por la privacion de
sueno MOR. El objetivo de este estudio fue evaluar la participacion del TNFa
y el receptor TNFR1 en el desarrollo y mantenimiento de la alodinia tactil
inducida por la privacion de suefio MOR en ratas. El tratamiento de talidomida,
un inhibidor de la sintesis de TNFa o R7050, un bloqueador de la via de
sefalizacion TNFa/TNFR1, revirtieron la alodinia tactil observada en animales
con privacion de suefio MOR de forma dependiente de la concentracién. El
pretratamiento de talidomida y R7050 previno el desarrollo de alodinia tactil
inducida por la privacion de suefio MOR. No se observaron modificaciones en
la expresion del receptor TNFR1 en ganglio de la raiz dorsal o médula espinal
de ratas privadas de suefio MOR. Se determiné que la privacion de suefio
disminuye los niveles de TNFa en médula espinal de ratas hembra y machos
en comparacion con el control. Los datos obtenidos en esta tesis sugieren que
TNFa y el receptor TNFR1 tienen un papel pronociceptivo y promueven el
desarrollo y mantenimiento de la alodinia inducida por la privacion de suefio
MOR.

\i
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V. ABSTRACT
There is a reciprocal and bidirectional relationship between sleep and pain,
pain affects sleep quality and poor sleep quality is associated with increased
pain intensity. It has been reported that rapid eye movement (REM) sleep
deprivation increases nociceptive sensitivity; however, the mechanisms
underlying this relationship are not entirely understood. Sleep deprivation
promotes the release of proinflammatory mediators, which modify the activity
of nociceptive neurons. The tumor necrosis factor alpha (TNFa) and its TNFR1
receptor have an essential role in the nociceptive response, nevertheless; the
participation in allodynia induced by REM sleep deprivation is still unknown.
This study aimed to evaluate the participation of TNFa and TNFR1 receptor in
the development and maintenance of tactile allodynia induced by REM sleep
deprivation in rats. The treatment of thalidomide, an inhibitor of TNFa
synthesis, or R7050, a blocker of signaling pathway TNFa/TNFR1, reversed
tactile allodynia in animals with REM sleep deprivation concentration-
dependent manner. The pretreatment of thalidomide and with R7050
prevented the development of tactile allodynia induced by REM sleep
deprivation. No changes in TNFR1 expression were observed in the dorsal root
ganglion or spinal cord of rats with REM sleep deprivation. It was determined
that that sleep deprivation decreased the levels of TNFa in the spinal cord of
male and female rats in comparison with the control. The data obtained in this
thesis suggest that TNFa and TNFR1 have a pronociceptive role and promotes
in developing and maintaining tactile allodynia induced by REM sleep

deprivation.

Vi
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1. INTRODUCCION
1.1 Sueio

El suefio es un estado fisiolégico donde se presenta perdida de la conciencia,
relajacion muscular y menor capacidad de reaccionar a estimulos externos
(Fuller et al., 2006). El suefio involucra el funcionamiento de multiples regiones
cerebrales, las cuales actian juntas eléctrica y quimicamente para alternarlo
con la vigilia, un estado de conciencia y alta actividad. Algunas de las
estructuras que regulan el ciclo del suefio son: el hipotalamo, el tdlamo, la
corteza cerebral, el tronco encefélico, y los nulcleos monoaminérgicos y

colinérgicos (Philips et al., 2013).

El suefio es un estado conductual. Los individuos necesitan un ambiente
apropiado para dormir y una postura adecuada, que es Unica de cada individuo
0 especie, por otra parte, el individuo puede decidir no dormir, aunque tenga
suefo (Velayos et al., 2007). El suefio cumple con multiples funciones en el
organismo: recuperacion de energia, regulacion térmica, metabdlica,
endocrina, inmune, regula la actividad eléctrica cerebral y ayuda a regular
algunas funciones del cerebro como consolidacion de la memoria (Carrillo-
Mora et al., 2013).

1.2Ciclo del suefio

Durante el suefio se presentan cambios fisiolégicos que lo distinguen de la
vigilia; los musculos se relajan, la actividad respiratoria y el ritmo cardiaco
disminuyen, cambia la actividad cerebral y se presentan movimientos oculares
en algunas fases (Velayos et al., 2007). El ciclo del suefio se divide en dos
etapas de acuerdo a la actividad eléctrica cerebral: suefio sin movimientos
oculares rapidos (no-MOR) y suefio de movimientos oculares rapidos (MOR)
(Philips et al., 2013). El suefio no-MOR y suefio MOR se alternan en ciclos de
90 minutos aproximadamente, cada ciclo comienza con la fase 1 del suefio no-
MOR vy continua con la fase de sueifio MOR, un descanso adecuado consta de

4-6 ciclos (Carrillo-Mora et al., 2013). Conforme se acerca la hora de despertar
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las fases de suefio no-MOR se vuelve mas cortas y los episodios de suefio
MOR se alargan (Figura 1B) (Scammell et al., 2017).

El suefio no-MOR o suefio de ondas lentas, se caracteriza por oscilaciones 0,
son ondas de alta amplitud y baja frecuencia mediadas por
electroencefalograma (EEG) (0— 4 Hz). Se observa baja actividad muscular y
poca actividad ocular (Scammell et al., 2017). El suefio no-MOR se divide en
4 fases que van desde el suefio mas ligero hasta el mas profundo (Carrillo-
Mora et al., 2013). La primera fase es el paso de la vigilia al suefio, la actividad
fisiologica comienza a disminuir y los masculos comienzan a relajarse. En esta
fase del suefio predominan las ondas a y el EEG muestra ondas 6 de mayor
amplitud. En la segunda fase hay una disminucion del ritmo EEG, se presentan
estallidos de suefio llamados husos y “complejos K” son ondas lentas bifasicas
(Fuller etal., 2006). En la tercera y cuarta fase los musculos estan
completamente relajados y las constantes vitales son significativamente mas
bajas que durante la vigilia (Mutz y Javadi, 2017). Durante estas fases el suefio
es profundo, las ondas del EEG son muy lentas, predominan las ondas & o y
(Figura 1A) (Carley, 2003; Fuller et al., 2006).

A B
Vigilia %NWWWMWWW‘W" Vigilia

MOR A
Fase 1 WWWWWWNW

Fase1 -

Fase 2 J\W h“?w‘ &Y Wﬂl‘/" r“ WW‘_%NW “M_W'W‘IM‘(“ Fase2 A
Fase3 o

Fase 3 MV»NMMMMM
Fase4 o
- T T T T T T T T

Horas

Figura 1. Caracteristicas del electroencefalograma del suefio. A) Durante la vigilia se
presenta mayor actividad cerebral, esta es similar a la actividad de la fase del suefio MOR.
Durante el suefio no-MOR el ritmo EEG tiende a enlentecerse, en esta fase las ondas son de
mayor amplitud y baja frecuencia. B) El suefio no-MOR en un adulto joven dura entre 70-100
min y el suefio MOR 5-30 min, las dos fases del suefio se repiten en ciclo de 90 min, en cada
ciclo las fases de suefio MOR se alargan y el suefio no-MOR se acorta (Modificado de: Carley,
2003).
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El suefio MOR se caracteriza por ondas de baja amplitud y alta frecuencia, la
actividad cerebral en ese momento es muy similar a la vigilia, se observan
ondas 8 (6 — 9 Hz) y y (40 — 300 Hz). En esta fase del suefio resulta muy dificil
despertar, se presentan movimientos oculares rapidos, atonia muscular,
frecuencia cardiaca y respiratoria fluctuantes (Luppi y Fort, 2019; Mutz y
Javadi, 2017; Velayos etal.,, 2007). En ese momento se generan los
pensamientos vivos que acomparfian a los suefios, pero la atonia muscular que
se presenta en esta fase evita la representacion de los suefio (Carrillo-Mora
et al., 2013; Scammell et al., 2017).

Diferentes neurotransmisores y estructuras del cerebro ayudan a modular los
diferentes grados de profundidad del suefio. La vigilia est4 regulada por el
sistema reticular ascendente de activacion (SRAA) y por la accion de la
acetilcolina, noradrenalina, histamina, serotonina, glutamato y orexina (Alée
et al., 2005; Fuller et al., 2006). En la regulacion del suefio no-MOR participan
principalmente el hipotdlamo anterior, ndcleos taldmicos reticular vy
dorsomediales, en esta fase del suefio los principales neurotransmisores que
intervienen son glutamato y acido-y-aminobutirico (GABA). La fase del suefio
MOR esta regulada por la actividad del nucleo reticular pontino oral y la accion
de varios neurotransmisores entre ellos serotonina, GABA y glutamato (Luppi
y Fort, 2019; Velayos et al., 2007).

1.3Dolor

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) define al dolor
como una “experiencia sensorial y emocional desagradable asociada, o similar
a la asociada con, dario tisular real o potencial”. El dolor tiene la funcion de
proteger el organismo de posibles dafios que pongan en riesgo su integridad.
Sin embargo, en algunas condiciones el dolor pierde su funcién de proteccion
y se convierte en si mismo una patologia, en este caso ocurren alteraciones
en los mecanismos involucrados en la transmision nociceptiva y afectan la
calidad de vida del individuo (Arco, 2015; Woolf, 2010).
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Es importante sefialar que en la interpretacion del dolor se involucra una parte
emocional dada por los aspectos psicolégicos y el entorno del individuo, los
cuales pueden modificar la percepcion del dolor, de tal manera que la gravedad
de la lesion no necesariamente se encuentra relacionada con la intensidad
dolorosa (Arco, 2015; Raja et al., 2020).

1.4 Clasificacién del dolor

El dolor puede clasificarse de acuerdo a diferentes caracteristicas como la
intensidad o duracion (Souza Monteiro et al., 2020). Una de las clasificaciones
mas aceptada es la propuesta por Woolf en el 2004, basada en el mecanismo
neurobiolégico que lo desencadena, clasificandolo en 4 tipos; dolor
nociceptivo, inflamatorio, neuropatico y disfuncional (Figura 2). Los primeros
dos se consideran protectores, los otros dos se consideran maladaptativos y
son el resultado de un funcionamiento anormal del sistema nociceptivo (Woolf,
2004; 2010).
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Figura 2: Clasificacion del dolor. El dolor se puede clasificacion de acuerdo a su mecanismo
neurobiolégico. Los primeros dos se consideran mecanismos de alerta A) dolor nociceptivo,
€s una respuesta inmediata tras un estimulo térmico, quimico o mecanico nocivo. B) dolor
inflamatorio, se debe a la accion del sistema inmunolégico y la liberacién de mediadores
inflamatorios que activan a los nociceptores. Los otros tipos de dolor se consideran
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maladaptativos C) dolor neuropatico, se debe una lesion en el sistema nervioso y D) dolor
disfuncional, se debe a un funcionamiento central alterado (Modificado de Woolf, 2004).

1. Dolor nociceptivo: ocurre en respuesta a un dafios del tejido, no hay un
dafio neuronal, se generan reflejos de accion inmediata (Woolf, 2010).
Se divide en dos categorias: dolor somético, que esta bien localizado
generalmente a nivel de la dermis, y dolor visceral que generalmente
surge como una sensacion difusa (Figura 2A) (Souza Monteiro et al.,
2020).

2. Dolor inflamatorio: se considera un mecanismo de alerta, cuando ocurre
una lesién o infeccion, se liberan mediadores inflamatorios, los cuales
son fundamentales para el desarrollo y mantenimiento de este tipo de
dolor (Souza Monteiro et al., 2020). Se caracteriza por una mayor
sensibilidad a estimulos dolorosos y el contacto fisico, ademas impide
el movimiento para promover una curacion mas rapida de la parte
lesionada (Figura 2B) (Woolf, 2010).

3. Dolor neuropatico: se caracteriza por la presencia de alodinia e
hiperalgesia y ademas dolor espontaneo. La IASP define la alodinia
como “dolor debido a un estimulo que normalmente no provoca dolor” y
la hiperalgesia como “aumento del dolor por un estimulo que
normalmente provoca dolor” (Scholz et al., 2019; Woolf, 2004). Este tipo
de dolor se debe a una lesion en el sistema nervioso y puede resultar
de diferentes trastornos neurologicos como; neuralgia del trigémino,
neuropatia diabética o neuralgia post-herpética (Figura 2C) (Colloca
et al., 2017).

4. Dolor disfuncional: es aquel que se presenta sin una causa aparente ya
gue no se identifica un estimulo nocivo. Este tipo de dolor se debe a un
procesamiento central alterado y se caracteriza por una sensibilidad

anormal (Figura 2D). En algunas patologias como fibromialgia, dolor de
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cabeza por tension, sindrome de intestino irritable y artritis se presenta
este tipo de dolor (Woolf, 2004; 2010).

1.5 Fisiologia del dolor
1.5.1 Nocicepcioén

La nocicepcion es un mecanismo sensorial que permite la deteccion de
estimulos nocivos a través de una subpoblacidén de fibras nerviosas de alto
umbral denominadas nociceptores, fibras aferentes primarias o neuronas de
primer orden (Basbaum et al., 2009). Los nociceptores detectan los estimulos
térmicos, mecanicos o fisicos de alta intensidad o que ponen en riesgo el
organismo mediante la activacion de diversos receptores y canales i6nicos;
canales de sodio activados por voltaje (Navl1.7, Nav1.8, Nav1.9), receptores de
potencial transitorio (TRPs), canales ionicos sensibles a éacido (ASICs),
receptores purinérgicos (P2Y, P2X). Estos canales y receptores son activados
por diversas sustancias liberadas en respuesta al dafio; prostaglandinas, factor
de crecimiento neuronal (NGF), interleucina 1B (IL-1B) factor de necrosis
tumoral a (TNFa), histamina, serotonina, bradicinina, protones (H*),
tromboxanos y leucotrienos (Costigan y Woolf, 2000). La nocicepcion
comprende de una serie de mecanismos; transduccion, transmision,

modulacién y percepciéon (Lamont et al., 2000):

1. Transduccion: proceso mediante el cual un estimulo de alta intensidad
se traduce en sefales eléctricas, este paso de la nocicepcidon esta
mediado por la activacién de canales idnicos. Los nociceptores tiene la
capacidad de diferenciar un estimulo inocuo de un estimulo nocivo, solo
responden a estimulos de alta intensidad (Zegarra, 2007).

2. Transmision: es la propagacion de los potenciales de accion desde la
periferia a la médula espinal y posteriormente a centros supraespinales
(Vanderah, 2007).

3. Modulacion: La sefial nociceptiva es modificada en el asta dorsal o

tractos descendentes, se puede facilitar o inhibir (Vanderah, 2007).
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4. Percepcion: es la integracion de los tres procesos anteriores, dando
como resultado esa experiencia subjetiva y emocional llamada dolor
(Figura 3) (Basbaum et al., 2009; Tracey y Manthyh, 2007).
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Figura 3: Nocicepcién. La nocicepcion es la deteccion de los estimulos nocivos a través de
los nociceptores. La informaciéon detectada se transduce en potenciales de accién y se
transmite a centros supraespinales, la sefial dolorosa se puede inhibir o facilitar. La percepcion
es el resultado final de estos tres proceso, donde se genera una experiencia subjetiva y
emocional (Modificado de Ruelle-Le et al., 2021).

1.5.2 Nociceptores

Los nociceptores tienen propiedades biofisicas y moleculares especiales que
les permite excitarse selectivamente a estimulos dafiinos, estos responden
tanto a las sefales externas como a las provocadas por el propio organismo
(Basbaum et al., 2009). Los nociceptores tienen una rama axonal periférica

gue detecta los estimulos nocivos y una rama axonal central que hace contacto
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sinaptico con las neuronas de proyeccion en la asta dorsal de la médula
espinal. La rama axonal periférica y central de los nociceptores comparten el
mismo tallo axonal ubicado en el ganglio de la raiz dorsal (GRD) (Bourne et al.,
2014; Brodin et al., 2016).

1.5.3 Clasificacion de los nociceptores

Los nociceptores se pueden clasificar de acuerdo al grado de mielinizacion y

velocidad de conduccion;

Fibras AB: son altamente mielinizados de méas de 10 um de diametro y
transmision répida (30-100 m/s), trasmiten informacion sensorial inocua
(Bourne et al., 2014; Millan, 1999).

Fibras Ad: son fibras poco mielinizadas de didametro medio (2-5 pm) y
conduccion rapida (12-30 m/s), trasmiten informacion de estimulos térmicos,

mecanicos, térmicos y quimicos de alto umbra (Millan, 1999; Vanderah, 2007).

e Fibras Ad tipo I: son de conduccién rapida y responde a estimulos
mecdanicos y quimicos de alta intensidad. Responden a estimulos
térmicos mayores a 50 °C, ante la estimulacién térmica constante, se
sensibilizan y responden a temperaturas mas bajas y estimulos
mecdanicos de menor intensidad (Basbaum et al., 2009; Millan, 1999).

e Fibras AJ tipo IlI: responden mas rapido a los estimulos térmicos se
activan a temperaturas mas bajas que los tipos I, y responden a
estimulos mecéanico de alta intensidad (Basbaum et al., 2009; Millan,
1999).

Fibras C: son fibras amielinicas de transmisién lenta (< 2 m/s) y diametro
pequefio (0.4-1.2 um), trasmiten la mayoria de los estimulos, son fibras
polimodales, es decir, pueden ser sensibles al calor, a estimulos mecanicos y
guimicos (Bourne et al., 2014; 2001; Millan, 1999).

e Fibras C peptidérgicas: libera péptidos como la sustancia P (SP) y

péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP). Este tipo de
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fibras expresan el receptor de tropomiosina cinasa A (TrkA) del NGF
(Juliu y Basbaum, 2001).

e Fibras C no peptidérgicas: este subtipo de fibras expresa el receptor
de neurotrofina c-Ret para la union del factor neurotroéfico derivado de
la glia (GDNF), ademas de expresar receptores a adenosina trifosfato
(ATP) particularmente P2Xs (Juliu y Basbaum, 2001).

Nociceptores silenciosos: es un subtipo de los nociceptores tipo C
amielinicas, presentes en la piel, viseras y articulaciones , los cuales presentan
poca actividad espontanea, responde Unicamente a estimulos fisicos de alta
intensidad, relacionados con una lesiéon (Millan, 1999; Woller et al., 2017)
(Figura 4).
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Figura 4: Clasificacién de los nociceptores. A) Los nociceptores se pueden clasificar de
acuerdo al grado de mielinizacién, diametro grande (Fibras AR), diametro medio (Fibras Ad) y
pequefio (Fibras C). B) La velocidad de transmision se relaciona con el grado de mielinizacion
y se refleja en el registro de un potencial de acciéon (Modificada de Julius y Basbaum, 2001).
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1.5.4 Senalizaciéon del dolor
1.5.4.1 Vias ascendentes

Los estimulos quimicos, mecanicos y térmicos nocivos son detectados por los
nociceptores. La terminales nerviosas periféricas transducen la informacion
detectada en potenciales de accion y la trasmiten a través del axon de la fibra
nerviosa hasta la médula espinal donde se encuentran las neuronas de
segundo orden haciendo sinapsis con estas (Juliu y Basbaum, 2001). De la
terminal central del nociceptor se liberan neurotransmisores excitadores (SP,
aspartato, glutamato, CGRP, ATP) los cuales activan a las neuronas de
segundo orden, encargadas de amplificar la sefial dolorosa (Grace et al., 2014;
Kuner, 2010). Las neuronas de segundo orden llevan la informacion a centros
supraespinales (bulbo raquideo rostro medial, sustancia gris periacuadultal,
talamo, regiones parabraquiales, hipotdlamo y amigdala) siguiendo diferentes
trayectorias que tienen origen en diferentes laminas de la médula espinal, las
dos principales vias son: el tracto espino-talamico y el espino-reticular
(Basbaum et al., 2009). La primera de ellas lleva la informacién al talamo, se
encarga de codifica la ubicacion y la intensidad de la sefial dolorosa. La
segunda lleva la informacién al sistema limbico, esta via se asocia con la parte

emocional y el afecto (Willias y Westlund, 1997; Woller et al., 2017).
1.5.4.2 Vias descendentes

La nocicepcion estd formada ademas por vias descendentes que ayudan a
facilitar o inhibir la sefial dolorosa. Las vias descendentes ahora se originan en
las estructuras supraespinales hacia la médula espinal (Kwon et al., 2013). Las
principales estructuras responsables son la médula rostral ventromedial (RVM)
y la sustancia gris periacuadultal (SGPA). Los centros supraespinales se
conectan con la SGPA que envia proyecciones a la RVM y a la médula espinal
(Bourne et al., 2014; Ossipov et al., 2010). Las neuronas moduladoras de la

RVM (GABAérgicas, glicinergicas, noradrenérgicas, serotoninérgicas)

10
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proyectan a la médula espinal y ayudan a suprimir o incrementar la sefial
dolorosa (Mason, 1999; Ossipov et al., 2010).

1.5.5 Sensibilizacion

La sefial dolorosa es una sefial de alarma que intenta proteger al organismo
del peligro. Las alteraciones en este sistema produce un aumento de la
excitabilidad o la capacidad de respuesta de las neuronas a nivel periférico o
central, conocido como sensibilizacion (Kawasaki et al., 2008; Staud, 2012).
La sensibilizacion surge tras una estimulacién nociva repetida o prolongada,
como consecuencia disminuye el umbral de activacion e incrementa la

actividad espontanea (Aguggia et al., 2013).
1.5.5.1 Sensibilizacién periférica

La sensibilizacion periférica se relaciona con la inflamacion. En una lesion los
nociceptores activos y células inmunolégicas (mastocitos, basofilos,
macréfagos, neutréfilos) liberan; SP, CGRP, citocinas, quimiocinas,
neurotrofinas, bradicininas, prostaglandinas, histamina, eicosanoides,
guimiocinas, H*, NGF, tromboxanos, leucotrienos, entre otro mediadores
proinflamatorios (Ji etal., 2018). Los nociceptores expresan diversos
receptores y canales idnicos que reconocen a cada uno de estos mediadores,
y como consecuencia la respuesta a estos mediadores aumenta la
excitabilidad de los nociceptores y provoca dolor (Kidd y Urban, 2001; Ji et al.,
2014). Posteriormente se induce la produccion de segundos mensajeros como
el Ca?*, el cudl activa a cinasas como: proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa
dependiente de calmodulina (CaMK) proteina cinasa C (PKC), y proteinas
cinasas activadas por mitogenos (MAPKS) entre ellas cinasas c-Jun N-terminal
(JNK), proteinas cinasas activadas por mitdégenos (p38 MAPK), cinasa
regulada por sefal extracelular (ERK). Las cinasas fosforilan algunos canales
ionicos (TRPs, Navl.7, Navl.8 y Navl.9) y modifican drasticamente su
actividad, generando hiperexcitabilidad (Pinho-Ribeiro et al., 2017). Por otra

parte, los nociceptores también expresan receptores que son activados por
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patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS) o patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPSs) los cuales también sirven como mediadores
en la respuesta de dolor (Ji et al., 2014; Woller et al., 2017). La activacion de
los nociceptores activa potenciales de accién antidrémicos y ortodrémicos, que
causan la liberacion de CGRP y SP, los cuales favorecen a la despolarizacion
de fibras nerviosas vecinas y la liberacién de mediadores inflamatorios. Esto
promueve la inflamacion y la sensibilizacion (Figura 5) (Costigan y Woolf,
2000).
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Figura 5: Sensibilizacion periférica. El aumento de la excitabilidad de las fibras nerviosas
se produce en respuesta a la activacién de los receptores ubicados en la superficie celular de
los nociceptores, por medio de los componentes enddgenos liberados por las células
neuronales y no neuronales infiltradas al lugar de lesion. La activacion de estos receptores
incrementa los niveles de Ca?* citosélico y la activaciéon de diversas cinasas, estas modifican
la actividad de diferentes canales i6nicos, promoviendo la excitabilidad neuronal (Modificada
de Ji et al., 2014).
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1.5.5.2 Sensibilizacion central

La sensibilizacion central se debe a una mayor capacidad de respuesta
neuronal, hay mayor eficacia sinaptica o una inhibicion reducida, lo que facilita
la hiperexcitabilidad del sistema nervioso central (SNC) (Letremoliere y Woolf,
2009). Existe una relacion entre la sensibilizacion periférica y central, los
estimulos periféricos prolongados inducen cambios en el SNC lo que conduce
a este tipo de sensibilidad. Se han descrito tres mecanismos principales

relacionados con la sensibilizacion central (Basbaum et al., 2009) (Figura 6);
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Figura 6: Sensibilizacién central. La actividad presinaptica aumentada permite la liberacién
de varios neurotransmisores entre ellos el glutamato, el cual promueve la despolarizacion
posinaptica a través de los receptores NMDA y la entrada de Ca?". Por otra parte, la
transmision sinaptica inhibitoria mediada por GABA y glicina se encuentra disminuida, lo que
favorece a la excitabilidad neuronal. En la sensibilizacién centra las células de la glia liberan
BDNF, el cual a través de los receptores TrkB modifica el gradiente de CI- debido a una menor
expresion del cotransportador KCC2 y la alteracion de la actividad del receptor GABA
(Modificada de Basbaum et al., 2009).
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1. Sensibilizacién mediada por los receptores a glutamato NMDA. La
actividad de los nociceptores por lesion induce la liberacion de
neurotransmisores que se unen a sus receptores en la membrana de
las neuronas postsinapticas. En particular, el glutamato activa a los
receptores a glutamato acido  a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-
isoxazolpropiénico (AMPA) y Kainato, lo cual provoca la despolarizacion
de la neurona de segundo orden (Basbaum et al., 2009; Letremoliere y
Woolf, 2009). Esta despolarizacion induce un cambio en el receptor a
glutamato tipo N-metil-D-aspartico (NMDA), en reposo su poro se
encuentra bloqueado por Mg?*, tras la despolarizacion de la membrana
se elimina lo que permite la entrada de Ca?* a través de él (Grace et al.,
2014; Ji et al., 2018). El aumento de calcio intracelular activa vias de
sefializacion que promueven la sensibilizacién central. ElI Ca?* activa
cinasas; MAPK, PKA, PKC, proteina cinasa Src (Src) y cinasa
dependiente de fosfoinositol 3 (PI3K), éstas fosforilan los receptores
NMDA, lo que favorece la excitabilidad neuronal (Ji etal., 2018;
Letremoliere y Woolf, 2009). La activacion de otros receptores a
glutamato en la neurona posinaptica y la liberacién de péptidos y
mediadores inflamatorios contribuyen al aumento de Ca?* citosélico y
por lo tanto a la sensibilizacién (Basbaum et al., 2009).

1. Desinhibicién GABAérgica y glicinérgica alterada. En condiciones
normales existe una neurotransmisién inhibidora mediada por dos
principales neurotransmisores, GABA y glicina que modulan la
transmision dolorosa a nivel del asta dorsal de la médula espinal (Grace
etal.,, 2014). Sin embargo, durante los procesos de dolor crénico o
condiciones patolégicas hay una disminucién de las corrientes
inhibitorias, lo que facilita la excitabilidad de las neuronas (Basbaum
et al., 2009; Li et al., 2021).

2. Activacion de la microglia. Un tercer mecanismo que contribuye a la
sensibilizaciébn central es la activacibn de las células gliales,

particularmente de la microglia y los astrocitos (Basbaum et al., 2009;
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Li et al., 2021). La lesién induce la liberacion de mediadores que son
detectados por la microglia, entre ellos se libera ATP que se dirige sobre
los receptores purinérgicos microgliales de tipo P2, causando la
liberacién del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Grace
et al., 2014). EI BNDF actua sobre los receptores de tropomiosina
guinasa B (TrkB) en las neuronas de segundo orden en la asta dorsal
de la médula espinal lo que genera cambios en el gradiente de CI-
debido a que reduce la expresion del co-transportador neuronal CI-/K*
(KCC2), esto provoca un aumento en la concentracion intracelular de
cloruro. Este cambio en el gradiente de CI- modifica la actividad del
receptor a GABA, de manera que el GABA pasa de tener una accion
inhibidora a ser excitadora (Basbaum et al., 2009). Por otra parte, la
microglia activa libera moléculas de sefializacion como: citocinas y
guimiocinas que contribuyen a la sensibilizacion central (Kawasaki
et al., 2008).

1.6 Trastornos del suefio y alteraciones en la nocicepcién

El suefio es una necesidad biologica, para mantener el funcionamiento de
diferentes sistemas fisioldgicos, por lo tanto, su alteracion repercute en la
funcién del organismo (Miyazaki et al., 2017). La perturbacién prolongada
incrementa alteraciones metabdlicas como: aumento de la resistencia a
insulina y la probabilidad de desarrollar diabetes tipo 1l (Knutson et al., 2006;
Spiegel et al., 2005). El cerebro es uno de los principales 6rganos afectado por
la privacion de suefio, se han observado alteraciones de la memoria, la
cognicion, aumenta el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer y problemas neuroconductuales (Gaine etal.,, 2018; Grandner,
2017; Jackson et al., 2013; Kang et al., 2009; Lewis et al., 2017; Verweij et al.,
2014; Wehr et al., 1987).

La nocicepcion se altera por la privacion de suefio. Existe una relacion
reciproca entre el suefio y dolor, estudios experimentales han observado que

la alteracion del suefio contribuye al desarrollo de dolor y la presencia de dolor
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cronico genera mala calidad de suefio (Tomim et al., 2016). En modelos
animales se ha observado que la pérdida de suefio aumenta las conductas
asociadas a dolor (Alexandre et al., 2017; Onen et al., 2001a; Onen et al.,
2000). Experimentos en humanos sanos reportan que la privacion total, parcial
0 de algunas de las fases del suefo facilita la sensibilidad dolorosa (Faraut
et al., 2015; Schuh-Hofer et al., 2013). Se ha informado que la mala calidad de
suefio en pacientes con fibromialgia, artritis reumatoide o quemaduras graves

aumenta la percepcién del dolor (Affleck et al., 1996; Finan et al., 2013; Irwin

et al., 2012; Raymond et al., 2001) (Tabla 1).

Tabla 1: Efecto de la privaciéon de suefio en modelos animales, en
humanos sanos y enfermos. La privacion total, parcial o selectiva de suefio

aumenta la respuesta nociceptiva.

Referencia

(Affleck
et al., 1996)

(Roehrs
et al., 2006)

(Onen et al.,

2001b)

(Irwin et al.,
2012)

Sujeto de Disefio Evaluacién de la
estudio experimental nocicepcion
Ejemplos de estudios en humanos sanos y enfermos
Mujeres con -Suefio ilimitado Entrevistador
fibromialgia electroénico, se
(edad promedio evalu6 calidad de
43.8 afios) suefio e intensidad
del dolor
Hombre y -Restriccion de Latencia de retiro

mujeres sanos
(18 - 35 afios)

Hombres sanos
(26 - 43 afios)

Pacientes con
artritis
reumatoide
(AR) y sujetos
sanos

suefio total (8,y 4 h)
-Restriccion de
suefio MOR (8 y 2 h)
por 2 dias.

-Privacién total 1 dia
+ PMOR 2 dias +
recuperacion

-Privacion total 1 dia
+ privacion de suefio
noMOR 2 dias +
recuperacion

-4 h de privacion de
suefio durante la
noche

del dedo ante la
aplicacion de calor
radiante

Umbral nociceptivo
mecanico
(aplicacion de
presion) y térmico

Cuestionario de
dolor McGill

Efecto inicial

-Las mujeres que dormian
mal reportaron mayor
intensidad del dolor y las
mujeres con mejor calidad del
suefio  reportaron  dolor
menos intenso.

-La pérdida de suefio
acumulada aumenta la
sensibilidad dolorosa.

-La latencia de retiro
disminuye con la privacion de
suefio total y MOR.

-La privacion total afecta el
umbral nociceptivo mas que
la privacion selectiva.

-La privacion total y selectiva
no modificaron el umbral
térmico.

-La recuperacion de suefio
NnoMOR mostr6 un mayor
efecto analgésico que el
suefio MOR.

-Los pacientes con AR
presentaron una  mayor
respuesta nociceptiva
después de 4 h de privacion
de suefio.

-La privacion de suefio
aumenté el dolor en las
articulaciones, relacionado
con la AR.
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Tabla 1. Efecto de la privaciéon de suefio en modelos animales, en
humanos sanos y enfermos. La privacion total, parcial o selectiva de suefio
aumenta la respuesta nociceptiva (continuacion).

Departamento de Farmacobiologia

Referencia Sujeto de Disefio Evaluacion de la Efecto inicial
estudio experimental nocicepcion
Ejemplos de estudios hechos en modelos animales
(Ukponmwan Ratas Wistar -P-MOR 96 h Umbral nociceptivo -La privacion de suefio redujo
et al., 1986) macho -Administracién de mecanico (Randall- el umbral nociceptivo.
deprenil, inhibidor de  Selitto) -La administracién de
la monoamino deprenil y feniletilamina
oxidasa A-B (MAO), potenciaron el efecto
fosforamidona analgésico de la
(inhibidor de fosforamidona en los
encefalinas), animales control, pero no se
feniletilamina observé mayor efecto en los
(sustrato de la animales con P-MOR.

MAO). -La P-MOR redujo el efecto
analgésico de la
fosforamidona.

(Onen et al., Ratas Wistar -P-MOR 3diasy4 Umbral nociceptivo -La P-MOR redujo el umbral
2000) macho dias de mecanico (presion nociceptivo.
recuperacion en la pata) -La recuperacion del suefio
mostré un efecto analgésico.
(Onen et al., Ratas Wistar -P-MOR 3y 5 dias Umbral nociceptivo -La respuesta a estimulos
2001a) macho térmico y mecénico, térmicos, mecanicos y
estimulo  eléctrico  eléctricos aument6é después
en la patay prueba dela P-MOR, pero no cuando
de formalina. se aplic6 un estimulo
quimico.
(Tomim et al., Ratas Wistar -P-MOR 24y 48 h Umbral nociceptivo -La P-MOR disminuy6 el
2016) macho -Administracion de mecanico (Randal- efecto analgésico de Ila
bicuculina, morfina,  Selitto) y prueba de  morfina.
y antagonista del formalina -La bicuculina y el
receptor de antagonista de CCK;
colecistoquinina B mostraron un efecto

(CCKy) antinociceptivo en animales
con P-MOR.

(Alexandre Ratones -Privacién aguda: Prueba de acetona, -La privacion aguday cronica
et al., 2017) C57BL/67 12,6y 9h. umbral nociceptivo aumenta la respuesta
machoy -Privacion crénica: mecéanico (von nocifenciva y la sensibilidad a
hembra 1,3y 5 dias. Frey) y térmico estimulos mecanicos vy

(placa caliente) térmicos.

1.7 Mecanismos involucrados entre la privacion de suefio y el dolor

Se ha demostrado que una mala calidad del suefio induce dolor, sin embargo,
los mecanismos no se entienden por completo. El suefio mantiene el correcto
funcionamiento del organismo, es posible que la perturbacion prolongada del
suefo altere el funcionamiento de los circuitos moduladores del dolor. Por
ejemplo se ha informado que la privacion de suefio afecta los controles
descendentes inhibitorios noradrenérgicos y serotoninérgicos (Damasceno et
al., 2009; Wei et al., 2008). En diferentes modelos animales se ha observado

gue la privacion de suefio reduce la actividad GABAérgica y aumenta la
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actividad glutamatérgica en la asta dorsal, lo que favorece a una mayor
excitabilidad neuronal y al desarrollo de dolor (Tomim et al., 2016; Wei et al.,
2007, 2008). Ademds, la falta de suefio afecta a los sistemas inhibitorios
descendentes mediados en la SGPA. La privacion de suefio afecta a la eficacia
analgésica de la morfina y la SGPA es fundamental para su efecto analgésico
(Alexandre et al., 2017; Nascimento et al., 2007; Ukponmwan et al., 1984). En
otros estudios se ha descrito que la privacion de suefio aumenta la transmision
colecistoquininérgica en el RVM, lo que promueve controles descendentes
pronociceptivos (Tomim et al., 2016).

Shapiro y Girdwood propusieron el primer mecanismo que explica parte del
efecto pronociceptivo de la pérdida de suefio. Shapiro y Girdwood observaron
gue la privaciond de suefio altera el funcionamiento el sistema opoidergico,
causa una disminucion en la produccion de opiodes (Shapiro y Girdwood,
1981). Posteriormente se observé que la falta de suefio altera la afinidad de
los receptores p y & (Fadda et al., 1993).

La inflamacién es otro posible mecanismo involucrado. La perturbacion del
suefio aumenta la liberacion de células inmunes (monocitos y macrofagos) e
incrementar la produccibn de mediadores proinflamatorios (citocinas y
prostaglandinas) por estas células (Faraut et al., 2015; Hu et al., 2003; Irwin
et al., 2008). Los mediadores proinflamatorios a nivel periférico pueden unirse
a sus receptores expresados en los nociceptores y sensibilizarlos directamente
o entrar desde la periferia a la médula espinal y modular la sefial nociceptiva
(Basbaum et al., 2009; Herrero et al., 2020).

El efecto pronociceptivo de la restriccion de suefio probablemente se debe a
una alteracion en la liberacion de varias sustancias endogenas, se ha
observado que la falta de suefio altera la liberacion de dopamina, orexina,
vitamina D y melatonina. Por ejemplo, la dopamina tiene efecto antinociceptivo,
la mala calidad de suefio regula a la baja los receptores dopaminérgicos D23,
afectando su funcion en la modulacion del dolor (Finan y Remeniuk, 2016).

Varios autores han propuesto que la falta de suefio disminuye la secrecién de
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melatonina. La melatonina interactia con varias vias del dolor, como GABA,
NMDA, MAPK y opioides, de tal manera que la disminucion de melatonina
aumenta la sefial nociceptiva mediante su accion en diferentes sistemas de

neurotransmision (Danilov y Kurganova, 2016).

1.8 Neuroinflamacion y participacion de las citocinas en la respuesta

nociceptiva

Uno de los posibles mecanismos involucrados en diferentes tipos de dolor es
la neuroinflamacién de la médula espinal (Kawasaki etal., 2008). La
neuroinflamacién se caracteriza por la activacion de la microglia y astrocitos,
una mayor permeabilidad vascular, filtracion de células inmunolégicas
periféricas y la produccion de mediadores inflamatorios; TNFa, IL-1f,
interleucina 6 (IL-6), interleucina 18 (IL-18), quinasas (CXCL1, CCL7, CCL2),
factores de crecimiento (BDNF, DbFGF), neurotransmisores Yy
neuromoduladores (glutamato, ATP) (Ellis y Bennett, 2013; Ji et al., 2014;
Jiang et al., 2020). Estos mediadores gliales a nivel de la médula espinal,
regula la trasmision sinaptica excitatoria e inhibitoria y conducen al desarrollo
de sensibilizacion central. Durante la neuroinflamacion también se liberan
citocinas antiinflamatorias y otros mediadores que normalizan la
neuroinflamacion y la respuesta dolorosa alterada (Ji et al., 2014). Las vias de
sefalizacion ERK 1/2 y MAPK p38 se activan en la microglia, y en los astrocitos
la via ERK 1/2 y JNK para la liberacién de estos mediadores proinflamatorios
(Calvo et al., 2012).

Las citocinas participan en la induccién del dolor, las principales citocinas
relacionadas con una mayor respuesta nociceptiva son el TNFa y la IL-18
(White et al., 2005). TNFa y la IL-1B son citocinas multifuncionales que
promueven la hipernocicepcién por su accion directa sobre las neuronas
sensoriales o la liberacion de otros mediadores proalgésicos como
guimiocinas, ATP, 6xido nitrico (NO), lipidos, otras citocinas o prostanoides
(Miller et al., 2009). Se ha observado que la administracion local, sistémica o

en la médula espinal de citocinas aumenta la respuesta a estimulos nocivos
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(Cunha et al., 1992; DelLeo etal., 1996; Fukuoka et al., 1994; Miller et al.,
2009; Reeve etal.,, 2000). Por otra parte, en modelos animales se ha
observado que el uso de diferentes estrategias para bloquear la accion de las
citocinas revierte y/o previene el desarrollo de hiperalgesia o alodinia, lo que
respalda la idea de que estan involucradas en desarrollo y mantenimiento del
dolor (Ribeiro etal., 2000; Sweitzer et al.,, 2001; Watanabe etal., 2011;
Watkins y Maier, 2003) (Figura 7).

i! Médula espinal

Neuroinflamacion

¥
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Figura 7: La neuroinflamacion puede inducir dolor. La neuroinflamacién en la médula
espinal se debe a la activacion de las células gliales, filtracién de células inmunes periféricas
y la liberacion de productos proinflamatorios y mediadores gliales que tienen la capacidad de
modular la transmision sinaptica inhibitoria y excitatoria, lo cual genera sensibilidad central y
dolor crénico. La glia libera mediadores lipidicos y antiinflamatorios que resuelven la
neuroinflamacion y el dolor (Modificada de Ji et al., 2014).

Las citocinas proinflamatorias evidentemente producen cambios en la
respuesta nociceptiva, sin embargo, los mecanismos involucrados no estan
claros. Las citocinas pueden producir cambios mas rapidos que no dependen
de una alteracion génica (Sweitzer et al., 2001). Se ha demostrado que los

cambios en la excitabilidad de las neuronas nociceptivas surgen del efecto
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directo de las citocinas sobre canales ionicos. Existe evidencia de que la IL-
1B, TNFa e IL-6 modifican la actividad de los canales de sodio y aumentan la
expresion del receptor de potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1), como
consecuencia aumenta la sensibilidad ante estimulos térmicos y mecéanicos
(Barros et al., 2011). La IL-1 en conjunto con TNFa activan los receptores de
bradicinina para provocar hiperalgesia inflamatoria. Por otra parte las citocinas
son potentes inductores de liberacién de la SP, CGRP, ciclooxigenasa-1y por
lo tanto de la prostaglandina E2 (PGE2), los cuales facilitan la sensibilidad a
estimulos dolorosos quimico, térmicos y mecanicos (Barros etal., 2011;
Vallejo et al., 2010; Zhang y An, 2007). El TNFa e IL-1B aumentan la actividad
de los receptores AMPA y NMDA en la médula espinal, mientras otras
interleucinas inhiben las corrientes mediadas por GABA vy glicina lo que
favorece el aumento de la excitabilidad neuronal (DeLeo et al., 1996).

1.9 Factor de necrosis tumoral o

El TNFa es una citocina pleiotropica esencial para la respuesta inflamatoria del
sistema inmunoldgico innato (Turner etal., 2014). EI TNFa se encuentra
implicado en la apoptosis, necrosis, proliferacion celular, funciona como un
pirébgeno endogeno, participa en la regulacion del ciclo suefio - vigilia,
desarrollo embrionario, metabolismo de lipidos, promueve su propia
produccion e induce la liberacién de otras citocinas y quimiocinas inflamatorias,
se ha observado que tiene funciones en la coagulacién y resistencia a la
insulina (Chen y Geoddel, 2002; Chu, 2013; Pozniak et al., 2014; Turner et al.,
2014).

TNFa es una proteina homotrimérica sintetizada por varias células del sistema
inmune; mastocitos, macréfagos, monocitos, células NK y entre otras como
gueratinocitos, fibroblastos y neuronas (Turner et al., 2014). TNFa se sintetiza
en su forma transmembranal (tm-TNFa), una proteina que consta de 233
residuos de aminoacidos. La enzima convertidora de TNF (TACE) procesa la
forma trasmembranal y da origen a la forma soluble (sTNFa), una proteina de

157 residuos de aminoacidos (Horiuchi et al., 2010; Jang et al., 2021). Las dos
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formas de TNFa tiene funciones biolégicas, la forma soluble ejerce sus
funciones a distancia de las células que la sintetizan. La forma transmembranal
depende de la interaccion célula — célula y regula la respuesta inflamatoria

local (Figura 8) (Horiuchi et al., 2010; Ruiz et al., 2021).
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Figura 8: Sintesis de TNFa y via de sefalizacién de TNFR1. TNFa es sintetizado en su
forma transmembranal, la enzima TACE la metaboliza a su forma soluble. La unién de TNFa
al receptor TNFRL1 lleva a la formacién de diferentes complejos los cuales activan diferentes
factores de transcripcion que inducen la activacion de genes a través de los cuales se cumplen
las diversas funciones bioldgicas de esta citocina (modificada de Jie et al., 2020).

TNFa ejerce sus efectos a través de dos receptores independientes, el
receptor 1 del factor de necrosis tumoral (TNFR1) y el receptor 2 del factor de
necrosis tumoral (TNFR2) (Ruiz et al., 2021; Turner et al., 2014). TNFR2 se
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expresa unicamente en las células inmunolégicas, induce la proliferacion,
supervivencia celular y apoptosis (Chu, 2013; Ruiz et al., 2021). TNFR1 se
activa por ambas formas de TNFa a diferencia de TNFR2 que solo es activado
por tm-TNFa (Pozniak et al., 2014).

TNFR1 tiene un dominio de muerte (DD), que permite la unién de varias
proteinas adaptadoras que forman diferentes complejos de sefializacion que
desencadenan diferentes respuestas biologicas (Jang et al., 2021). La union
de TNFa a TNFR1 lleva finalmente a la formacidn de diferentes complejos y a
la activacion de algunos factores de transcripcion como del factor nuclear
kappa B (NF-kB), y de la proteina activadora 1 (AP-1), que promueven la
expresion de genes que inducen las diferentes funciones esta citocina
(Pozniak et al., 2014). ElI complejo | promueve inflamacion, supervivencia,
proliferacion celular y defensa inmunitaria (Ruiz et al., 2021). Si este conjunto
de proteinas se disocia del DD e interactia con el dominio de muerte asociado
a Fas (FADD) se forma el complejo Il para promover apoptosis (van Horssen
et al., 2006). La adicion de otras proteinas acopladoras forma otros complejos
gue activan la proteina similar al dominio de cinasa de linaje mixto (MLKL) para

inducir necrosis (Figura 8) (Jang et al., 2021).
1.10 Participacion de TNFa y su receptor TNFR1 en la nocicepcion

La liberacion de mediadores quimicos es una respuesta general en varios tipos
de lesion, los cuales mejoran la respuesta a estimulos dolorosos debido a la
sensibilizacion de los nociceptores o0 wuna mayor liberacion de
neurotransmisores en la médula espinal que aumenta la respuesta nociceptiva
(Miller et al., 2009). Las células gliales del sistema nervioso central, células de
Schwann y células del sistema inmunolégico como macréfagos y neutrofilos,
sintetizan citocinas proinflamatorias que modulan la sensibilidad al dolor,
mientras que el dolor afecta su sintesis y liberacién (Leug y Chahill, 2010;
Shavit et al., 2006). TNFa se considera una de las principales citocinas
pronociceptivas, debido a su accion directa en sus receptores expresados en

las neuronas que promueven la nocicepcion o de forma indirecta debido a que
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incrementa la liberacién de otros mediadores pronociceptivos (Hudmon et al.,
2008).

La administracion local de TNFa induce alodinia mecénica e hiperalgesia
térmica, ademas, su aplicacion aumenta la tasa de disparo de las neuronas
gue participan en la nocicepcion (Cunha et al., 2005; Junger y Sorkin, 2000;
Schafers et al., 2008; Sorkin et al., 1997; Wei et al., 2007). Existe evidencia del
que efecto pronociceptivo de TNFa se reducen mediante la administracion de
agentes neutralizantes de TNFa como etanercept, infliximab o inhibidores de
la sefalizacion TNFa/TNFR1 (Andrade et al., 2014; Dogrul et al., 2011; Xu
etal., 2019). Ratones que no expresan TNFR1 (TNFR1-KO) presentan
hiperalgesia térmica reducida, menor sensibilidad mecénica y dolor
espontaneo ante la administracion exdégena de TNFa o algin agente
inflamatorio como formalina (Yamacita-Borin et al., 2015; Zhang et al., 2011).
Ademas, TNFa promueve el desarrollo y mantenimiento de diferentes tipos de
dolor (Jin y Gereau, 2006; Leo et al., 2015) (Tabla 2).

El TNFa promueve el dolor mediante diferentes mecanismos, por ejemplo,
reduce el umbral de activacion de algunos tipos nociceptores entre ellos AB y
C (Barros et al., 2011; Zhang et al., 2010). EI TNFa no solo es responsable de
activar la produccién de otros mediadores inflamatorios que inducen dolor, se
ha observado que también regula la actividad y expresion de varios canales
ionicos. Niveles elevados de TNFa aumentan la actividad y la expresion de
canales de Na* resistentes a tretadotoxina y sensibles a tretadotoxina en las
neuronas del GRD, facilitando el desarrollo de dolor neuropatico e inflamatorio
(He et al., 2010; Leo et al., 2015; Tamura et al., 2014). Parte de la sensibilidad
térmica y mecanica desencadenada por esta citocina se debe a que mejora
las corrientes mediadas por los canales TRPs (Barker et al., 2022; Hensellek
et al., 2007; Zhao et al., 2019). Ademas, esta citocina a través de su receptor
TNFR1 modifica la actividad de los receptores AMPA y NMDA. (Kawasaki
et al., 2008; Zhang et al., 2011). Se ha observado que inhibe las corrientes

medidas por GABA, lo que facilita la excitabilidad neuronal (Zhang et al., 2010).
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Varios autores proponen que estos mecanismos se regulan mediante la
activacion de la p38 MAPK agua abajo de TNFR1 (Barker et al., 2022; Zhang
et al., 2010; Zhao et al., 2019).

Tabla 2: Participacion de TNFa y su receptor TNFR1 en la nocicepcion.
TNFa y la activacion de su receptor TNFR1 inducen sensibilidad térmica y
mecanica, ademas de modificar la actividad de otros canales i6nicos y
receptores.

Referencia Modelo Sustancia Evaluacion de la Efecto inicial
nocicepcion
(Cunhaet al., Dolor -TNFa Umbral nociceptivo -TNFa genera hiperalgesia
1992) inflamatorio mecanico (Randall- dependiente de la dosis.
Selitto).
(Woolf et al., Dolor - Adyuvante Umbral nociceptivo -La administracion de CFA y
1997) inflamatorio completo de mecanico y térmico  TNFa aumenta, la
Freund (CFA) (Filamentos de von sensibilidad térmica y
-TNFa Frey y placa mecénica.
-Antisuero anti- caliente). -El  antisuero  anti-TNFa
TNFa disminuyo la sensibilidad
térmica y mecanica.
(Sommer Dolor -Anticuerpos anti- Umbral nociceptivo -TNFa participa en el
et al., 1998) neuropatico, TNFa, anti-TNFR1  mecanico y térmico desarrollo y mantenimiento
constriccion y anti-TNFR2 (Filamentos de von del dolor neuropatico a través
crénica de Frey). de TNFR1.
nervio ciatico
(Cc)
(Jungery Ratas naive -TNFa Umbral nociceptivo -TNFa sensibiliza las fibras C
Sorkin, 2000) mecanico y térmico  pero no las AB.
(Filamentos de von -TNFa aumenta la
Frey, estimulos permeabilidad vascular de
frios y calientes). forma dependiente de la
dosis.
- TNFa disminuye el umbral
mecanico
(Ribeiro et al., Dolor -Talidomida Umbral nociceptivo -La talidomida reduce las
2000) inflamatorio -Carragenina mecanico y térmico  conductas asociadas a dolor
-TNFa (Presion en la pata mediante la inhibicion de la
-PGE; y placa caliente). sintesis de TNFa.
-Inhibe la hiperalgesia
inducida por carragenina y
bradicinina.
(Lindenlaub Dolor -Anticuerpo anti- Umbral nociceptivo -El tratamiento anti-TNFa
et al., 2000) neuropatico, TNFa mecanico y térmico  redujo la alodinia mecanica y
(CCI) (Filamentos de von la hiperalgesia  térmica
Frey y calor inducida por CCI.
radiante)
(Schafers Dolor -Etanercept Umbral nociceptivo -La activaciéon de p38 MAPK
et al., 2003) neuropatico, -SB203580 mecanico por TNFa induce alodinia
ligadura de los (inhibidor de p38 (Filamentos de von mecanica después de la
nervios MAPK) Frey). lesién nerviosa.
espinales
(LNE)
(Cunhaet al., Ratones KO y -TNFa Umbral nociceptivo -El efecto algésico de TNFa
2005) Silvestre (wild -Carragenina mecanico. depende el receptor TNFR1.
type) de -La Carragenina induce la
TNFR1 produccion de TNFa y en

ratones KO se reduce su
sintesis.

-La  carragenina  afecta
menos el umbral nociceptivo
de los ratones KO.
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Tabla 2: Participacion de TNFa y su receptor TNFR1 en la nocicepcién
(Continuacion).

Referencia Modelo Sustancia Evaluacién de la Efecto inicial
nocicepcioén
(Schéfers Neuronas del -TNFa mutado Umbral nociceptivo -La activacion de TNFR1
et al., 2008) GRD de ratas mecanico y térmico  sensibiliza las fibras AR y Ad

con LNEy (Filamentos de von de ratas naive.
ratas naive Frey y aplicacionde -La activacion de TNFR1/2
calor radiante). induce alodinia mecanica e
hiperalgesia térmica.
-TNFR2 actlGa en las fibras
vecinas no lesionadas.
(Jin y Gereau, Ratones KO -TNFa Umbral nociceptivo -TNFa no causo
2006) (TNFR17, -SB202190 mecanico y térmico  hipersensibilidad térmica en
TRPV1™", (inhibidor de p38 (Filamentos de von ratones TRPV1’-
TNFR2") MAPK) Freyy aplicacionde -TNFa mejor6 las corrientes
neuronas del calor radiante). de los canales de Na
GRD resistentes a TTX mediante la
activacion de p38 MAPK.
(Watanabe Dolor -Etanercept Umbral nociceptivo -Etanercept disminuye Ila
et al., 2011) neuropatico mecanico y térmico alodinia mecanica y la
(Compresioén (Filamentos de von hiperalgesia térmica
de GRD) Frey y aplicacion de inducidos por compresion de
calor radiante). GRD.
(Zhang et al., Ratones KO -TNFa Umbral de -TNFa es fundamental en el
2011) (TNFR17, -Formalina nocicepcion por dolor inflamatorio.
TNFR2™", -CFA estimulacion -Mejora la  transmision
TNFR1/27) térmica (aplicacién sinaptica excitatoria.
de calor radiante). -TNFa puede ayudar al
manteniendo del dolor
inflamatorio mediante la
activacion de los receptores
NMDA.
(Chakravarthy Artritis SCW -Etanercept Umbral nociceptivo -Etanercept redujo la
et al., 2014) mecanico produccion de citocinas, la
(Filamentos de von inflamacion y la alodinia
Frey). mecanica.
(Fischer et al., Inflamacion Umbral nociceptivo -Aumenta la expresion de
2017) sistémica en mecanico y térmico canales de Na* en ratones
ratones (Filamentos de von = TNFtg.
transgénicos Freyy aplicacionde  -Los ratones TNFa mostraron
TNFa (TNFtg) y calor radiante). hiperalgesia térmica vy
WT mecanica, mediada por una
mayor excitabilidad de los
nociceptores.
(Xu et al., Dolor -Talidomida Umbral nociceptivo -El pretratamiento y
2019) neuropatico mecanico y térmico  postratamiento con
LNE (Filamentos de von talidomida reduce la alodinia
Frey y aplicacion de  mecénica inducida por LNE.
calor radiante). -El pretratamiento de
talidomida reduce la

activacion de células gliales
en la asta dorsal.

1.11 Participacion de TNFa en la regulacion del ciclo suefio - vigilia

TNFa es un inductor del suefio, se ha observado que durante la vigilia
aumentan su concentracion en cerebro e induce el suefio normal en ausencia

de un proceso inmunolégico (Baracchiy Opp, 2008; Krueger et al., 2011b). Las
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citocinas antiinflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13) inhiben el suefio, reducen la
produccion de citocinas somniferas (TNFa y IL-1B), regulan su efecto y el de

otras sustancias que inducen el suefio (Krueger et al., 2011a; 2011b)

La expresion de TNFa se eleva después de la privacion de suefio y aumentan
los episodios de suefio no-MOR (Kapas y Krueger, 1992; Shoham et al., 1987;
Zielinski y Krueger, 2011). Se ha observado que su administracion alarga los
periodos de suefio no-MOR y suprime el suefio MOR. Este efeto no se observa
en ratones TNFR1-KO, ademas, la administracion de TNFa no causa un
exceso de suefio no-MOR en estos ratones (Baracchi y Opp, 2008; Jewett y
Krueger, 2012; Rockstrom et al., 2018; Fang et al., 1997). Por otra parte, se ha
mostrado que evitar su efecto mediante la administracion de antagonistas,
anticuerpos, receptores solubles, se reduce las fases de suefio no-MOR
durante el periodo de descanso (Baracchi y Opp, 2008; Imeri y Opp, 2009). El
uso de tratamientos anti-TNFa como etanercept, talidomida, adalimumab en
enfermedades autoinmunes, reducen la somnolencia y mejoran la calidad de
suefo (Detert et al., 2016; Rockstrom et al., 2018).

Es probable que la glia sea un componente clave en la génesis del suefio,
libera mediadores que modulan la funcién neuronal y la inflamacién. La vigilia
prolongada aumenta la produccién de ATP, la activacién de sus receptores
expresados en la glia afecta la produccion de citocinas y otras sustancias
implicadas en la regulacion del suefio. Las citocinas activan factores de
transcripcion expresados en varias células incluyendo la glia y neuronas como
NF-kB y AP-1, que afectan la produccién de las mismas citocinas y de otras
sustancias reguladoras del suefio entre ellas NO y ciclooxigenasa (COX)
(Rockstrom et al., 2018; Zielinski y Krueger, 2011).
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2. ANTECEDENTES

Estudios hechos en modelos animales han demostrado que la privacion de
suefio aumenta la respuesta nociceptiva. Se ha observado que los animales
sometidos a privacion de suefio tienen una mayor respuesta a estimulos
térmicos, mecanicos y eléctricos (Onen et al., 2001a) y mejorar la calidad de
suefio disminuye la sensibilidad al dolor (Onen et al., 2000). Ademas, se ha
informado que la P-MOR reduce el efecto antinociceptivo de farmacos como
la morfina o inhibidores de la MAO (Tomim et al., 2016; Ukponmwan et al.,
1986). La privacion de suefio se relaciona con un funcionamiento alterado de
algunos neurotransmisores que participan en la modulacion del dolor, como la
serotonina, noradrenalina y entre otros (Farooqui etal., 1996). En otros
estudios se ha observado que la privacion de suefio disminuye la sintesis de
opioides y disminuye la afinidad de los receptores 6 y u lo cual altera procesos

analgésicos enddgenos (Fadda et al., 1991).

Varios estudios proporcionan evidencia de la relacion que existe entre las
células gliales, células inmunolégicas que se filtran al sistema nervioso tras un
periodo de privacion y las neuronas que participan en la nocicepcion. Se ha
observado que en ratas sometidas a privacion de suefio incrementan los
niveles de TNFa, IL-6 e IL-1B y se altera la funcion de la barrera
hematoencefalica mediada por moléculas inflamatorias, astrocitos y microglia
(Brianza-Padilla et al., 2018; Dalanon et al., 2021; Hurtado-Alvarado et al.,
2016; Irwin et al., 2006; Manchanda et al., 2018).

Existe evidencia que demuestra que la administracion local y sistémica de
citocinas como TNFa o IL-1B genera conductas asociadas al dolor (Cunha
et al., 1992; DelLeo et al., 1996; Miller et al., 2009; White et al., 2005). Se ha
reportado que el uso de inhibidores de la sintesis de TNFa, como talidomida o
el uso de anticuerpo anti-TNFa como etanercept, infliximab, disminuyen las
conductas nociceptivas en modelos animales (Andrade et al., 2014; Dogrul
et al.,, 2011; Xu et al., 2019). Asi mismo la deficiencia de su receptor TNFR1

reduce la sensibilidad dolorosa (Yamacita-Borin et al., 2015; Zhang et al.,
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2011). En particular, en nuestro laboratorio se demostré6 en un modelo de
estrés cronico por restriccion de movimiento, un antagonista del receptor 1 de
TNFa (R7050) y talidomida (inhibidor de la sintesis de TNFa) revierten la
alodinia tactil inducida por el estrés cronico (Tesis de maestria, Pluma-Pluma,
2019).
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3. JUSTIFICACION

Los trastornos del suefio inducen un aumento en la sensibilidad dolorosa.
Existe evidencia que demuestra una relacion bidireccional entre el suefio y el
dolor, sin embargo, los mecanismos especificos que participan en la induccion
de la sensibilidad dolorosa causada por la alteracién del suefio no se entienden

por completo.

La participacion de TNFa y su receptor TNFR1 en el desarrollo de dolor es
evidente. Numerosos estudios han demostrado que el uso de tratamientos
anti-TNFa disminuyen las conductas asociadas al dolor (Chakravarthy et al.,
2014; Sommer et al., 1998; Xu et al., 2019). Por otra parte, se ha observado
gue la ausencia de su receptor TNFR1 y el uso de inhibidores de la
sefalizacion TNFa/TNFR1 disminuyen el dolor y la inflamacion (Yamacita-
Borin et al., 2015; Zhang et al., 2011). Debido a la participacion de esta citocina
y su receptor TNFR1 en el desarrollo de sensibilidad dolorosa y ademas que
la privacion de suefio tiene en si misma un componente inflamatorio, es
importante determinar su papel en el desarrollo de alodinia en animales con

privacion de suefio MOR.
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4. HIPOTESIS

El TNFa y su receptor TNFR1 promueven el desarrollo y mantenimiento de la

alodinia tactil inducida por privacion de suefio MOR en ratas.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar la participacion del TNFa y de su receptor TNFR1 en el desarrollo y
mantenimiento de la alodinia tactil inducida por la privacion de suefio MOR en

ratas.
5.2 Objetivos particulares

1. Determinar farmacolégicamente la participacion de TNFa y de su receptor
TNFR1 en el desarrollo y mantenimiento de la alodinia tactil inducida por la

privacion de suefio MOR en ratas.

2. Evaluar posibles cambios en la expresion del receptor TNFR1 inducidos por

la privacion de suefio MOR en ratas mediante Western blot.

3. Determinar los niveles de TNFa en médula espinal dorsal de ratas con

privacion de suefio MOR mediante ELISA.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Animales

Se usaron ratas hembra y macho de la cepa Wistar con un peso entre 200-220
g provenientes del bioterio del CINVESTAYV, sede sur. Los animales se
mantuvieron en un ciclo luz/oscuridad de 12/12 horas, y en condiciones de
humedad y temperatura controladas, con alimento y agua ad libitum. Al
finalizar los experimentos, los animales se sacrificaron en una camara de COx.
Los experimentos se realizaron cumpliendo las especificaciones marcadas en
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999: especificaciones técnicas
para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio y protocolo
no. 0095-14 aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los
Animales del Laboratorio (CICUAL).

6.2 Farmacos

Talidomida (Cat. #50-35-1, Sigma-Aldrich St. Louis, Mo), un inmunomodulador
que inhibe la sintesis de TNFa e incrementa la degradacion de su ARNm, se
administré a concentraciones crecientes (0.01, 0.1, y 1 pug/10 ul). R7050 (Cat.
#5432, Tocris Bioscience, Bristol) un blogueador del receptor TNFR1 se
administré a concentraciones crecientes (0.1, 1 y 10 pg/10ul). Los farmacos se
disolvieron en DMSO al 30% y se administraron por via intratecal en un
volumen final de 10 pl.

6.3 Modelo de privacion de suefio MOR.

Los animales se sometieron a un periodo de privacion de suefio MOR por 48
h, para lo cual se us6 el modelo de tanque con agua y plataformas multiples.
Se acondicionaron cajas de acrilico con 6 plataformas, estas se llenaron con
agua hasta 2 cm por debajo de su base. Las plataformas permiten a los
animales permanecer fuera del agua, ademas de tener acceso a alimento y
agua, que son colocados en la parte superior de la caja. Este modelo permite

gue los animales pueden entrar a todas las fases del suefio a excepcion de la

32



@ CINVESTAV Departamento de Farmacobiologia

fase de suefio MOR, debido a la atonia muscular que se presenta en esta fase
del suefio, las ratas caerian al agua (van Hulzen y Coenen, 1981) (Figura 9).
Previo al periodo de privacion, los animales se habituaron por un dia en las
cajas experimentales sin agua y con aserrin, con el fin de que los animales

aprendieran a subir a las plataformas, ubicar el agua y alimento.

-

Figura 9: Representacion del modelo de tanque con agua y plataformas multiples. El
modelo permite entrar a todas las fases del suefio a excepcion de la fase de suefio MOR,
debido a la atonia muscular que se presenta en esa fase del suefio. Se coloca un nimero
menor de animales al nimero de plataformas para permitirles moverse a través de ellas y
evitar estrés por inmovilizacion. En la parte superior se tiene acceso a agua y alimento.

6.4 Conducta nociceptiva

Se calculé el 50% de umbral de retiro mediante la aplicacién de filamentos
calibrados de von Frey que tienen una fuerza desde 0.008 g hasta los 300 g.
Se empled el método de Up and Down, el cual consiste en la aplicacion de uno
de los filamentos (a partir de 2 g) por 8-10 segundos sobre la superficie plantar
de una de las extremidades posteriores. Se considera una respuesta positiva
si la rata retira la extremidad y se registra con una “X”, de ser lo contrario se
registra con una “O”. Cuando se tiene una respuesta positiva, la siguiente
evaluacion debe ser con el filamento anterior, de menor fuerza, en caso de ser
lo contrario y tener una respuesta negativa, se evallda con el siguiente
filamento, de mayor fuerza. Entre cada evaluacion para evitar una respuesta

positiva por estimulos anteriores se dej6 pasar entre 15-20 segundos. Después
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del primer cambio de una respuesta positiva a negativa o viceversa, se

realizaron 5 evaluaciones mas para tener 6 evaluaciones en total.

Para la evaluacion los animales se separaron en cajas individuales. Las cajas
se colocaron sobre una base elevada, formada por una malla metalica que
permite la aplicacion de los filamentos, en la parte inferior de las cajas. Antes

de comenzar la evaluacion, los animales se habituaron por 30 min (Figura 10).
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Figura 10: Evaluacion de la conducta nociceptiva. A) Representacion de la evaluacion del
umbral de retiro mecanico, los animales se evaluaron mediante la aplicacién de filamentos de
von Frey en una de las extremidades posteriores B) Ejemplo del registro de respuestas para
calcular el 50% de umbral de retiro mediante el método de Up and Down.

El 50% de umbral de retiro se entiende como la fuerza en gramos necesaria
para que el 50% de las respuestas sea positiva, se calculd mediante la

siguiente formula:
50% umbral (g) =10%*k5/10000
Donde:
Xf: valor del ultimo filamento de von Frey aplicado (en unidades logaritmicas).

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

negativas.
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0: diferencia del promedio de respuestas obtenidas (unidades logaritmicas)
(Dixon, 1980).

6.5 Inmunodeteccion de proteinas por Western blot
6.5.1 Procesamiento de tejidos y cuantificacion de proteinas

Los animales se sacrificaron y se extrajo la parte dorsal de la seccion lumbar
de la médula espinal y los GRD L4 y L5. Para la preparacion de las muestras
los tejidos se mantuvieron a 4 °C durante todo el procedimiento. Para la
preparaciéon de los lisados se us6 una solucién amortiguadora de lisis RIPA
(NaCl 150 mM, Tris HCI 50 mM, EDTA 5 mM, pH 7.5), sacarosa 1.5 M, Tritén
X-100 al 1%, inhibidores de fosfatasas (B-glicerol 5 mM, NaF 50 mM, PMSF
100 mM, ortovanadato 200 mM) e inhibidores de proteasa (aprotinina 2 ug/ul,
leupeptina 1 pg/pl, pepstatina 2 pg/ul), la muestra fue homogenizada y
centrifugada a 13,500 rpm por 10 min. Se obtuvo el sobrenadante a partir del

cual se realiz6 la cuantificacion de proteinas totales.

La cuantificacion de proteinas totales se realiz6 mediante el método de
Bradford, utilizando vy-globulina para realizar la curva patron. Para la
cuantificacion de las muestras se hizo en una proporcion 1:20 usando solucion
amortiguadora RIPA y se adicion6 250 pl de reactivo de Bradford en proporcion
1:5, se incubd durante 5 min a temperatura ambiente y se midio la absorbancia
a 630 nm.

6.5.2 Electroforesis de proteinas

50 pg de proteinas totales se resolvieron en un gel de poliacrilamida-SDS al
12% mediante electrotroforesis.  Posteriormente se realiz0 la
electrotransferencia a membranas de polivinildeno (PVDF) las cuales se
bloguearon en leche descremada al 5% en solucion amortiguadora de fosfatos
(PBS; NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4 10 mM y KH2PO4 2 mM) y 0.1%
de Tween 20 durante 1 h. La membrana se incub6 con el anticuerpo TNFR1
(1:500; Cat. sc-8436; Santa Cruz Biotechnology) durante 12 h a 4 °C. Al
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término de este tiempo se realizaron lavados con leche descremada al 1%. La
membrana se incubd con el anticuerpo secundario anti-ratén (1:10,000; Cat.
115-035-003; Jackson Immuno Research Laboratories; West Grove, PA)

durante 1 h, nuevamente se realizaron lavados con leche descremada al 1%.

La Inmunodeteccion de las proteinas se realiz6 por quimioluminiscencia
(Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate; Millipore; Burlington,
MA), las imagenes obtenidas se analizaron con el equipo C-Digit Blot Scanner
y el software Image Studio (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE) para cuantificar
la densidad Optica de la sefial. Se utiliz6 como control de carga la proteina -
actina (1:5000; Cat. MAB1501R, Millipore, Billerica, MA), y el anticuerpo

secundario anti-ratbn mencionado anteriormente.
6.6 ELISA

Se prepararon lisados de la parte dorsal de la seccién lumbar de la médula
espinal a nivel de L4 y L5. Las muestras de tejido se prepararon como se
describio anteriormente en la seccion de Western blot. Para la deteccion de
TNFa se uso el Kit de ELISA Thermo Fisher Scientific BMS622 de acuerdo con
las indicaciones del fabricante. Esta prueba esté disefiada para determinar la
concentracion del TNFa, unido entre un par de anticuerpos, un anticuerpo de
captura y un detector, se agrega un sustrato que reacciona con el complejo
enzima-anticuerpo-objetivo y se emite una sefial. La intensidad de la sefial es

proporcional a la concentracion de TNFa presente en el tejido.
6.7 Prueba de coordinacion motriz

Para evaluar si los farmacos administrados causan algun dafio en la
coordinacion motriz de los animales, estos se sometieron a una prueba usando
el Rota-rod, en tal prueba los animales deben caminar sobre un cilindro que
gira a 11 rpm. Previo a la prueba del farmaco, los animales fueron entrenados
por 10 min por tres dias, durante el entrenamiento se ensefié a los animales a
subir y caminar en el cilindro. La prueba con el farmaco se hizo durante 5 min.

y se registrd el nimero de caidas en este tiempo.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

7.1 Curso temporal de los cambios en el umbral de retiro inducidos por

privacion de suefio MOR

Se uso un grupo de 6 ratas hembra o macho para evaluar los cambios en el
umbral de retiro mecénico inducidos por la privacion de suefio. Los animales
se evaluaron antes de comenzar el periodo de privacion (basal), a las 24 y 48
h de P-MOR. Para evaluar su recuperacion se evaluaron 24, 48 y 72 h

posteriores al periodo de privacion (Figura 11).

Naive P-MOR Recuperacion 96 h

48 h

I
1z i3 1z
24 h 72h 120 h

* Evaluacién del umbral de retiro mecanico por el métoda de Up & Down

Figura 11: Disefio experimental 1. Cambios en el umbral de retiro mecanico inducidos por
P-MOR.

7.2 Participacion de TNFa y TNFR1 en el mantenimiento de la alodinia

tactil inducida por la privacién de suefio MOR

Ratas hembra, sometidas a un periodo de 48 h de privacion de suefio, se les
administro por via intratecal (10 pl) concentraciones crecientes de talidomida
0 R7050. Posterior a la administracion se evalué el efecto del farmaco a las
0.5,1,2,4,6,8, 10, 12 h. Para evaluar diferencias asociadas al sexo se evalu6
Unicamente las concentraciones maximas de cada farmaco en un grupo de

ratas macho (Figura 12).
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Administracién i.t. de
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* Evaluacién del umbral de retiro mecanico por el método de Up & Down

Figura 12: Disefio experimental 2. Evaluacion de la participacion de TNFa y el receptor
TNFR1 en el mantenimiento de la alodinia tactil inducida por la P-MOR.

7.3 Participacion de TNFa y TNFR1 en el establecimiento de la alodinia

tactil inducida por la privacién de suefio MOR

Se probaron diferentes protocolos donde se evalud el efecto de 1 ug de
talidomida o 10 pg de R7050. En el primer protocolo un grupo de ratas hembra
recibieron un pretratamiento de 1 administracién antes del inicio de P-MOR.
En el segundo protocolo se realizaron 3 administraciones (0, 8 y 16 horas antes
del periodo de privacion). En el tercer protocolo se realizaron 4
administraciones (0, 8, 16, 24 horas antes del periodo de privacion). Al término
del pretratamiento los animales se sometieron a un periodo de P-MOR de 48
h para posteriormente evaluar los cambios en el umbral de retiro por 12 horas.
Para evaluar diferencias asociadas al sexo se probd el protocolo de 4

administraciones de cada farmaco en un grupo de ratas macho (Figura 13).
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Pretratamiento con talidomida (1 pg) o R7050 (10 pg)

‘ Evaluacién del umbral de retiro

Y S 4 o

L — »»
24 h 0,h
-6 h -8h T
{ 48 h P-MOR
3 administraciones previas 1 administracion antes del
al P-MOR una cada 8 h inicio de P-MOR

4 administraciones previas
al P-MOR una cada 8 h

Figura 13: Disefio experimental 3. Esquema del pretratamiento para evaluacién de la
participacion de TNFa y el receptor TNFR1 en el establecimiento de la alodinia téctil inducida
por P-MOR.

7.4 Determinacion de la expresion de TNFR1 y de la concentracion de

TNFa en ratas con privacion de suefio MOR

La expresion de TNFR1 en GRD (L4 y L5) y médula espinal dorsal (MED) se
realiz6 mediante una inmunodeteccién por Western blot. En el caso de la
cuantificacion de los niveles de TNFa en la médula espinal dorsal, ésta se
realizd por medio de una prueba de ELISA. En ambos casos, se obtuvieron
muestras de ratas hembra y macho naive, ratas con 12 h, 1 y 2 dias de
privacion y 2 dias de recuperacion (4 ratas por grupo) (Figura 14). Para
evaluar el efecto de los farmacos sobre los niveles de TNFa se obtuvieron
muestras de médula espinal dorsal de ratas macho y hembra que recibieron
previamente un pretratamiento de R7050 (10 pg) o talidomida (1 pg), para lo
cual se aplicé el protocolo de 4 administraciones (una cada 8 horas) se
obtuvieron muestras de ratas con 12 hy 2 dias de privacion y ratas con 2 dias

de recuperacion (Figura 15).
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P-MOR Recuperacion
12 h 2 dias

iTi D

Naive 1 dia 2 dias

‘ Obtencion de muestras de médula espinal dorsal.

Figura 14: Disefio experimental 4. Curso temporal de la expresion de TNFa y TNFR1 en
médula espinal dorsal y GRD (L4 y L5) mediante Western blot. Determinacion de los niveles
de TNFa mediante ELISA.

Pretratamiento con talidomida (1 pug) o

R7050 (10 pg) Recuperacion
| : | 2 dias

P-MOR X
A S 4 )

I I l I |
24h -16 h -8 h Oh * ‘
12 h 2 dias

Protocolo de 4 administraciones

‘ Obtencion de muestras de médula espinal dorsal.

Figura 15: Disefio experimental 5. Determinacién de los niveles de TNFa mediante ELISA
en animales con pretratamiento de talidomida (1 pg) o R7050 (10 pug).

7.5 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en la prueba de umbral de retiro mecanico se
reportan como el promedio * el error estandar de 6 animales para la conducta
y de 4 animales para Western blot y ELISA. A partir de los cursos temporales
se calculé el area bajo la curva. Para evaluar diferencias entre 3 0 mas grupos
se realizo un andlisis de varianza (ANOVA) de una y dos vias y se realizaron
pruebas post hoc de Tukey o Dunnett. La diferencia entre dos grupos se realizo
mediante la prueba t de Student. El analisis de los datos se realizé utilizando
el programa Graph Prism 8. Se consideré una diferencia estadisticamente

significativa cuando el valor de p es igual o menor a 0.05.
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8. RESULTADOS
8.1 La privacion de sueiio MOR induce alodinia tactil en ratas

La privacion de suefio MOR redujo el 50% de umbral de retiro a estimulos
mecanicos en ratas hembra y macho en ambas extremidades posteriores. La
reduccién en el umbral se observo a partir de las 24 h de privacién de suefio
MOR alcanzando un nivel de alodinia (< 4 g) a las 48 h. Al término de la
privacion de suefo, las ratas se regresaron a su caja hogar. Las ratas
mostraron niveles de umbral de retiro similar a los basales con 72 h de
recuperacion (Figura 16A y B). El efecto de la privacién de suefio MOR sobre
el umbral de retiro fue similar en ratas hembra y macho (Figura 16C y D). Los
datos sugieren que la privacién de suefio MOR reduce el umbral de retiro a

estimulos mecanicos de forma generalizada e independiente del sexo.
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Figura 16: Efecto de la privacién de suefio MOR sobre el umbral de retiro mecanico en
ratas. A y B. Curso temporal del 50% de umbral de retiro mecénico en ratas sometidas a
privacion de suefio MOR (P-MOR) por 48 h y su posterior recuperacion (120 h). Se evaluaron
la extremidad posterior derecha (Der.) e izquierda (I1zg.) en hembras (H) y machos (M), y en
un grupo de ratas naive (N). C. Comparacion de los cursos temporales de los cambios en el
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umbral de retiro en ratas hembra y macho (extremidad posterior derecha). D. Area bajo la
curva calculada a partir del curso temporal C. Los datos representan el promedio + error
estandar n=6, *** p < 0.001 vs N por ANOVA de dos vias (A, B, C), t de Student M vs H, NH
vs H, NM vs M (D).

8.2 La talidomida revierte la alodinia tactil inducida por privacion de

sueiio MOR en ratas hembray macho

La administracion intratecal de talidomida revirtio la alodinia tactil en ratas
hembra sometidas a 48 h de privacion de suefio MOR, alcanzando un efecto
maximo a las 4 h de la administracion (Figura 17A). El efecto de la talidomida
fue dependiente de la concentracion (Figura 17B). La administracion de 1 ug
de talidomida tuvo un efecto similar en ratas hembra y macho (Figura 17C y
D).
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Figura 17: Efecto de la talidomida sobre la alodinia tactil inducida por privacién de
suefio MOR. A. Curso temporal del efecto de la administracién intratecal (i.t) de talidomida
(0.01-1 pg) y su vehiculo (V) sobre la alodinia tactil inducida por privacion de suefio MOR. B.
Area bajo la curva calculada a partir del curso temporal A. C. Comparacion de los cursos
temporales del efecto de la administracion intratecal de 1 ug de talidomida sobre la alodinia
tactil en ratas hembra (H), y macho (M). D. Area bajo la curva calculada a partir del curso

42



@ CINVESTAV Departamento de Farmacobiologia

temporal C. Los datos representan el promedio + error estandar n=6, *** p < 0.001 vs V por
ANOVA de una via seguido de la prueba Dunnett (B), y t de student H vs M (D)

8.3 El R7050 revierte la alodinia tactil inducida por privacién de suefio

MOR en ratas hembra y macho

La administracion intratecal de R7050, un antagonista del receptor TNFR1,
revirtié la alodinia tactil en ratas hembra sometidas a privacion de suefio MOR
(Figura 18A). ElI R7050 tuvo un efecto dependiente de la concentracion
(Figura 18B). La administracion intratecal de 10 pg de R7050 en ratas hembra

y macho tuvo un efecto similar (Figura 18C y D).
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Figura 18: Efecto de R7050 sobre la alodinia tactil inducida por privacion de suefio MOR.
A. Curso temporal del efecto de la administracion intratecal (i.t) de R7050 (0.1-10 pg) y su
vehiculo (V) sobre la alodinia tactil inducida por privacion de suefio MOR. B. Area bajo la curva
calculada a partir del curso temporal A. C. Cursos temporales del efecto de la administracion
intratecal de 10 ug de R7050 sobre la alodinia tactil en ratas hembra (H) y macho (M). D. Area
bajo la curva calculada a partir del curso temporal C. Los datos representan el promedio
error estandar n=6, *** p < 0.001 vs V por ANOVA de una via seguido de la prueba Dunnett

(B), y t de student H vs M (D).
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8.4 El pretratamiento con talidomida previene el desarrollo de alodinia

tactil inducida por la privacién de suefio MOR en ratas hembra y macho

El pretratamiento de talidomida impidi6 el desarrollo de alodinia tactil inducida
por 48 h de privacion de suefio MOR. Cuando se administra 1 g de talidomida
se observo un efecto modesto. Sin embargo, 3 y 4 administraciones (una cada
8 horas) de talidomida previas al periodo de privacion de suefio, impidieron el
desarrollo de alodinia tactil en ratas expuestas a 48 h de privacion de suefio
MOR (Figura 19A y B). Se tuvo un efecto similar en ratas hembra y macho

con 4 administraciones de talidomida (Figura 19C y D).
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Figura 19: Efecto del pretratamiento de talidomida sobre la alodinia tactil inducida por
privacion de suefio MOR. A. Curso temporal del efecto del pretratamiento (Pretx) de 1,3y 4
administraciones (Adm) por via intratecal de 1 pg de talidomida sobre la alodinia tactil inducida
por 48 h de privacion de suefio MOR vy de ratas sin pretratamiento (P-MOR). B. Area bajo la
curva calculada a partir del curso temporal A. C. Comparacion de los cursos temporales del
efecto del pretratamiento de 4 administraciones de 1 pg de talidomida sobre la alodinia tactil
en ratas hembra (H), y macho (M) inducida por 48 h de privacion de suefio MOR. D. Area bajo
la curva calculada a partir del curso temporal C. Los datos representan el promedio + error
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estandar n=6, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p< 0.001 vs P-MOR, ANOVA de una via seguido de
la prueba Dunnett (B) y t de Student H vs M (D).

8.5 El pretratamiento con R7050 previene el desarrollo de alodinia tactil

inducida por la privacion de suefio MOR en ratas hembra y macho

El pretratamiento de R7050 impidi6 el desarrollo de alodinia téctil inducida por
48 h de privacion de suefio MOR. El pretratamiento de una 1 administracion
de 10 pg de R7050 justo antes del inicio del periodo de privacién no impidio el
desarrollo de alodinia. Sin embargo, 3 y 4 administraciones (una cada 8 horas)
de R7050 previas al periodo de privacion de suefio inhibieron el desarrollo de
alodinia tactil en ratas expuestas a 48 h de privacion de suefio MOR (Figura
20A y B). El pretratamiento con 4 administraciones de R7050 (10 pg) tuvo un

efecto similar en hembras y machos (Figura 20C y D).
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Figura 20: Efecto del pretratamiento de R7050 sobre la alodinia tactil inducida por
privacion de suefio MOR. A. Curso temporal del efecto del pretratamiento (Pretx) de 1,3y 4
administraciones (Adm) via intratecal de 10 ug de R7050 sobre la alodinia tactil inducida por
48 h de privacion de suefio MOR vy ratas sin pretratamiento (P-MOR). B. Area bajo la curva
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calculada a partir del curso temporal A. C. Comparacion de los cursos temporales del efecto
del pretratamiento de 4 administraciones via intratecal de 10 ug de R7050 sobre la alodinia
tactil en ratas hembra (H), y macho (M) inducida por 48 h de privacion de suefio MOR. D. Area
bajo la curva calculada a partir del curso temporal C. Los datos representan el promedio *
error estandar n=6, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p< 0.001 vs P-MOR, ANOVA de una via seguido
de la prueba Dunnett (B) y t de Student H vs M (D).

8.6 Efecto del R7050 y talidomida sobre el umbral de retiro en ratas naive

La administracion del vehiculo (DMSO 30%), la concentracion méxima de
R7050 (10 ug) y talidomida (1 pg), no afectoé el umbral de retiro mecéanico en
rata naive (Figura 21A y B).
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Figura 21: Efecto de la talidomida y el R7050 en ratas naive. A. Curso temporal del efecto
de la administracion intratecal de DMSO 30%, 1 ug de talidomida y 10 pg de R7050 en ratas
Naive (N). B. Area bajo la curva calculada a partir del curso temporal A. Los datos representan
el promedio * error estandar n=6.

8.7 Efecto de los farmacos usados sobre la coordinacién motriz

La administracion de la concentracion maxima utilizada de R7050 (10 pg) y
talidomida (10 ug), en ratas naive no afecto la coordinacion motora de las ratas.
Los resultados de la prueba de rota-rod sugieren que el efecto evaluado en la
prueba de umbral de retiro mecanico no se debe a un efecto adverso sobre la

coordinacion motriz de los animales (Tabla 3).
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Tabla 3: Prueba de coordinacion motriz en ratas naive. Promedio de caidas
de los animales sometidos a la prueba de rota-rod, evaluados antes de la
administracion del farmaco y después de la administracion intratecal de 10 ug
de talidomida y 10 pg de R7050.

Talidomida 10 pg 1/4 0/4
R7050 10 pug 0/4 0/4

8.8 La privaciéon de sueiio MOR no modifica la expresion de TNFR1 en

ganglio de raiz dorsal y médula espinal dorsal

La privacion de suefio MOR no modifico la expresién de TNFR1 en ganglio de

la raiz dorsal (L4 y L5) y en médula espinal dorsal de ratas hembra (Figura

22Ay B).
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Figura 22: Expresion de TNFR1 en ratas hembra sometidas a privacion de suefio MOR.
Cambios en la expresion de TNFR1 en ratas Naive (N), con 12 h, 1 y 2 dias de privacion de
suefio MOR (P-MOR), 2 y 5 dias de recuperacion A) en ganglio de la raiz dorsal (GRD) B) en
médula espinal dorsal (MED). Los datos representan el promedio + error estandar (n=5), de la
cuantificacion de la sefial, se expresa como indice de densidad éptica de TNFR1 / B-actina.
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8.9 La privaciéon de suefio MOR reduce los niveles de TNFa en médula

espinal dorsal de ratas con privacion de suefio MOR

La privacion de suefio MOR en ratas hembra y macho disminuy6 los niveles
de TNFa en la médula espinal dorsal, este efecto se observo desde las 12 h
de privacion de suefio y se mantuvo hasta dos dias posteriores al periodo de

privacion (Figura 23A y B). La disminucion de TNFa fue mas evidente en ratas

hembra.
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L 1
B P-MOR Recuperacion
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NM 12H 1D 2D 2D |

P-MOR Recuperacion

Figura 23: Curso temporal de los niveles de TNFa en la privaciéon de suefio MOR. La
privacion de suefio MOR redujo la concentracién de TNFa en médula espinal dorsal de ratas
hembra A) y macho B). Naive (N), ratas con 12 h, 1 y 2 dias de privacién de suefio MOR (P-
MOR) y 2 dias de recuperacion. Los datos representan el promedio + error estandar (n de al
menos 3 animales), *p < 0.05, ***p < 0.001 vs N, ANOVA de una via seguido de la prueba

Dunnett.
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8.10 Efecto del pretratamiento de talidomiday R7050 sobre los niveles de

TNFa en ratas hembra y macho

4 administraciones de 1 pg de talidomida (una cada 8 h) y 10 pg de R7050
(una cada 8 h) previas al periodo de privacion de suefio MOR, disminuyo los
niveles de TNFa en médula espinal dorsal de ratas hembra (Figura 24A y B).
Se obtuvieron resultados similares en los machos (Figura 24C) con el
tratamiento de 10 pg de R7050.
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Figura 24: Efecto del pretratamiento de talidomida y R7050 sobre los niveles de TNFa.
A) Efecto del pretratamiento (Pretx) con 4 administraciones de talidomida (1 pg) sobre los
niveles de TNFa en ratas hembra con 12 h, 2 dias de privaciéon de suefio MOR (P-MOR) y 2
dias de recuperacion. B) Efecto del pretratamiento con 4 administraciones de R7050 (10 ug)
sobre los niveles de TNFa en ratas hembra con 12 h, 2 dias de P-MOR y 2 dias de
recuperacion. C) Efecto del pretratamiento con 4 administraciones de R7050 (10 ug) sobre los
niveles de TNFa en ratas macho con 12 h, 2 dias de P-MOR y 2 dias de recuperacién. Los
datos representan el promedio + error estandar (n de al menos 3 animales), * p < 0.05, ** p <
0.01, *** p< 0.001 vs Naive (N), ANOVA de una via seguido de la prueba Dunnett.
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9. DISCUSION
9.1 La privacion de suefio MOR aumenta la respuesta nociceptiva

Los resultados de este estudio confirman que la privacion de suefio MOR
induce una mayor respuesta nociceptiva. Se observé que el umbral de retiro
mecénico disminuy6 a partir de las 24 h de P-MOR y a las 48 h de P-MOR las
ratas presentaron niveles de alodinia (por debajo de 4 g). Estos datos
concuerdan con estudios previos, en donde se ha reportado que la privacion
de suefio exacerba las conductas nociceptivas tanto en humanos como en
modelos animales (Hicks et al., 1978; Onen et al, 2001b; Roehrs et al., 2006;
Azevedo et al., 2011). En un estudio hecho en humanos sanos se observé que
dos noches de privacion total del suefio aumentan la sensibilidad a estimulos
térmicos y mecanicos (Azevedo et al., 2011). Asi mismo, se ha reportado que
en humanos la privacion de suefio total afecta mayormente el umbral
nociceptivo en comparacion con la privacién parcial o selectiva, lo que respalda
gue tanto la deficiencia como la perdida de suefio aumentan la sensibilidad al
dolor (Onen et al., 2001b). En modelos animales, se ha reportado que la
privacion de suefio MOR altera la respuesta nociceptiva (Hicks et al., 1979,
Onen et al.,, 2000; Onen et al., 2001a). En animales sometidos a 72 h de
privacion de suefio MOR se observd un aumenté en la sensibilidad a estimulos
térmicos, mecanicos y eléctricos, pero no a estimulos quimicos (Onen et al.,
2001a). Por otra parte en ratas con P-MOR reduce el efecto analgésico de
opioides exdgenos e inhibidores de la MOA (Ukponmwan et al., 1984, 1986).

En este estudio demostramos que la P-MOR induce alodinia generalizada, se
observo una reduccion en el umbral de retiro en ambas extremidades. En
concordancia con nuestros resultados, se ha reportado que una noche de
privacion total de suefio aumenta la sensibilidad a estimulos térmicos y
mecanicos de forma generalizada en hombres y mujeres (Schuh-Hofer et al.,
2013). Debido a que en otros modelos de dolor disfuncional como el estrés
cronico por restriccion de movimiento (Curiel, 2018; Pluma-Pluma, 2019;

Rodriguez-Palma et al., 2023) y fibromialgia (De la Luz-Cuellar et al., 2017) se
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observa una respuesta dolorosa generalizada, se propone que la privacion de

suefio MOR induce un dolor clasificado como disfuncional.

La relacion entre el sexo y la nocicepcion es compleja. En un estudio hecho en
humanos se reportdé que una noche de privacion total del suefio aumenta la
sensibilidad a estimulos mecanicos y frios de forma independiente del sexo,
sin embargo, la sensibilidad a estimulos calientes fue mayor en mujeres
privadas de suefio, lo cual fue asociado a un deterioro del control inhibitorio
del dolor en las mujeres (Eichhorn et al., 2018). En varios estudios se ha
observado que en roedores hembra se presenta una respuesta mayor a
estimulos nocivos comparado con los animales macho (Li et al., 2009; Mogil
et al., 2000; Tall y Crisp, 2004). De hecho, en ratones sometidos a 72 h de P-
MOR se observo una disminucion de la latencia de retiro en la respuesta a
estimulos térmicos en ratones hembras en comparacion con los ratones
machos (Araujo et al., 2011). Pero en otro estudio no se reportan diferencias
entre sexos (Larson y Carter, 2016). En nuestras condiciones experimentales,
la privacion de suefio MOR disminuyé el umbral de retiro de manera similar

entre ratas hembra y macho, y no se observaron diferencias entre sexos.

Aunque la relacion entre el suefio y el dolor esta ampliamente establecida, los
mecanismos que explican el desarrollo de hipersensibilidad al dolor inducida
por la falta de suefio siguen sin ser claros. Se ha identificado un mal
funcionamiento del sistema opioidérgico, lo cual podria estar relacionado con
el efecto pronociceptivo de la privacion de suefio. Shapiro y Girdwood
observaron una liberacién reducida de opioides endb6genos en ratas tras la P-
MOR (Shapiro y Girdwood, 1981). Posteriormente, Fadda y colaboradores
identificaron una menor afinidad de los receptores p y & en ratas sometidas a
privacion de suefio (Fadda et al., 1991). Ademas, se ha reportado un menor
efecto analgésico de opioides exdgenos como la morfina en animales
sometidos a P-MOR (Tomim et al., 2016; Ukponmwan et al., 1984).

Se han descrito otros mecanismos que contribuyen al efecto pronociceptivo de

la privacion de suefio, ademas del sistema opioidérgico. Por ejemplo varios
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autores coinciden en que la hiperalgesia desencadenada por la privacion de
suefio se debe a un desequilibrio en la funcion de los controles inhibitorios
(Tomim et al., 2015; Kourbanova et al., 2022). Se ha reportado que la privacion
de suefio altera los controles descendentes inhibitorios noradrenérgicos y
serotoninérgicos en animales sometidos a P-MOR (Wei etal., 2008;
Damasceno et al, 2009). Por otra parte, se ha identificado que la falta de suefio
altera el funcionamiento de estructuras cerebrales, se ha descrito que afecta
el sistema mesolimbico principalmente del nucleo accumbens (NAc) en
roedores (Kourbanova et al.,, 2022; Sardi et al., 2018b) y en humanos
(Seminowicz et al., 2019). La mayoria de las neuronas del NAc expresan
receptores excitatorios de adenosina A2a, la adenosina se acumula durante la
vigilia prolongada, lo que contribuye a la sobre-excitabilidad de las neuronas
del NAc, y esto induce una mayor sensibilidad al dolor (Valijent et al., 2009;
Sardi et al., 2018).

Existe evidencia que muestra que la falta de suefio incrementa la respuesta
inflamatoria (Irwin et al., 2016; Simpson y Dinges, 2007; Vgontzas et al., 1999).
La privacion de suefio promueve la liberacion de mediadores proinflamatorios,
los cuales modifican la funcién de las neuronas involucradas en la nocicepcion
(Basbaum et al., 2009; Hu et a., 2003; Kawasaki et al., 2008; Yehuda et al.,
2009). Con base en esto, en este estudio se plantedé demostrar la participacion
de una de las principales citocinas proinflamatorias, el TNFa y su receptor
TNFR1, el cual se expresa ampliamente en neuronas del GRD y en la médula
espinal, (Holmes et a., 2006; Li et al., 2004; Shubayer y Myers, 2001) como
posibles agentes que participan en la hipersensibilidad dolorosa observada en

ratas sometidas a privacién de suefio MOR.

9.2 TNFa y TNFR1 inducen el desarrollo y mantenimiento de la alodinia

tactil inducida por la privacién de suefio MOR

Los datos obtenidos muestran que el postratamiento con talidomida, un
inhibidor de la sintesis de TNFa, revirtié la alodinia tactil observada en ratas

con 48 h de P-MOR, ademas, el pretratamiento con talidomida impidi6é el
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desarrollo de alodinia tactil inducida por la P-MOR. Estos datos sugieren que
el TNFa tiene un papel pronociceptivo y participa en el desarrollo y
mantenimiento de la alodinia tactil inducida por la P-MOR. Se ha descrito
previamente en modelos animales que la administracion de TNFa aumenta la
sensibilidad nociceptiva a estimulos, térmicos y mecénicos (Cunha et al.,
1992; Gao et al., 2009). La investigacion preclinica ha demostrado que TNFa
tiene efectos sensibilizantes mediados por sus receptores, expresados en las
neuronas nociceptivas (Liu et al., 2002; Junger y Sorkin 2000; Zhang et al.,
2002). Se ha reportado que el uso de inhibidores de la sintesis de TNFa o el
uso de bloqueadores de su via de sefializacién revierten las conductas
nociceptivas en varios tipos de dolor (Chakravarthy et al., 2014; Ribeiro et al.,
2000; Sommer etal., 1998; Watanabe etal., 2011; Xu etal., 2019).
Particularmente la participacion de TNFa se ha descrito en otros modelos de
dolor disfuncional como la fibromialgia (Cordaro et al., 2022), la hiperalgesia
inducida por el estrés crénico (Pluma-Pluma, 2019), y en el dolor lumbar
cronico (Wang et al., 2008). Por ejemplo, en un modelo de fibromialgia el
tratamiento con infliximab y etanercept, dos inhibidores de TNFa, disminuyeron

la hipersensibilidad a estimulos mecanicos y térmicos (Cordaro et al., 2022).

Estudios previos han demostrado que la privacion de suefio promueve un
estado proinflamatorio (Carroll et al., 2015; Haack et al., 2009; Hu et al., 2003).
Se ha identificado que la perturbacion del suefio aumenta la actividad
transcripcional del factor NF-kB, el cual induce la liberacion de citocinas
proinflamatorias como TNFa, IL-18 y IL-6 (Irwin etal., 2008). Los datos
obtenidos en este estudio apoyan la idea de que interrupcién la del suefio
activa vias de sefializaciobn que promueven la inflamacién y que dicha
activaciéon modula el aumento de la sensibilidad al dolor. En apoyo a esto, en
el laboratorio se ha demostrado que la P-MOR promueve la activacion de la
via de sefalizacion HMGB1/TLR4, una via de sefalizacion que promueve la

liberacibn de mediadores proinflamatorios (Gémez et al., 2015) y que la
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activacion de esta via se relaciona con una mayor respuesta nociceptiva en

las ratas sometido a P-MOR (Martinez-Magafia, 2020).

Adicionalmente, en este estudio se demostré que el postratamiento con R7050
revirtié la alodinia tactil en ratas con 48 h de P-MOR; ademas, el pretratamiento
de R7050 previno el desarrollo de alodinia inducida por la P-MOR. Dado que
el R7050 impide la activacion de la via de sefalizacion TNFa/TNFR1, estos
datos sugieren que TNFR1 tiene un papel pronociceptivo y que participa en el
desarrollo y mantenimiento de la alodinia tactil inducida por la P-MOR. La
participacion de TNFR1 en la respuesta nociceptiva esta ampliamente
descrita, se ha observado que en ratones que no expresan TNFR1 presentan
hiperalgesia térmica reducida y menor sensibilidad mecéanica ante la
administracion exogena de TNFa (Zhang et al., 2011). Por otra parte, se ha
observado que su activacion aumenta la tasa de disparo y evoca potenciales
de accidén en las neuronas nociceptivas (Junger y Sorkin, 2000; Schafers et al.,
2008). El receptor TNFR1 se expresa de forma constitutiva en neuronas del
GRD y médula espinal, en contraste con TNFR2 su expresidn en estas
estructuras es limitada (Holmes et al., 2004). Con base en lo anterior, se
decidio en este estudio determinar el papel pronociceptivo de TNFa a través

de su receptor TNFR1 en la hipersensibilidad al dolor inducida por la P-MOR.

Un posible mecanismo que explica el efecto pronociceptivo de TNFay TNFR1
en la P-MOR, involucra la activacién de la microglia espinal, estudios previos
han reportado que la privaciéon de suefio promueve su activacion (DeLeo y
Yezierski, 2001; Watkins et al., 2001; Watkins y Maier, 2003). La microglia
espinal libera diferentes mediadores proinflamatorios, entre ellos TNFa (Ji y
Suter, 2007; Milligan, 2009). En apoyo a esto, se ha observado que la
liberacién espinal de TNFa, evocado por la aplicacion de lipopolisacaridos, se
bloqueé por la administracion intratecal de minociclina y pentoxifilina
(inhibidores de la microglia), lo cual a su vez se relaciond una menor respuesta
nociceptiva (Saito et al., 2010). El TNFa liberado por la microglia activa a su
receptor TNFR1 expresado en neuronas de la asta dorsal, ya que en varios
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estudios se ha observado que a nivel de la médula espinal la activacion del
receptor TNFR1 modifica la actividad de algunos canales ionicos, mediante la
p38 MAPK. Esta cinasa fosforila y modula la funcion de varios canales iénicos,
incluidos los canales de sodio y calcio (de Lima et al.,, 2022; Jin y Gereau,
2006; Pollock et al., 2002). Se ha observado que TNFa participa en el
desarrollo de sensibilizacion central, dado que aumenta la transmision
sinaptica excitatoria, mediada por AMPA y NMDA (Kawasaki et al., 2008) y
disminuye la trasmision sindptica inhibitoria mediada por GABA y glicina a
través de p38 MAPK (Zhang et al., 2010; Zhang y Dougherty, 2011; Zhang et
al., 2013).

9.3 La privacion de suefio MOR reduce los niveles de TNFa en médula

espinal dorsal

En este estudio se observé que la privacién de suefio MOR disminuye los
niveles de TNFa en la médula espinal dorsal de ratas a partir de las 12 h del
inicio del periodo de la privacion de suefio y se mantuvo hasta dos dias
posteriores al término del periodo de privacion de suefio. Es importante
mencionar que la disminucion de esta citocina fue mas evidente en ratas
hembra en comparacion con las ratas macho. Estos hallazgos concuerdan con
un estudio hecho en humanos en el que se observé que un periodo corto de
privacion de suefio reduce los niveles de TNFa (Shearer et al., 2001). Al igual
gue otro estudio en el que se observé que en hombres sanos sometidos a 4
dias de privacion parcial de suefio disminuyen los niveles de citocinas
proinflamatorias como la IL-1B y TNFa (Wolkow et al., 2015). Sin embargo,
también existen reportes en humanos donde se ha observado que una noche
de privacion total de suefio aumenta el ARN mensajero de TNFa (Chennaoui
et al., 2014). En el caso de modelos animales se ha reportado que en ratas
sometidos a 72 h de P-MOR los niveles plasmaticos de algunas citocinas
proinflamatorias (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-17, TNFa) aumentan (Yehuda
et al., 2009). Es probable que la discrepancia de nuestros resultandos con lo

observado previamente se deba a la técnica empleada para medir los cambios
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en los niveles de TNFa, al protocolo de privacion de suefio empleado o al tejido
en el que se evallan los niveles de esta citocina. Dado que la mayoria de los
estudios miden sus cambios en sangre y en este estudio se realiz6 en médula
espinal. Seria importante comprobar los resultados obtenidos mediante otras
pruebas como las técnicas de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) que
puede determinar el ARN mensajero de la citocina (Garibyan y Avashia, 2014),
avidin biotin peroxidasa (ABC) la cual es util para determinar su presencia
directamente en tejidos (Bratthauer, 2010), citometria de flujo que permite la
cuantificacion de la citocina de interés y la identificacion de las principales

células que la sintetizan (Jaroszeski y Radcliff, 1999).

Un posible mecanismo implicado en la disminucién de las citocinas inducida
por la privaciébn de suefio es a través del efecto inmunosupresor de los
glucocorticoides y de las catecolaminas, que se liberan en respuesta al factor
estresante que implica la privacion de suefio. Se ha descrito que en animales
sometidos a 96 h de P-MOR incrementan los niveles de las hormonas
adrenocorticotropica y corticosterona (Galvao et al., 2009; Machando et al.,
2013; Rocha-Lopes et al., 2018). En otros estudios hechos en humanos se ha
observado que la vigilia prolongada incrementa los niveles de adrenalina y
noradrenalina (Irwin et al., 1999). Los complejos como la corticosterona y la
noradrenalina retroalimentan negativamente el sistema inmunolégico,
disminuyen la liberacién de las citocinas proinflamatorias y aumenta la
liberacién de las citocinas antiinflamatorias, mediante la supresion de factores
de transcripcion como NF-kB, AP-1 y transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3 (STAT3) (Silverman y Sternberg, 2013; Tian et al., 2014).

Evidencia de otros estudios sugiere que el estrés exacerba la respuesta
nociceptiva tanto en humanos (Crettaz et al., 2013; Dufton et al., 2008) como
en roedores (Bardi et al., 2009; Lafrance et al., 2010; Rodriguez-Palma et al.,
2023; Spezia et al., 2012). Por lo tanto, surge la pregunta de si la reduccion en
el umbral de retiro se debe al efecto de la privacion de suefio MOR o al estrés

inducido por la falta de suefio. Sin embargo, otros estudios argumentan en
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contra de esta posibilidad. Por ejemplo, Aradjo y colaboradores observaron
gue ratones con 72 h de P-MOR, mostraron cambios marcados en la
sensibilidad dolorosa, mientras que los niveles de corticosterona no mostraron
cambios significativos (Araujo etal., 2011). Adicionalmente, Wodarski y
colaboradores observaron cambios en el umbral térmico y mecéanico en
animales sometidos a 8 h de privacion de suefio, sin embargo, los animales no
mostraron conductas asocias al estrés (Wodrski et al., 2015). De igual manera,
en el laboratorio se ha descrito que el protocolo utilizado para la privacion de
suefio aumenta los niveles de corticosterona en sangre de ratas solo a las 12
horas y a los dos dias de privacion de suefio MOR los niveles de corticosterona
son similares a los basales (Martinez-Magafia, 2020). Estos resultados
sugieren que los cambios en la sensibilidad al dolor se deben a la pérdida de

suefio y no al estrés.

La disminucién de TNFa fue mas evidente en médula espinal de ratas hembra
en comparaciéon con los machos. El sexo es un variable que afecta el
funcionamiento del sistema inmunologico, es probable que este resultado se
deba a una respuesta sexualmente dimoérfica (Pannell etal., 2012). Por
ejemplo, se ha observado en estudios in vitro que los estrégenos disminuyen
la produccion de TNFa de células inmunolégicas, al suprimir la expresion de
factores de transcripcion como NF-kB y c-Jun (Deshpande etal., 1997;
Srivastava et al., 1999; Stice y Knowlton, 2008). Por otra parte, se ha
observado en humanos y roedores que las hormonas sexuales disminuyen
indirectamente la respuesta inmunoldgica mediante el eje hipotalamo-hipofisis-
suprarrenal, disminuyen la concentracién de los glucocorticoides (Oyola y
Handa, 2017; Quinn et al., 2014).

Dado que en este estudio no se observo una modificacion en la expresion de
TNFR1 en GRD y MED de animales con P-MOR. Es probable que su efecto
pronociceptivo de TNFa y TNFR1 no se deba a un incremento en su
concentracion a nivel espinal o a un aumento en la expresion del receptor

TNFR1 inducido por la P-MOR, sino a cambios en la funcionalidad del receptor,
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a su fosforilacién (Hapil et al., 2020), cambios en su estructura (Karathanasis
et al., 2020), la formacion de homodimeros (Kucka y Wajant, 2021; Lo et al.,
2008) o su internalizacién (Tchikov et al., 2008), lo cual seria interesante

comprobar en estudios posteriores.

10. CONCLUSIONES

La privacion de suefio MOR promueve un estado proinflamatorio, activa vias
de sefalizacion inflamatorias que median el aumento de la sensibilidad

nociceptiva.

TNFa y su receptor TNFR1 tienen un papel pronociceptivo, induce el
establecimiento y mantenimiento de la alodinia tactil inducida por la privacion
de suefio MOR.

El uso inhibidor de la sintesis de TNFa o bloqueadores de la via de
senalizacion TNFa/TNFR1 podrian ser utiles en el tratamiento del dolor

disfuncional.

11. PERSPECTIVAS

e Evaluar posibles cambios en la funcionalidad o en la estructura del
receptor TNFR1 que expliquen su papel pronociceptivo inducido por la
pérdida de suefio.

e Evaluar mediante PCR, los cambios en los niveles de TNFa en animales
con privacion de sueiio MOR, para confirmar que la privacion de suefio
disminuye los niveles de esta citocina.

e Evaluar los cambios en la actividad de la microglia en ganglio de la raiz

dorsal y médula espinal dorsal de animales con privacion de suefio
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MOR, para comprobar si la privacion de suefio promueve su sobre
activacion y esta incrementa la hipersensibilidad nociceptiva.

e Evaluar la participacion de la via de senalizacion TNFa/TNFR1/p38
MAPK en el desarrollo de la hipersensibilidad nociceptiva inducida por
la pérdida de suefio.

e Evaluar si el papel pronociceptivo de otros receptores o canales idnicos
en la hipersensibilidad nociceptiva inducida por la pérdida de suefio,

depende de la activacion del receptor TNFR1.
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