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Resumen

El dolor neuropdtico es un tipo de dolor crénico que tiene una gran prevalencia en el ser
humano, se desarrolla como consecuencia de lesiones del sistema somatosensorial. Los
estudios enfocados en determinar los mecanismos celulares que subyacen el dolor
neuropdatico han demostrado la importancia de la inhibicion ténica mediada por los
receptores GABAa expresados en la médula espinal. En particular los receptores asGABAa
extrasindpticos, expresados en las laminas | y Il (LI y LIl), tienen un papel antinociceptivo y
pronociceptivo en animales sanos y neuropaticos, respectivamente. Nuestro equipo de
trabajo ha demostrado que también el bloqueo de los receptores asGABAa extrasinapticos
con furosemida produce alodinia mecanica y analgesia en animales sanos y prediabéticos,
respectivamente. Ademas, estos receptores se expresan en las neuronas de las ldminas I-11I
del asta dorsal de la médula espinal donde localiza el circuito que procesa la informacién
nociceptiva. No obstante, se desconoce si estos receptores producen una inhibicién ténica
y si modulan las propiedades activas y pasivas de tales neuronas. En este estudio se
caracterizaron las neuronas de las laminas I-lll de la médula espinal, por sus patrones de
disparo y sus propiedades pasivas y activas, asi como su modulacién por los receptores

asGABAA mediante su blogqueo con furosemida.



Abstract

Neuropathic pain is a type of chronic pain that is highly prevalent in humans and develops
as a consequence of lesions of the somatosensory system. Studies focused on determining
the cellular mechanisms underlying neuropathic pain have demonstrated the importance
of tonic inhibition mediated by GABAA receptors expressed in the spinal cord. In particular,
extrasynaptic asGABAa receptors, expressed in laminae I-ll, have an antinociceptive and
pronociceptive role in healthy and neuropathic animals, respectively. Our working group
has shown that the blockade of extrasynaptic asGABAa receptors with furosemide produces
mechanical allodynia and analgesia in healthy and prediabetic animals, respectively.
Furthermore, these receptors are expressed on neurons in laminae I-1ll of the dorsal horn
of the spinal cord where nociception is processed; however, it is unknown whether they
mediate tonic inhibition and modulate the active and passive properties of such neurons.
In this study, the neurons of laminae I-lll of the spinal cord will be characterized by their
firing patterns and their passive and active properties, as well as their modulation by

a5GABAA receptors through their blockade with furosemide.



Introduccion

Dolor

De acuerdo con la Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, 2021), el dolor
se define como “una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con, o similar
a la asociada con, dafio tisular real o potencial”.

De manera general, el dolor se puede clasificar en dos tipos: el primero conocido
como dolor agudo, se genera con la presencia de estimulos nocivos, tiene una duracién
limitada y da lugar a estrategias conductuales o reflejas de evitacién, por lo que es
considerado como un mecanismo de defensa del organismo (Woolf y Doubell, 1994),
debido a que se presenta como consecuencia de la lesidén o inflamacidn de tejidos blandos
y su funcidn es adaptativa; mientras que el segundo denominado “dolor crénico” es
persistente y desadaptativo.

A su vez, el dolor crénico se divide en dos tipos: el nociceptivo, puede ser generado
por cancer, por la lesidn de los tejidos como musculo, visceras, entre otros; el neuropatico,
tiene una duracidon mayor a tres meses y no ofrece ninguna ventaja para la supervivencia,
ya que es el resultado de alteraciones funcionales del sistema somatosensorial, originadas
por lesiones o por trastornos patolégicos (IASP, 2021) que inducen a un estado de
sensibilizacidn central, caracterizada por la hiperexcitabilidad en el sistema nervioso (Wolf,
1983). Esta tipologia se manifiesta con dolor espontaneo y difuso, acompafiado de
alteraciones sensoriales y perceptivas; con disminucidén o pérdida de la sensibilidad, y/o
aparicion de alodinia (dolor ante estimulos inocuos) e hiperalgesia (aumento de la
intensidad del dolor) (Scholz et al., 2019; Gu et al., 2005.).

Dentro de las lesiones nerviosas que lo inducen se encuentran: la neuralgia del
trigémino, polineuropatia dolorosa y neuropatia diabética. Cada uno con diferente
etiologia, fisiopatologia y signos clinicos, adicional a esto, debido a la sensibilizacidén central,
en el dolor crénico el tratamiento con analgésicos convencionales no da resultados

satisfactorios, lo cual genera un impacto negativo en la calidad de vida de quien lo padece.



Circuito neuronal que procesa el dolor en la médula espinal

El procesamiento del dolor inicia como respuesta ante un estimulo ya sea mecdnico,
térmico o quimico con la suficiente intensidad como para generar un posible dafio, por lo
cual se conoce como estimulo nocivo, dicho estimulo es capaz activar las fibras aferentes
primarias del tipo Cy Asde alto umbral, que transducen la energia recibida en un potencial
de accidn, el cual viaja al asta dorsal de la médula espinal, en donde la informacién es
transmitida monosindpticamente a las neuronas de proyecciéon y a las interneuronas
gabaérgicas y glutamatérgicas de las laminas I-1ll (Fig.1). Las neuronas de proyeccidn envian
la informacion de dolor a los nucleos supraespinales hasta el tdlamo (Todd, 2010; Zeilhofer,
2012). Paralelo a esto, la informacion nociceptiva también se transmite al asta ventral,

donde activa los reflejos nocifensivos.

Asi, la médula espinal es esencial en la primera etapa de procesamiento central de
la informacidén nociceptiva, donde el control inhibidor, mediado por el GABA vy la glicina, es

esencial en la modulacidn de la nocicepcion.

Aferentes primarias

Las fibras aferentes primarias nociceptivas son una subpoblacion de fibras con propiedades
biofisicas y moleculares que les permiten detectar selectivamente estimulos térmicos,
mecanicos y quimicos nocivos. Su principal transmisor es el glutamato, por lo que ejercen

una accion excitadora posinaptica (Todd, 2010).

Su soma se localiza en el ganglio de la raiz dorsal (GRD) y estan conformados por dos
ramas axonales, una que inerva el érgano diana y otra que inerva a las neuronas de la
médula espinal (Basbaum et al., 2009). Esta caracteristica pseudounipolar hace posible que
la mayoria de las proteinas sintetizadas en el GRD se distribuyan en ambas direcciones, lo
gue da como resultado que el nociceptor sea capaz de enviar y recibir mensajes desde las
dos terminales. Adicionalmente, bajo condiciones especiales, la terminal periférica puede
liberar neuropéptidos, como la sustancia P, provocando alteraciones en el entorno tisular

local, como en el caso de la inflamacion neurogénica (Basbaum et al., 2009).



Tipos de fibras aferentes primarias

De manera general, las fibras aferentes primarias se clasifican en dos grupos, las aferentes
mielinizadas: Aqsp (I-11) y As () y las que carecen de mielina tipo C (IV), mismas que se

describen a continuacion:

Fibras Aa/B: estas fibras son de las de mayor didametro (~10 um) y velocidad de
conduccion (30 a 100 m/s), son las de mas bajo umbral. Las Aq son propioceptivas;
mientras que las Ag responden a estimulos inocuos o de tacto ligero (Lynn, 1994; Abraira
y Ginty, 2013). Su activacion en humanos sanos produce sensaciones de presidon o
vibracién, pero nunca de dolor, incluso ante la estimulacion a frecuencias elevadas, sin

embargo, en quemaduras, su activacion puede provocar dolor (Woolf y Doubell, 1994).

Fibras Ad8: tienen un didmetro de ~1-5 um, su velocidad de conduccion varia de 5 a 30
m/s, regulan el dolor agudo y bien localizado (Lynn, 1994; Abraira y Ginty, 2013). De
acuerdo con sus caracteristicas electrofisiolédgicas, los nociceptores As se han dividido
en dos grupos. El tipo |, de alto umbral, responde a estimulos mecanicos y quimicos y a
temperaturas superiores a los 50 °C. Otra propiedad importante es que, en caso de
lesion tisular, estas fibras disminuyen su umbral térmico o mecanico, es decir, se
sensibilizan. Mientras que el tipo I, tiene un umbral mas bajo a la temperatura, pero su

umbral mecanico es muy alto (Basbaum et al., 2009).

Fibras C o tipo IV: su diametro es de ~1 um, y su velocidad de conduccién oscila entre
los 0.2 y 2 m/s. Son fibras amielinicas sensibles al calor, con la caracteristica particular
que desarrollan sensibilidad mecanica ante una lesién (Lynn, 1994; Schmidt et al., 1995).
Responden a los estimulos quimicos, como a la histamina y la capsaicina, esto genera
que, en un contexto de inflamacidn, sus propiedades se vean afectadas (Abraira y Ginty,

2013).

Asi mismo, de acuerdo con sus propiedades neuroquimicas se dividen en dos grupos: las
peptidérgicas que liberan neuropéptidos, como la sustancia P, inervan regiones profundas
de la piel, entre otros tejidos y las no peptidérgicas, que inervan principalmente la

epidermis (Basbaum et al., 2009).
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Fibras aferentes primarias

AB Ad

Lamina |

Lamina ll

Neurona inhibidora

Lamina lll
Neurona excitadora

Figura 1. Representacion esquematica de las fibras aferentes primarias que inervan la
médula espinal. Las fibras Ag inervan principalmente la [dmina Ill; mientras que las fibras
As y C hacen contacto sinaptico con neuronas de proyeccidn e interneuronas GABAérgicas

y glutamatérgicas presentes en las laminas |, Il y Il (Imagen modificada de Todd, 2010).

Neuronas de las laminas I-IV

El asta dorsal de la médula espinal se divide en laminas de acuerdo con la distribucién
anatémica y caracteristicas electrofisiolégicas de las neuronas que la integran. Se considera
que al menos un 90 por ciento son interneuronas, mismas que pueden ser excitadoras o
inhibidoras, de acuerdo con el neurotransmisor que liberan; aproximadamente el 70%
liberan glutamato y se localizan en las [dminas I-lll; mientras que las inhibidoras que liberan
GABA se distribuyen en un 25% en la lamina I, 30% en la Iamina Il y 40% en la lamina I,

donde coliberan glicina (Todd, 2010).

Estas neuronas también se clasificaron segln sus caracteristicas morfolégicas vy
biofisicas: la diferenciacion morfoldgica se basa en la distribucion del arbol dendritico con

respecto al soma, lo cual define la morfologia neuronal y de acuerdo con esto se han
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clasificado de manera general cdmo unipolares, multipolares, con diversos érdenes de
ramificacién, con estructuras tridimensionales complejas (Moliner, 1968; Johnston, et al.,
1996). En el caso de las interneuronas del asta dorsal, se han realizado estudios de

reconstrucciones tridimensionales de neuronas de cada una de las laminas:

Lamina I: se han identificado cuatro tipos; fusiforme pequefias (10 um) y grandes (20
pum), aplanado, multipolar y piramidal, tienen la principal caracteristica de que su arbol
dendritico tiene una longitud entre 20 y 50 um, el cual se extiende en el eje rostro-caudal,

medio lateral y dorso-ventral (Chéry et al., 2000).

Lamina Il: comparte algunos de los tipos de neuronas identificadas en la lamina I, con la
diferencia de que los somas celulares van de 15 a 20 um, y cuya arborizacion se extiende
principalmente dorso-ventral de 40 a 50 um. Conocidas como islotes, radiales, verticales
y las que no comparten las caracteristicas de ninguna de las anteriores (Chéry et al.,
2000). Las neuronas pertenecientes a esta ldamina han sido las mas estudiadas debido a

II'

gue se consideran como la “puerta central” para la modulacién y transmisién sindptica

(Zhu et al., 2021).

Laminas Ill y IV: presentan neuronas con cuerpos celulares fusiformes y tamafio
similares a los de las laminas | y Il. Sin embargo, lo que las diferencia es el arbol

dendritico, cuya longitud rostro-caudal es superior a las 150 um (Miranda et al., 2022).

De acuerdo con sus caracteristicas biofisicas, como su patron de disparo de los
potenciales de accidn las interneuronas del asta dorsal de la médula espinal se han
clasificado en: tdnica, fasica, inicial, Unico por presentar un solo potencial de acciodn,
retardado y desfasado (Fig. 2) (Zhu et al., 2021; Li et al., 2021). Sin embargo, es
importante mencionar que la mayoria de estos estudios se han enfocado en la [amina Il

o sustancia gelatinosa.

Adicionalmente, existen estudios que proponen la relacion de las propiedades
electrofisioldgicas con el tipo de neurotransmisor que liberan. Se considera que las

neuronas que presentan un patrén de disparo tdénico son GABAérgicas o inhibidoras,
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mientras que las glutamatérgicas o excitadoras presentan patrones de disparo retardado y

de un solo potencial de accién (Li et al., 2021).

Sumado a esto, su funcién también estd determinada por las proyecciones que

reciben de las aferentes primarias, como se expone en el siguiente apartado.

Tdénico Fasico Inicial
Unico Retardado Desfasado J 20 mV

200 ms

A

Figura 2. Clasificacion de acuerdo con el patron de disparo. Registros de los patrones de
disparo de potenciales de accién representativos de neuronas presentes en la Lamina Il del
asta dorsal de la médula espinal de ratas de 4 a 6 semanas de edad (Imagen modificada de

Zhu et at., 2021).

Conexidn entre las neuronas de las laminas I-1V y las fibras aferentes primarias

Lamina I: también es conocida como zona marginal, debido a que se localiza en la parte
superior del asta dorsal. Es una capa delgada conformada principalmente por células de
forma piramidal, fusiforme y multipolar. Y responden a la estimulacidn nociva, proveniente

de las fibras As y C (Rexed, 1952; Todd, 2010).

Lamina Il: también llamada sustancia gelatinosa (SG) de Rolando, se divide en llo (externa)

y lli (interna). Se trata de una banda bien definida, integrada por células pequefias. En la
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parte mas dorsal o lamina llo, se localizan terminales de fibras aferentes peptidérgicas de
tipo Cy As, mientras la parte central de la lamina Il contiene interneuronas excitadoras que
expresan la isoforma gamma de la proteina quinasa C (PKC), mismas que reciben aferentes
de fibras C no peptidérgicas, conocidas por su participacion en el dolor persistente causado
por lesiones (Malmberg et al., 1997). Por su parte, la lamina lli recibe entradas de las fibras

Ag.

Lamina lll: esta integrada por células mas grandes que las de la lamina Il y reciben aferentes

de tipo Ag y As (Fig. 1).

Lamina IV: estd formada por una mezcla de todos los tamafios de células. En esta |lamina se

presentan terminales de las fibras aferentes Ag.

Lamina V: contiene una cantidad menor de células que la IV, son células grandes de
coloracién oscura y células medianas mas claras que predominan en la zona media (Rexed,
1952). Reciben aferentes monosindpticas de las fibras aferentes primarias As y Ag, ademas

de polisinapticas provenientes de fibras aferentes tipo C.

Conexidn entre las neuronas de las laminas I-IV y las neuronas de proyeccion

Las neuronas de proyeccién son las que transmiten la informacién de dolor a los nucleos
supraespinales. Se encuentran mayormente en la ldmina |, en menor cantidad en las

[dminas Il y IV y difusamente en la lamina Il (Todd, 2010).

Lamina I: las neuronas de proyeccion se dirigen hacia el tdlamo enviando proyecciones al
bulbo caudal-ventrolateral (BVLM), el nucleo del tracto solitario (NTS), el drea parabraquial
lateral (LPb) y la materia gris periacueductal (PAG), de tal manera que forman parte de
circuitos relacionados con aspectos sensoriales y motivacionales del dolor (Todd, 2010). El
80% de las neuronas de proyeccién en esta lamina, expresan el receptor de neuroquinina 1
(NK1R), un receptor al que se une la sustancia P liberado por la aferentes de tipo C, la
mayoria de estas neuronas se activan ante estimulos nocivos, el cual esta relacionado con

el desarrollo de hiperalgesia en modelos de dolor neuropatico. Las neuronas de proyeccion
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de la lamina | reciben informacién monosinaptica de los aferentes nociceptivas de alto
umbral As y C (Fig. 1) (Todd, 2010).

Mientras que, dentro del grupo de neuronas de proyeccién que carecen de NKI1R,
se encuentran neuronas multipolares que expresan Fos, reciben una gran cantidad de
entradas tanto excitadoras como inhibidoras, sin embargo, comprenden sélo del 2-3% del
total de las neuronas de proyeccién de la ldamina I.

Las células gigantes de la |[dmina | estdn densamente inervadas por botones
GABAérgicos que contienen la forma neuronal del éxido nitrico sintasa (nNOS) (un

marcador de las neuronas que coliberan GABA y glicina en el asta dorsal (Todd, 2010).

Lamina II: las neuronas de proyeccion presentes en esta ldmina reciben entrada
monosinaptica de fibras de bajo umbral Ag, ademas, las células verticales glutamatérgicas
en la ldmina Il que estan inervadas por aferentes As se conectan sinapticamente con las

neuronas de proyeccién de la lamina | que expresan NK1R (Todd, 2010).

Lamina lll: las neuronas de proyeccion que expresan el NK1R estan altamente inervadas por
aferentes tipo C peptidérgicas. Estas células reciben numerosas sinapsis de las neuronas
GABAérgicas que contienen el neuropéptido Y (NPY), mismas que pueden ser de las
interneuronas inhibitorias locales, por el contrario, reciben pocos contactos de

interneuronas inhibidoras que contienen nNOS (Todd, 2010).

Inhibicion GABAérgica

La actividad neuronal estd regulada por los mecanismos de sefializacion excitador e
inhibidor, los cuales trabajan en conjunto para mantener la funcionalidad del sistema. “En
el funcionamiento de la maquinaria nerviosa central, la inhibicién parece tan omnipresente
y frecuente como la excitacion misma. Toda la caracterizacion cuantitativa de las
operaciones de la médula espinal y el cerebro parece descansar sobre la interaccién mutua
y constante entre los dos procesos centrales de "excitacion" e "inhibicion", uno no menos

importante que el otro” (Sherrington, 1932; Fishell y Rudy, 2011). En el caso de la inhibicion
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neuronal a nivel del sistema nervioso central, las principales moléculas neurotransmisoras

son el GABAy la glicina (Pasantes-Morales y Aréchiga, 1983).

El GABA

El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibidor en el Sistema
Nervioso Central (SNC) en mamiferos maduros, asi como en vertebrados, es el
neurotransmisor con mayor distribuciéon anatédmica y funcional, por lo que su papel en la
modulacién de la activad neuronal es fundamental para mantener el equilibrio en las
funciones vitales, incluida la actividad motriz, secrecion de hormonas, o el mantenimiento

del equilibrio emocional e intelectual (Macdonald y Olsen, 1994; Farrant y Nusser, 2005).

El GABA lleva a cabo su accion a través de un proceso complejo que involucra
multiples mecanismos celulares y moleculares. Para empezar, la sintesis de este
neurotransmisor se da en las neuronas GABAérgicas, en donde las enzimas de glutamato
descarboxilasa (GAD 65 y GAD 67) sintetizan GABA a partir de glutamato (Varju et al., 2001),
enseguida el transportador vesicular de GABA (VGAT) lo transporta al interior de las
vesiculas, que al fusionarse con la membrana lo liberan a la hendidura sinaptica.

Una vez difundido en la hendidura sinaptica, el GABA se une a los receptores GABA. En el
caso particular de los receptores GABAa ionotropicos de la membrana postsinaptica, que,
en las neuronas del sistema nervioso central, permean los iones cloruro (Cl") al interior de
la célula, resultando en la hiperpolarizacién del potencial de membrana y por lo tanto en Ia
disminucion la excitabilidad neuronal (Macdonald y Olsen, 1994; Farrant y Nusser, 2005).

Finalmente, el GABA es removido de |la hendidura sinaptica por la glia, principalmente por
los astrocitos, a través de los transportadores GAT-1 y GAT-3, respectivamente (Varju et al.,
2001). También, participan en este proceso las mismas neuronas GABAérgicas, las cuales
llevan a cabo la recaptura presinaptica del GABA, por medio de los transportadores GAT-1

y GAT-2.
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Mecanismos de accion del GABA
Inhibicion por hiperpolarizacion fasica

El efecto de inhibicidn que produce el GABA, al unirse a su receptor GABAa, en las neuronas
del SNC maduro esta determinado por la expresién y actividad del cotransportador K*- 2CI
(KCC2), que se encarga de la extrusidon de ClI" desde el interior de la célula al medio
extracelular, manteniendo asi la concentracién intracelular de Cl baja (Fig. 3), lo que da
como resultado un potencial de equilibrio del Cl- (Ec)) de aproximadamente -70 mV (Lee et

al., 2005; Coull et al., 2003), el cual resulta ser mas negativo que el potencial de membrana
en reposo (Em ~-65 mV).

De tal modo, que cuando el GABA activa a los receptores posinapticos GABA,, el
canal idnico se abrey el Cl-entra a la célula por el gradiente electroquimico; este incremento
de aniones en el interior de la célula genera un cambio en el potencial de membrana de
aproximadamente 30 ms, volviéndolo mds negativo y acercandolo al potencial de equilibro
del Cl-, esta forma de inhibicién generada por el GABA se conoce como hiperpolarizacidon
fasica (Fig. 3). Esta hiperpolarizaciéon incrementa la diferencia entre el potencial de
membrana y el umbral de activacion del potencial de accién, lo cual disminuye la

excitabilidad de la neurona transitoriamente (Fishell, G., y Rudy, B., 2011).

Inhibicion por “corto circuito”

A diferencia de la hiperpolarizacion fasica, el mecanismo de inhibicién por corto circuito se
presenta cuando el En es cercano al Ec, por lo que al activarse los RGABA se genera una
entrada de ClI" que no es capaz de modificar el potencial de membrana, pero ese aumento
en la conductancia anidnica o disminucidn de la resistencia de la neurona, reduce el impacto
de las corrientes excitadoras, disminuyendo la amplitud de potenciales postsinapticos, lo
que se traduce en entradas excitadoras menos efectivas y por lo tanto, un decremento en

la excitabilidad neuronal (Fishell y Rudy, 2011).
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Figura 3. Expresion del cotransportador KCC2 en una neurona madura. a) El KCC2 extrae
Cl dando como resultado un (Ec)) mas negativo que el En. b) Al activarse los RGABAA el CI
fluye al interior, generando la hiperpolarizaciéon de la membrana (Imagen modificada de

Fishell y Rudy, 2011).

Tipos de receptores a GABA

La accion del GABA como transmisor, inicia cuando se une a su receptor en la membrana
postsindptica. Los receptores a GABA son glicoproteinas que se encuentran embebidas en
la membrana celular, su clasificacion obedece a su conformacion, tipo de actividad y sus

propiedades farmacoldgicas.
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De tal manera que existen dos grandes grupos; por una parte, los receptores GABAx
inotrépicos generan una respuesta rapida o ténica, mientras que los receptores GABAg 0
metabotrdpicos, se acoplan a proteinas G, por lo que modulan la excitabilidad celular a
través de segundos mensajeros. Son considerados de respuesta lenta, y son resistentes a

los fdrmacos que modulan a los receptores GABA,.

Subtipos de receptores GABAa

Los receptores GABAAa se ubican en las neuronas cerca del sitio donde se generaran los
potenciales de accion, por lo que al activarse reducen la probabilidad de activacién de
potenciales de accidn, de tal manera que estos receptores conforman un sistema inhibidor
muy eficaz (Seutin y Johnson, 1999).

Los receptores GABAa pertenecen a la familia de los receptores de canales idnicos
activados por ligando, requieren de la unién de dos moléculas de GABA para la apertura de
los canales de CI" (Macdonald y Olsen, 1994; Farrant y Nusser, 2005). Adicionalmente,
presentan sitios de union para farmacos que modulan alostéricamente su funcién como las
benzodiacepinas, barbituricos, picrotoxina, anestésicos esteroideos y etanol (Twyman y

Macdonald, 1991; Macdonald y Olsen, 1994; Farrant y Nusser, 2005).

Estos receptores son proteinas hetero-pentaméricas, conformadas por Ia
combinacidn de subunidades pertenecientes a siete familias diferentes: ai-s, B1-3, y1-3, 6, &,
1, 0 y p. El ensamble de cinco subunidades forma un canal idnico permeable a Cl" y ion
bicarbonato (HCO3), la composicion de subunidades es variable, pero en general contienen
al menos dos subunidades a, dos B y una y, que puede intercambiarse por una de las
restantes; lo que genera la expresion de 20 a 30 subtipos de receptores GABAa funcionales,

con propiedades farmacolégicas y electrofisioldgicas diferentes.
En la médula espinal se encuentran distribuidos de la siguiente manera:
Lamina I: oy, a3, B2, B3y y2 (Bohlalter et al., 1996).

Lamina ll: oy, a3, B2, B3, V2V as/s (Bohlalter et al., 1996; Bravo-Herndndez et al., 2016).
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Lamina lll: a1, az, as, B2, B3, V2 ¥ as/6. Con una expresion mayor de la subunidad as en la
capa interna (Bohlalter et al., 1996; Bravo-Hernandez et al., 2016) y de la subunidad a3

en la capa externa (Bolhalter et al., 1996).

Laminas IV y V: as, B2, B3y y2 en células pequeias, as en células donde no esta la

subunidad a; y ay, con expresion difusa (Bolhalter et al., 1996).

A su vez, por su funcién en el SNC los receptores GABA se pueden clasificar en dos grupos,
dependiendo de su ubicaciéon en la superficie neuronal, los sindpticos conformados
principalmente por las subunidades ai-3, se activan ante concentraciones altas del agonista
(EC50 = 5 uM), con conductancias >15 pS, producen la inhibicién rdpida, y los peri o
extrasindpticos as-s generan una inhibicién tdnica, estando activado por el GABA del medio
extracelular, por el que tienen una afinidad alta, se activan a bajas concentraciones del
agonista (EC50 = 0.5 uM), presentan una conductancia <15 pS (Guyon et al., 1999). Ambos

receptores son bloqueados por picrotoxina, bicuculina y gabazina.

Receptores acGABAA

Los receptores asGABAA (asB2/3 6) se localizan en el espacio extrasinaptico, tienen una alta
afinidad al GABA, por lo que se activan a bajas concentraciones, no se desensibilizan ante
la presencia prolongada del neurotransmisor y tienen un tiempo de apertura muy
prolongado (400 ms). Los receptores que expresan la subunidad & en lugar de la y son los
Unicos extrasindpticos que no se han localizado en las membranas posinapticas ni
perisindpticas (Farrant y Nusser, 2005). Estos receptores son insensibles a las
benzodiacepinas y tienen como antagonista a la furosemida (Nusser et al., 1998; Sieghart

et al,, 2022).

Furosemida

La furosemida es utilizada cominmente como diurético, ya que actla sobre los

transportadores en el asa de Henle, donde regula la concentracion de CI, sin embargo, se
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ha comprobado que a nivel neuronal tiene efectos en los receptores a GABA (Guyon, et al.,
2002). Por lo cual suele ser usado para el estudio de la funcionalidad dichos receptores, a
pesar de la desventaja de ser poco soluble en soluciones acuosas e inestables a un pH

fisiolégico (Seutin y Johnson, 1998).

La furosemida se une al receptor GABAA que contienen las subunidades B2 o B3,
bloqueando su actividad, por lo cual tiene un efecto de eliminar la corriente generada por
estos receptores y se describe como antagonista competitivo. Presenta una selectividad 100
veces mayor por los receptores as que por los ai (Korpi et al., 1995), con una IC en el rango
de uM para asyasy con un IC mds alto para el resto de las subunidades a, lo que lo convierte
en un farmaco ideal para el estudio del papel electrofisiolégico de los receptores asGABAA

(Guyon et al., 2002).

Su accién depende de la concentracion, a 100-300 uM la furosemida bloquea
especificamente a los receptores asGABAa sin afectar a los receptores aiGABAa, ni al
transportador KCC2, ya que para bloquearlos se requiere de concentraciones superiores a
300 puM vy del orden mM, respectivamente. Esto fue comprobado por nuestro equipo de
laboratorio (Andrés et al., 2014), quienes determinaron que, con una concentracion de 200
UM, la furosemida bloquea la corriente ténica gabaérgica e incrementa la excitabilidad en

las motoneuronas.
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Antecedentes de los mecanismos funcionales en el circuito de

procesamiento de la nocicepcion

La electrofisiologia en el estudio biofisico y funcional de las neuronas

Eccles y colaboradores, empleando electrodos intracelulares, registraron la accion de las
neuronas inhibidoras sobre las motoneuronas en la médula espinal (Brock et al., 1952). En
este estudio, como en muchos otros, la electrofisiologia ha permitié comprobar la presencia
y funcion de las neuronas inhibidoras en todo el SNC, asi como caracterizar las funciones de
los diferentes neurotransmisores y sus receptores. Por lo tanto, la electrofisiologia es una

técnica importante en la neurofisiologia.

Toda célula excitable funciona como un circuito RC formado por una fuente de
voltaje, una resistencia y un capacitor. En el caso de la célula, la resistencia depende de los
canales idnicos, mientras que la bicapa lipidica funciona como capacitor al presentar una
distribucién transmembranal de mas cargas positivas en el exterior con respecto al interior.
Todos estos elementos son responsables de generar una diferencia de potencial mas
negativa en el interior celular con respecto al exterior, de -60 a -90 mV, lo que constituye la
fuente de voltaje producida por el gradiente electroquimico, que determina el flujo de los
iones a través de la membrana. Esta particularidad confiere a las neuronas diferentes
propiedades biofisicas que les permite transmitir la informacidn por medio de sefiales

eléctricas (potencial de accion (PA)).

Dichas propiedades se dividen en activas y electroténicas o pasivas, las cuales
determinan la excitabilidad neuronal, por lo cual es importante analizar estos elementos

dentro de la caracterizacion funcional de las neuronas.

Participacion de las neuronas de la asta dorsal en la alodinia

La lamina Il del asta dorsal de la médula espinal es un componente importante en el circuito

de procesamiento del dolor, esto se debe a que ésta area recibe las entradas de las fibras
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aferentes primarias nociceptivas y es ahi donde las interneuronas propias de la médula

espinal modulan la informacién que se transmitira a las vias ascendentes.

En el SNC, las unidades funcionales son las neuronas excitadoras e inhibidoras y se
sabe que, en algunas areas como el cuerpo estriado o la amigdala central o medial,
presentan principalmente células inhibidoras; lo cual muestra la importancia de la
inhibicién en todo el SNC (Fishell y Rudy, 2011). A nivel de la médula espinal la participacidon
de la inhibicién en los circuitos neuronales tiene gran importancia en la modulacién del

dolor (Farrant y Nusser, 2005; Todd , 2010).

Es por ello que en los ultimos afos los estudios que pretenden explicar el proceso
celular del dolor se han centrado en describir las caracteristicas anatémicas y funcionales
de las neuronas del asta dorsal de la médula espinal. En particular se han estudiado sus
propiedades biofisicas intrinsecas, mediante la implementacién de la electrofisiologia

empleando la técnica de patch-clamp.

Sinapsis de las fibras Ag con las neuronas proyeccion; origen de la alodinia

En condiciones normales, el dolor aparece por la activacién periférica de las fibras aferentes
primarias As y C, las cuales son las Unicas que activan monosindpticamente a las neuronas
de proyeccion. Debido a que la activacién de las aferentes Ag no producen dolor en sujetos
sanos, anteriormente se pensaba que no estaban conectadas sindpticamente con las
neuronas de proyeccion. Sin embargo, en condiciones de alodinia, las fibras aferentes Ag
son capaces de activar a las neuronas de proyeccién y generar dolor. Torsney vy
MacDermott, (2006), demostraron que en un animal sano las neuronas de proyeccién son
excitadas polisinapticamente por estimulacion de las fibras aferentes Ag vy
monosindpticamente por la estimulacién de las fibras aferentes Cy As. En el primer caso la
amplitud de la despolarizacion esta muy por debajo del umbral de activacion del potencial
de accidn, mientras que las fibras nociceptoras si los activan. Sin embargo, al bloquear la
inhibicion GABAérgica y glicinérgica con bicuculina y estricnina, respectivamente, estos

autores observaron que las corrientes excitadoras evocadas en las neuronas de proyeccion
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por las fibras Ag se facilitaron, alcanzado amplitudes similares a las generadas por las fibras

de dolor (Takazawa y MacDermott, 2010).

Esto demostrd, primero, que existe una conexidn polisinaptica excitadora entre las
fibras Ag y las neuronas de proyeccidn; segundo, que este circuito esta tonicamente inhibido
por los receptores GABAa, de tal modo que cuando se bloquea esta inhibicion las fibras Ag
pueden producir potenciales de accién en las neuronas de proyeccién, es decir inducir

nocicepcion, lo que explicaria la aparicidn de la alodinia mecanica.

Inhibicion GABAérgica en el dolor

En linea con lo anterior, se ha demostrado que la administracién intratecal de bicuculina,
antagonista de los receptores GABA,, en las ratas sanas produce alodinia mecanica, similar
a la inducida por lesién periférica de un nervio; efecto que podria estar asociado a una
disminucion de las corrientes postsinapticas inhibitorias en las neuronas del asta dorsal

(Sivilotti y Woolf, 1994; Woolf y Doubell, 1994).

En el modelo animal de dolor neuropatico, inducido por la ligadura del nervio espinal
gue presenta alodinia mecénica, se demostro que la microglia se activa por el ATP liberado
por las fibras C (Coull et al., 2005), produciéndose la sintesis y liberacidon del factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés), que al unirse a su
receptor TrkB en las neuronas e interneuronas de las laminas I-lll produce una disminucién
de la expresion del cotransportador KCC2, esto provoca una despolarizacién del potencial
de equilibrio del ClI,, a tal punto (-49.0+ 2.3 mV) que al activarse los receptores GABAx se
generan potenciales de accién (Coull et al., 2003). Este ultimo resultado y el hecho de que
el bloqueo de los receptores GABAA produzca alodinia mecanica llevéd a varios autores a
proponer la “teoria moderna” del dolor crénico, fundamentada en la desinhibicién o
pérdida de la inhibicion a nivel del asta dorsal de la médula espinal (Coull et al., 2003, 2005;

Zeilhofer et al., 2012).

Estas evidencias llevaron a varios grupos de investigacion a proponer que, para

eliminar el dolor neuropatico hay que rescatar la inhibicion GABAérgica perdida. Para este

24


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2852643/#R137

fin han desarrollado farmacos derivados de las benzodiacepinas que en animales
neuropaticos produjeron analgesia, pero cuando los trasladaron a pruebas clinicas no

tuvieron la accién analgésica esperada.

Una explicacion a este resultado desfavorable, es que la disminuciéon en la expresién
del transportador KCC2 produjo un cambio en la accién del GABA via la activacién de los
receptores GABAa, sindpticos y extrasindpticos, que pasaron de producir inhibicién a
despolarizacién, como lo demostré Coull et at. (2003-2005). Los receptores extrasinapticos
producirian una despolarizacién ténica, lo que explicaria porque nuestro grupo de trabajo
ha demostrado en varios modelos de dolor nociceptivo y neuropatico que el bloqueo de los
receptores a56GABAA extrasindpticos induce analgesia (Bravo-Hernandez et al., 2016;

Jolivalt et al., 2008; Hernandez-Reyes et al., 2017; Alvarado-Cervantes, 2022).

Inhibicion GABAérgica en la médula espinal

La liberacién de las vesiculas presindpticas de GABA eleva su concentracidn en el espacio
sindptico a una cifra de milimolar en un lapso breve; de esta manera los receptores GABAa
postsindpticos se activan, permitiendo el flujo de cloruro y bicarbonato lo que incrementa
la permeabilidad y conductancia de la membrana, dando como resultado una respuesta de
hiperpolarizacién transitoria o potencial postsinaptico inhibitorio (IPSP, por sus siglas en
inglés). Esta inhibicién se conoce como fasica debido a la apertura rdpida (<30 ms) y
sincrdénica los canales presentes en la sinapsis. Por otra parte, el GABA que difunde fuera
de la sinapsis, activa receptores GABAa del tipo extrasindpticos, que producen una corriente

ténica inhibitoria en el SNC maduro (Farrant y Nusser, 2005).

Diversos estudios han comprobado que la corriente tonica GABAérgica regula la
excitabilidad neuronal, cambiando las propiedades pasivas y activas de la membrana, como
la disminucidn de la resistencia de entrada y la constante de tiempo membranal (Mitchell y

Silver, 2003 ; Wlodarczyk et al., 2013 ).

Por ejemplo, Cantos-Bustos et al., en 2017, mediante registros electrofisiolégicos en

las motoneuronas de la médula espinal de la tortuga, demostraron que los RasGABAa
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modaulan las propiedades pasivas y activas de estas neuronas. Ya que, con el bloqueo de los
RasGABA,, en presencia del agonista inverso L-655,708, hubo una disminucién de la reobase
(Fig. 4a) y un incremento del nimero de potenciales de accién (Fig. 4b). Esto es posible por
el bloqueo de una corriente inhibitoria ténica presente en las motoneuronas, la cual genera
una disminucion en la resistencia de membrana. Un resultado semejante se demostré en
las motoneuronas que expresan los receptores asGABAa extrasindpticos (Andrés et al.,
2014). Mientras que, el efecto contrario se ha observado en animales con dolor por la
activacion con benzodiacepinas de los receptores GABAa en el asta dorsal, que provocd una
hiperexcitabilidad neuronal, un elemento caracteristico del dolor neuropatico (Sivilotti y

Woolf, 1994).

Adicional a esto, Aguilar-Palomares (2022), al igual que en las motoneuronas de la
tortuga, en las neuronas del asta dorsal de la médula espinal de rata adulta, los RaisGABAA
participan en la modulacién de la excitabilidad de estas neuronas, puesto que el bloqueo

con L-65 incrementd su excitabilidad y disminuyé la reobase (Fig. 5).
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Figura 4. Los receptores GABAa sensibles a L-655,708 modulan la excitabilidad de las
motoneuronas. a) Comparacion de los valores medios de la reobase de siete motoneuronas

en condiciones control y en presencia de L-65. b) La grafica muestra el numero de
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potenciales de accion generados por la aplicacién de pulsos de corriente en ambas

condiciones (Modificado de Cantos-Bustos et al., en 2017).
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Figura 5. El bloqueo de los receptores asGABAa disminuye la reobase e incrementa la
excitabilidad de las neuronas de las laminas LI-LII del asta dorsal de la médula espinal
lumbar. a) El grafico representa el cambio (A) en la reobase normalizado con respecto al
control en presencia de L-65. b) Gréfico que representa el cambio (A) en el umbral de

disparo normalizado con respecto al control en presencia de L-65 (p <0.05, prueba de t)

(Modificado de Aguilar-Palomares, 2022).
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Planteamiento del problema

Se ha comprobado que el bloqueo de los receptores extrasinapticos asGABAacon L-655708,
asi como de los asGABAa con furosemida, de manera independiente, induce alodinia
mecdnica en las ratas sanas (Hernandez-Reyes, et al., 2019; Rodriguez-Palma et al., 2022;
Alvardo-Cervantes, 2023), lo que sugiere que estos receptores tienen una funcidn

antinociceptiva en los animales sanos.

En el caso de los receptores asGABA,, se sabe que la corriente tonica que generan
al estar activados por el GABA ambiental, modula las propiedades pasivas y activas de las
interneuronas, lo cual podria explicar su importante participacién en el circuito que procesa

la informacién nociceptiva en la médula espinal.

Mientras que, en el caso de los receptores asGABAa, se ha comprobado que se
expresan en las ldminas |-V del asta dorsal de la médula espinal y que su bloqueo con
furosemida en animales sanos produce alodinia mecdanica (Rodriguez et al., 2022; Alvarado-
Cervantes, 2023), no obstante, se desconoce en qué tipo de interneuronas se expresa, asi

como su papel en la modulacion de sus propiedades pasivas y activas.

Hipotesis
Los receptores asGABAa regulan las propiedades pasivas y activas de las neuronas de las

[aminas I-11l del asta dorsal de la médula espinal.

Objetivo General

Caracterizar en animales sanos las neuronas de las laminas I-1ll por su patrén de disparo de
potenciales de accion y determinar el papel de los receptores asGABAa en la regulacion de

su resistencia, reobase y excitabilidad.
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Objetivos particulares

e Caracterizar las neuronas de las [dminas I-1ll, empleando la técnica de patch-clamp en

la modalidad de fijacidén de corriente.

e Determinar si el bloqueo de los receptores asGABAx mediante la aplicacion de su
antagonista furosemida modifica las propiedades pasivas y activas de las neuronas de

las laminas I-1ll.
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Materiales y métodos

Preparacion

Este estudio fue aprobado por el Comité Interno de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (Cinvestav, Ciudad de Meéxico, México; Protocolo 0198-16). Todos los
procedimientos experimentales se llevaron a cabo en ratas macho de la cepa Wistar de 180-
200 g, que fueron mantenidas en un cuarto con ciclos de luz oscuridad (12h/12h), con agua

y alimento ad libitum.

Solucion de corte: la solucion que émula al liquido cefalorraquideo (LCR) fue preparada el
mismo dia para su uso, contiene en mM: sacarosa 200, KCI 2.5, NaCl 126, NaH,PO4 1.25,
NaHCOs 26, Tiourea 2, Ascorbato de sodio 4, CaCl; 0.5, MgCl, 5, N-Acetilcisteina 6, acido
quinurénico 1, Piruvato de sodio 2, D-Glucosa 20 y Mio-inositol 3; con pH a 7.4 y
osmolaridad de 305 mOsmol/Kg. Esta solucidn se enfrid a una temperatura cercana al punto

de congelacidn y se burbujed con carbdgeno (95% 02 y 5% CO»).

Solucidn de registro: fue preparada el mismo dia para su uso, contiene en mM: NacCl 126,
NaH;PO4 1.25, NaHCO3 25, CaCl; 2.5, D-Glucosa 10, MgCl, 1.2 y Piruvato de sodio 2. Con pH
de 7.4 y osmolaridad de 305 mOsmol/Kg.

Solucidn de interna de los electrodos: composicién en mM: gluconato de potasio 130, KCI
5, HEPES 10, EGTA 1.1, CaCl, 0.1, fosfocreatina7.6, Mg-ATP 4 y Mg-GTP 0.4. Con pH de 7.35

y osmolaridad de 295 mOsmol/Kg. Se almacené en alicuotas de 1 ml a -20°C hasta su uso.

Agar: para la preparacion del agar al 3%, se disolvié 0.75 g de agar en 30 ml de agua
previamente calentada, al punto de ebullicion. La solucion se colocé en recipientes de 15
ml con forma de cubo. Una vez solidificada se perford con un cilindro de 1.5 mm de

didmetro para insertar la médula espinal.

Obtencion de la médula espinal

Las ratas fueron decapitadas a la altura de las vértebras cervicales, inmediatamente se

realizd un segundo corte a la altura de las crestas iliacas, para exponer el agujero vertebral,
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por donde se introdujo la aguja 18G con 10 ml de solucién de corte, se extrajo la médula
por presion hidraulica, sujetdndola por el extremo cervical y se sumergié en la solucién de

corte previamente congelada.

Se aislé el engrosamiento lumbar (0.5-2 cm de largo), para poder realizar los cortes
transversales de 300 um se fijé verticalmente en un bloque de agar, se pegd en el porta
muestras (Fig. 7). Las rebanadas fueron colocadas en una solucién de corte a temperatura
ambiente durante 20 min y posteriormente en solucién de registro en donde se

estabilizaron durante al menos 1 hora con oxigenacidn constante a temperatura ambiente.

Registro electrofisiolégico

Las rebanadas se colocaron en una camara de registro del microscopio Bx51 (Olympus) y se
perfundieron con solucion de registro a una velocidad de 2-4 ml/min. Para localizar el asta
dorsal, las laminas |-l (Fig. 6) y los somas de las neuronas se utilizé el objetivo de inmersion

40x (Fig. 7).

Los microelectrodos (3-5 MQ) se obtuvieron a partir de capilares de borosilicato
(1.27 mm de didmetro interno, 1.5 de didmetro externo y 100 mm de largo), se empled un
estirador (Sutter Instrument), se llenaron de solucién interna filtrada con una membrana

de 0.22 um.

Los protocolos de estimulacidn y registro se realizaron empleando el programa
pClamp, con el amplificador Multiclamp-700B (Molecular Devices), los registros se
digitalizaron con una tarjeta Digidatal440 (Molecular Devices) a 10 kHz, se empled un filtro
pasa bajas de 2 kHz. La resistencia en serie (2.5-4.5MQ) se compenso al menos en un 80%
(Chéry et al., 2000). La resistencia de acceso inicial menor a 20 MQ y fue monitoreada en
todo momento sin cambios superiores del 20%. Los datos se almacenaron en el disco duro

de la computadora para su posterior analisis.

Protocolo de registro
Cuando se pretende estudiar los cambios inducidos por un fadrmaco que no afecta el tamafio
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de la célula, los protocolos de fijacidon de corriente generan estimaciones mas precisas de
pardmetros como la capacitancia, en comparacién con la fijacidon de voltaje (Golowaschet
al., 2009). Ademas de permitir un andlisis mas amplio de la excitabilidad mediante el estudio

de los potenciales de accion y el patréon de disparo.

Potencial de membrana en reposo: es el potencial o voltaje en estado de reposo (PMR)
de la célula, sin aplicar corriente, depende de las concentraciones idnicas intra y

extracelular. EI PMR fue monitoreado en modo sin aplicacion de corriente.

La resistencia de entrada: estd determinada por los canales idnicos activos de la
membrana, y por el tamafo de la célula. Por lo cual se considera una caracteristica
intrinseca. A pesar de esto, la resistencia no es estdtica, ya que varia en funcién de la
actividad sinaptica. Se determina aplicando pulsos de corriente hiperpolarizante de 20
pA durante 500 ms, que produzcan respuestas de voltaje lineales. La resistencia de
entrada se calcula como la pendiente de la recta ajustada a los puntos que resulta de

graficar la corriente (l) contra el voltaje (V).

La constante de tiempo (tau): es el tiempo en el que se alcanza el 63% del voltaje final
después de la aplicacién de un pulso de corriente rectangular. Se aplican pulsos
hiperpolarizantes y despolarizantes de baja amplitud (sin que se alcance el potencial
umbral de disparo de la célula), los cuales generan una respuesta de voltaje en forma
exponencial. Esto permite evaluar el tiempo que tarda en cargar y descargarse la

membrana.

Patréon de disparo de potenciales de accidon: primero se administré una corriente
hiperpolarizante de 50 pA con una duracién de 1 s, posteriormente se inyecté una
corriente despolarizante de 100 pA, para generar potenciales de accion e identificar el
patrén de disparo (Fig. 6). El patrén de disparo se definié de acuerdo con la clasificacion

de Li et al. (2021).

La reobase: se aplicd corriente despolarizante de forma creciente de 0 a 300 pA en

incrementos de 10 pA con duracion de 10 ms. La reobase se determiné como la corriente
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minima necesaria para activar un potencial de accién (PA), a partir del potencial de

membrana en reposo (Vm).

Determinacion de la excitabilidad de la neurona: se aplicaron pulsos de corriente
intracelular despolarizante umbral y supraumbral, en intervalos de 10 pA. Se graficé la
corriente aplicada contra el nimero de PA producidos. Si al aplicar un farmaco la curva
de excitabilidad se recorre hacia la izquierda significa que se incremento la excitabilidad,

si se corre hacia la derecha, disminuyé.

Todas las variables se determinaron registrando las neuronas en soluciéon control y
posteriormente en presencia de furosemida (200 uM), concentracidon que bloquea a los

receptores asGABAA (Guyon, 2002; Andrés et al., 2014).

Protocolo de registro electrofisiolégico

Control
1s

100pA | B

Furosemida
1s

100pA | |

Figura 6. Esquema del protocolo de registro en patch-clamp en configuraciéon célula
completa (whole-cell). A la derecha se muestra el protocolo de registro, el cual consiste en
la inyeccidon de un pulso cuadrado de 100 pA durante 1 s. Los trazos de la izquierda
representan el patron de disparo de potenciales de accidon de la neurona en condiciones

control y en presencia de furosemida.
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Aplicacion del farmaco

La furosemida se obtuvo de SIGMA (Lot# 090M1301V) y se preparé a 10 mM con DMSO al
40 % y 60% de agua destilada. A la hora del registro la solucidn se diluyd en la solucion de
registro para llegar a la concentracién de 200 uM vy se perfundié la rebanada con
oxigenacidn constante. Se aplicaron los mismos protocolos para poder evaluar el efecto del
farmaco: aumento o disminucién de la probabilidad de disparo, cambios en el patrén de

disparo, en la amplitud y frecuencia de potenciales de accion (Fig. 6).

Preparacion de la m Registro

médula espinal electrofisiol6gico
o
Rata wistar naive i“
| Vi . -
macho (180-200 g) N
N
X

-
oy —— ”—\'
Ampilificad|
L

Anillisis de datos

Figura 7. Representacion esquematica de los métodos empleados. El esquema muestra de

manera resumida los materiales y métodos empleados en este trabajo.
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Resultados

Identificacion de las neuronas en las laminas I-lll

Una vez obtenidas las rebanadas de la médula espinal, se identificé el asta dorsal y se
localizaron las laminas I-Ill (Fig. 8) de acuerdo con los criterios de Li et al. (2021),

posteriormente se seleccionaron las neuronas a registrar (Fig. 9).

Para identificar la ldamina |, fue necesario aumentar el contraste mediante la
iluminacién oblicua. Esta ldmina resulta dificil de visualizar, la iluminacidn oblicua, permite
tener un efecto de tercera dimensidn, parecida al generado por la iluminaciéon de campo

oscuro, que facilita observar con cierta profundidad (Fig. 9a) (Chéry et al., 2000).

Mientras que la lamina Il se identifica con mayor facilidad debido a que se trata de
una banda translucida bien definida, por lo que se puede identificar a bajos aumentos (Fig.

(8a).

a) b)

Figura 8. Corte transversal del engrosamiento lumbar de la médula espinal. a) La imagen
muestra la parte central y dorsal de la médula espinal, en donde se pueden observar las
[aminas I-1ll (4X). b) Amplificacion (8X) del area marcada por el recuadro rojo, las lineas

punteadas indican los limites de cada una de las ldaminas I-Ill del asta dorsal.
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Por su parte, las células viables, de acuerdo con Chéry et al. (2000) comparten
generalmente las caracteristicas de presentar una superficie lisa, que permite observar de
manera facil el soma, el cual es ovalado o fusiforme, sin ser completamente circular, con
una longitud aproximada de 20-30 um (Fig. 9b). Estos criterios fueron considerados al

seleccionar las células para registrarlas con la técnica de patch-clamp.

I
I
I
8"
I
1
1
1

Figura 9. Identificacion de las neuronas de las laminas I-lll. a) Se muestra de izquierda a
derecha, zona marginal, ldmina |, lamina Il externa, ldmina Il interna y lamina Ill; separadas
por las lineas punteadas (40X). b) Microelectrodo haciendo contacto durante el registro

electrofisioldgico de una neurona presente en la [dmina Il interna (80X).

Clasificacion de las neuronas de las laminas I-1ll de acuerdo con su patrén de
disparo
Las 57 neuronas registradas mostraron cuatro patrones de disparo diferentes y se

calificaron de acuerdo con lo reportado por Punnakkal et al. (2014) vy Li et al. (2021): patréon

de disparo toénico, inicial, retardado, y unico (Fig. 10).

En la figura 11 se muestra la grafica de la distribucién de las neuronas en las laminas

I-11l en funcién del patrén de disparo.
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Clasificacion de acuerdo con el patron de disparo

a) Ténico b) Inicial
10mv|_ 10mv|_ 10mv|_ 10mv|_
100 ms 2ms 100 ms 2ms
c) Retardado d) Unico
1ls 1ls
i 1009 i 1005
Figura 10. Patrén de disparo de PAs de las interneuronas de las laminas I-1ll del hasta

dorsal de la médula espinal. Las neuronas registradas con la técnica de patch-clamp se
clasificaron de acuerdo con Li et al. (2021) y Zhu et al. (2021): a) Ténico, b) Inicial, b)
Retardado y d) Unico. Los trazos de la izquierda muestra el patrén de disparo obtenido a
partir de un pulso cuadrado de 100 pA con duracidn de 1 s (Fig. 6); mientras que los trazos
de la derecha representan los potenciales de accidn aislados y el promedio de estos (color

azul y verde) respectivamente.

Adicionalmente, las neuronas registradas se clasificaron en dos grupos: excitadoras e
inhibidoras de acuerdo con lo reportado por Yasaka et al. (2010) y Li et al. (2021), quienes
proponen que el 38.9 % de las neuronas son glutamatérgicas (excitadoras) tienen un patrén
de disparo de PAs del tipo retardado, mientras que el 43.3% de las GABAérgicas

(inhibidoras) son tonicas, y el 8.3% presentan un solo PA.
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Del total de 57 neuronas registradas, 36 se consideran inhibidoras (12 ténicas y 24

iniciales) y 21 excitadoras (7 de activacion retardada y 14 de disparo unico) (Fig. 11). Estos

resultados concuerdan con los reportados por Li et al. (2021) en la [dmina Il del asta dorsal

(Fig. 12).
60 Clasificacion por el patrén de disparo
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Tonica (12) Inicial (24) Retardado (7) Unico (14) Total (57)

Ldmina | 1 3 3 2 9
Lamina Il externa 6 8 1 6 21
Ldmina Il interna 3 10 1 5 19
Lamina llI 2 3 2 1 8

Figura 11. Grafica de la distribucidn de las neuronas por su patron de disparo y ubicacion

en las laminas I-1ll del hasta dorsal de la médula espinal. El patron de disparo permitié

clasificar a las neuronas de acuerdo con lo propuesto por Punnakkal et al. (2014) y Li et al.

(2021).

Distribucion de neuronas en las laminas I-1lI
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B Inhibidoras

[ Excitadoras
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Figura 12. Grafica de la distribucion de las neuronas inhibidoras y excitadoras en las
laminas I-lll. Se muestra la distribucién en porcentaje del total de neuronas presentes en
cada una de las [dminas. El 63% del total de neuronas registradas son consideradas como
inhibidoras y fueron localizadas en L-1 el 7%, en L-ll el 47% y el 9% en L-1ll; mientras que el
37% se clasificaron como excitadoras y fueron localizadas en L-1 el 9%, en L-Il el 23% y en L-

Il el 5% (Li et al., 2021).

Efecto de la furosemida en las propiedades pasivas y activas de la membrana
Potencial de membrana en reposo (PMR)

Con la técnica de patch-clamp en fijacién de corriente, se registraron en solucién control
un total de 57 células ubicadas en las |laminas I-lll, posteriormente se aplicé furosemida
para poder evaluar el papel de los receptores asGABAAa en las propiedades pasivas y activas
de la neurona. El analisis de datos que se presenta a continuacion se obtuvo de los registros
en los que fue posible aplicar todos los protocolos en condiciones control y en presencia

de furosemida.

Se registraron células con un potencial de membrana en reposo igual o inferior a -
50 mV en condiciones control (Figs. 13 y 20), dicho pardmetro fue considerado para la

inclusidn de las neuronas a registrar y para su posterior analisis.

De acuerdo con Li et al. (2021) el PMR no difiere entre neuronas excitadoras e
inhibidoras, lo cual concuerda con los resultados obtenidos. Posteriormente se registré el
potencial de membrana en presencia de furosemida (Fig. 13a), observando un cambio
significativo entre el PMR en condiciones control y en presencia de furosemida (control: -
58.38 +0.97 mV vs. furosemida: -54.68 + 1.03 mV) (Fig. 13 b). El andlisis estadistico se realizd
en cada uno de los grupos de neuronas, el mayor incremento del PMR se observd en las
neuronas de disparo inicial (control: -58.07 +1.68 mV; furosemida: -52.68 + 1.35 mV)
(Fig.13b). Esta despolarizacion, podria deberse a que la furosemida al bloquear los
receptores asGABAA tdnicamente activos por el GABA del medio extracelular se reduce la

conductancia y por lo tanto aumenta la resistencia de la membrana, dando como resultado
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su despolarizacion (Figs. 13 y 20), seguido de un aumento de la probabilidad de disparo de

PAs de la neurona (Fig. 20) debido a la disminucidn de la reobase (Fig. 17), lo que se traduce

en una mayor excitabilidad.

Q
—

Potencial de membrana (mV)

(=2

Potencial de membrana en reposo (mV)

Potencial de membrana en reposo

Control Furosemida (200 pM)

10 20 30 40 50
Tiempo (s)

Furosemida modifica el potencial de membrana en reposo

%
%
t 3
* /
—° /
Contro|| Furo | IControI| Furo | IContro|| Furo | IControI Furo
Ténico Inicial Retardado Unico

Neuronas (patron de disparo)

Figura 13. Efecto de la furosemida en el potencial de membrana en reposo. a) El registro

muestra el efecto de la furosemida en el PMR (sombreado), en donde se observa la

despolarizacion del PMR en condiciones control (-57 mV) después de la aplicacidon de

furosemida (-51 mV). b) Se muestra el potencial de membrana en reposo en condiciones
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control (circulos de colores) y en presencia de furosemida (circulos rojos) de cada una de
las neuronas registradas, agrupadas de acuerdo con su patrén de disparo. Se observa una
despolarizacion estadisticamente significativa del total de las 22 neuronas (control: -58.38
1 0.97 mV; furosemida: -54.68 + 1.03 mV, n = 22; prueba de t pareada, p = 0.0000068). De
igual manera, se analizaron las neuronas por grupo de acuerdo con su tipo de disparo:
ténico (control: -56.93 + 2.56 mV; furosemida: -53.83 + 3.07 mV, n = 4; prueba de t pareada,
p = 0.042); inicial (control: -58.07 + 1.68 mV; furosemida: -52.68 + 1.35 mV, n = 9; prueba
de t pareada, p = 0.0023); retardado (control: -59.43 + 1.92 mV; furosemida: -57.75 + 1.89
mV, n = 4; prueba de t pareada, p = 0.0095); Unico (control: -59.25 + 2.17 mV; furosemida:
-56.51 + 2.32 mV, n = 5; prueba de t pareada, p = 0.022). *Diferencia estadisticamente

significativa.

Resistencia de membrana

En cuanto a la resistencia de entrada, al tratarse de interneuronas y debido a que su tamafio
es pequefio su resistencia tiende a ser alta, (Tremblay et al., 2016); de acuerdo con la ley de
Ohm (V=IR, donde V es el voltaje, | la corriente y R la resistencia) se considera que las
interneuronas son altamente excitables, ya que presentan una respuesta en voltaje alta

ante las entradas excitadoras.

El protocolo que se empled para determinar la resistencia en condicién control y en
presencia de furosemida, consiste en la aplicacién de pulsos cuadrados hiperpolarizantes,
considerando los resultados de cambio de voltaje lineales. Posteriormente se realizé la
grafica IV para determinar la resistencia a través de la ecuacién de la recta, donde la
pendiente m = resistencia, como se detalla en la figura 14, en donde se presenta a manera

de ejemplo, el cambio en la resistencia de una de las neuronas registradas.

Los valores de la resistencia que se obtuvieron con variables entre neuronas del
mismo tipo de disparo, por lo cual no fue posible realizar un andlisis estadistico para cada
uno de los cuatro grupos de neuronas. Por lo cual se realizé un andlisis global del de las 19

neuronas registradas.
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En presencia de furosemida se observd un incremento estadisticamente significativo
de la resistencia (Control: 351.10 + 29.61 MQ; furosemida: 381.62+ 30.58 MQ, n = 19;
prueba t pareada: p = 0.0099) (Fig. 15), lo que sugiere que este farmaco incrementa la

excitabilidad de la neurona al aumentar la resistencia.

Protocolo de registro para obtener la resistencia de membrana

a) b) Gréfica IV
Control .
Corriente (pA)
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0

I T T T T T '50
0
-60 &
Furosemida g
S
70 &
3
o
m =0.301 MQ -80 g‘
o
=}
Q
{ 90 g
Protocolo -

220 1 -100

-40
-60
80 ® Control 4 -110
mnsemsewesmaaey - ()] ® Furosemida
500 ms 4 -120

Figura 14. Protocolo de registro para la obtencion de la resistencia. a) Se muestra la
respuesta evocada en mV a la aplicacion escalonada de pulsos de corriente negativa desde
—20 mV a —100 mV, en condiciones control (trazos en negro) y en presencia de furosemida
(trazo en rojo). b) La grafica IV muestra la linea ajustada a los puntos obtenidos a partir de
la relacion entre la corriente aplicada (pA) y la respuesta en voltaje (mV); en donde la
pendiente (m) es la resistencia, podemos observar el aumento de la resistencia generada

por la furosemida (1 GQ= 1000 MQ).
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La furosemida modifica la resistencia de membrana
700

600 { o—@ /
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Tonico Inicial Retardado Unico

Neuronas (patrén de disparo)

Figura 15. Efecto de la furosemida en la resistencia de la membrana. Furosemida aumenté
la resistencia en las 19 neuronas registradas (Control: 351.10 +29.61 MQ; furosemida:
381.62 + 30.58 MQ, n = 19; prueba t pareada: p = 0.0099). Los datos fueron analizados
Unicamente de manera global, debido a que las muestras de cada patrén de disparo no

siguen una distribucion normal.

Umbral de activacion de un potencial de accion

Los resultados concuerdan con lo propuesto por Punnakkal et at., (2014), ya que las
neuronas de disparo uUnico y de disparo retardado presentan un umbral mas despolarizado
que el de las neuronas de disparo ténico e inicial (Fig. 16), lo cual estd relacionado con sus
respectivos valores de reobase. El umbral se obtuvo analizando el primer potencial de
accion de los trazos de la caracterizacion del patron de disparo (Fig.16a)

Del total de las 20 neuronas, en 19 de ellas la reobase disminuyé (control: -30.14
+5.94 mV vs. furosemida: -32.77 + 5.82 mV) (Fig. 14b). Adicionalmente se realizé el anélisis
estadistico para cada uno de los cuatro grupos, encontrando una disminucién del umbral
mayor en el grupo de neuronas ténicas (control: -28.30 + 3.48 mV, furosemida: -32.19 +

3.45 mV) e iniciales (control: -33.40 + 1.67 mV; furosemida: -36.39 £ 1.38 mV).
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Figura 16. Efecto de la furosemida en el umbral de activacién del potencial de accién.

a) Se muestran los trazos de una neurona de disparo inicial en condiciones control
(izquierdo) y en presencia de furosemida (derecho), para el analisis del umbral se amplificé
el primer potencial de accién para poder encontrar el punto en que el voltaje incrementa
rapidamente (imagenes sombreadas). Ademads de la disminucién del umbral, se observa un
incremento en el numero de potenciales de accion en presencia de furosemida. b) Se
observa que el umbral de activacidn del PA se hace mas negativo después de la aplicacion
de furosemida, es decir, que las neuronas se hacen mas excitables (control: -30.14 + 1.33
mV, n = 20 vs. furosemida: -32.77 £ 1.30 mV, n = 20; prueba t pareada: p = 0.0000046). De
igual manera, se analizaron las neuronas por grupo de acuerdo con su tipo de disparo:
ténico (control: -28.30 + 3.48 mV; furosemida: -32.19 + 3.45 mV, n = 4; prueba de t pareada,
p = 0.0029); inicial (control: -33.40 + 1.67 mV; furosemida: -36.39 + 1.38 mV, n = 9; prueba
de t pareada, p = 0.0045); retardado (control: -23.33 + 1.82 mV; furosemida: -25.36 + 1.79
mV, n = 3; prueba de t pareada, p = 0.08); Unico (control: -29.74 + 2.13 mV; furosemida: -

30.78 £ 1.93 mV, n = 4; prueba de t pareada, p = 0.016). *Diferencia significativa.

La Reobase

De acuerdo con Li el al (2021), tanto las neuronas excitadoras como inhibidoras comparten
las mismas propiedades intrinsecas, como potencial de membrana, resistencia y reobase.
Sin embargo, las neuronas registradas en este trabajo concuerdan con los resultados de
Punnakkal et at. (2014), ya que las neuronas de disparo uUnico y de disparo retardado
(excitadoras) presentan en promedio una reobase mayor (Fig. 17) que el de las neuronas de

disparo ténico e inicial (inhibidoras).

El efecto de la furosemida sobre los receptores asGABAA se evidencid en la
disminucion de la reobase, ya que, de las 19 neuronas registradas, en 17 de ellas el
potencial de accidn se activé con una menor cantidad de corriente (control: -132.5 + 13.18
pA vs. furosemida: -93 + 9.15 pA), después de haber aplicado el fadrmaco. Se analizaron los
resultados por grupos de acuerdo con su patron de disparo, excepto en el caso de las

neuronas de disparo retardado, ya que sélo se cuenta con dos registros con éste protocolo.
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Figura 17. Efecto de la furosemida en la reobase. a) Se muestra el protocolo para
determinar la reobase, el cual consiste en aplicar pulsos despolarizantes de 10 ms en
incrementos de 10 pA, considerando como reobase el valor de la corriente minima
necesaria para producir el potencial de accién; en el ejemplo se observa un valor de
reobase de 120 pA en condiciones control, el cual disminuyé en presencia de furosemida a
80 pA. b) La grafica muestra la reobase (pA) en condicidn control y en presencia de
furosemida (circulos rojos). Observandose una disminucién significativa en la reobase
entre ambas condiciones de registro (control: 132.5 + 13.18 pA, n = 20 vs. furosemida: 93
1+ 9.15 pA, n = 20; prueba t pareada, p = 0.0000065). Asi mismo, se analizaron las neuronas
por grupo de acuerdo con su tipo de disparo: ténico (control: 98 + 18.28 pA; furosemida:
74 £ 16.9 mV, n = 5; prueba de t pareada, p = 0.009); inicial (control: 117.77 + 15.7 pA;
furosemida: 86.67 + 13.2 pA, n = 9; prueba de t pareada, p = 0.0054); retardado (no se
realizé andlisis estadistico debido a que la n = 2, pero si fueron consideradas en el andlisis
global); Unico (control: 152.5 +21.36 pA; furosemida: 100 + 15.8 pA, n = 4; prueba de t

pareada, p = 0.035). *Diferencia estadisticamente significativa.

Potenciales de accion

Se determind el niUmero de potenciales de accidn que se presentaron ante la aplicacién de
un pulso corriente despolarizante de 100 pA durante 1 s a partir del PMR en condicién

control y en presencia de furosemida (Fig. 18).

Los resultados indican que el patrén de disparo tonico esta compuesto por un mayor
numero de potenciales de accién (Fig. 20), seguido del patrén inicial y el retardo. La imagen
18 muestra un ejemplo de cada tipo de patron de disparo en condiciones control y en
presencia de furosemida. La cantidad de potenciales de accién incrementé en 3 de las 4
tdnicas, 3 de las 6 iniciales, 1 de las 3 de disparo retardado y 1 de las 4 de disparo Unico; es
decir, del total de 17 neuronas, en 8 incrementaron los PA (Fig. 19). El nimero de registros,
asi como la dispersidn del nimero de potenciales de accidn, dificulta el analisis estadistico,
por lo que es necesario incrementar el nimero de neuronas para llegar a un resultado

concluyente sobre el efecto de furosemida en la cantidad de PA de la neurona.
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Efecto de la furosemida en excitabilidad de las neuronas

a) Ténico b) Inicial

\_ L

10mv L_
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c) Retardado d) Unico
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1s 1s
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Figura 18. Efecto de la furosemida en la excitabilidad neuronal. Los trazos en negro
muestran los cuatro tipos de neuronas en condiciones control (a: ténica, b: inicial, c:
retardado y d: Unico), comparado con los efectos de la furosemida (trazos en rojo); en
donde se observa un aumento en el nimero de potenciales de accidn, despolarizacion del

potencial de membrana en reposo y disminucién en el umbral.
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Furosemida modifica el nGmero de potenciales de accién
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Figura 19. Efecto de la furosemida en el nimero de potenciales de accién. Se presenta el
numero de potenciales de accién evocados por un estimulo de corriente despolarizante de
100 pA durante 1 s a partir del PMR. Se analizaron 4 neuronas tdnicas, 6 iniciales, 3 de
disparo retardado y 4 de disparo unico. Del total de las 17 neuronas, el nimero de PA
aumentd en 8, se mantuvo en 4 y disminuyd en 5 (control: 13.12 + 3.55 PA furosemida:

16.59 + 4.10 PA, n = 17; prueba t pareada: p = 0.113).
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Figura 20. Comportamiento del potencial de membrana en reposo en presencia de
furosemida. Se muestra el registro del PMR (-50.23 mV) de una neurona (de disparo ténico)
con actividad espontanea irregular, se observa que al aplicar furosemida (rojo) el numero
de potenciales de accidon se incrementa después de 6 s, alcanzando un maximo en su

frecuencia de disparo 30 s después, tiempo que coincide con una despolarizacién >2 mV.

Adicionalmente, con el objetivo de evaluar el efecto de furosemida en la excitabilidad de
las neuronas, se determiné el niumero de potenciales de accion evocados por pulsos
escalonados de corriente despolarizante de 1 s de duracidn. Se encontré que la grafica de
corriente contra el nimero de potenciales de accién obtenida en condicién control se corrid
a la izquierda en presencia de furosemida, lo que implica un aumento en la excitabilidad

(Fig. 21).

Efecto de la furosemida en excitabilidad de las neuronas
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Figura 21. Potenciales de accion en respuesta a pulsos despolarizantes. Las curvas
muestran el nimero de potenciales de accidon generados por la aplicacion escalonada de
pulsos cuadrados (1 s) de 5 pA. Se puede observar un incremento en el nimero de

potenciales de accion en las dos neuronas que se presentan. En el caso de la neurona de
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disparo tonico se puede apreciar un desplazamiento de la curva de furosemida a la derecha,

evidenciando un incremento en los potenciales y en el umbral.

Efecto de la furosemida en las propiedades pasivas y activas de la membrana en presencia

de GABA

Diversos estudios han comprobado la existencia de receptores GABAax que no se
desensibilizan en presencia de GABA por lo que son del tipo extrasindptico, en particular se
ha reportado una mayor activacion de estos receptores en presencia de GABA a una
concentracion de 5 uM, y que fueron bloqueados con furosemida 200 uM (Guyon et al.,
2022). Con el objetivo de reproducir dichas condiciones, se realizaron registros de
interneuronas del asta dorsal de la médula espinal en presencia de GABA (5 uM) mas
furosemida (200 uM). Adicionalmente, con el fin de determinar la activacién conjunta de

los receptores asGABAa se aplicd L-655,708 (agonista inverso del receptor).

En el caso del GABA, se une a los receptores GABA, provocando la entrada de Cl-,
disminuyendo la resistencia de membrana (Fig. 22a). Al activarse mas receptores GABAA
extrasindpticos se incrementa la conductancia de la membrana lo que produjo la
hiperpolarizacién del potencial de membrana (Fig. 23), que a su vez incrementd la reobase

(Fig. 24a), incrementandose en paralelo el umbral de disparo del PA (Fig. 25).

De manera interesante, los efectos de GABA fueron contrarrestados primero por el
bloqueo de los receptores asGABAa con furosemida, y todavia mas con el bloqueo de los
receptores extrasinapticos asGABAa con L-655708. Se incrementé la resistencia de
membrana celular (Fig. 22), se despolarizé el PM (Fig. 23), disminuyd la reobase (Fig. 24) y
disminuyd el umbral del PA (Fig. 25). Todos estos efectos se deberian de traducir en un
incremento de la excitabilidad de las neuronas. Sin embargo, al evaluar el nimero de
potenciales de accién activados con un solo pulso de corriente despolarizante de 100 pA,
solo se registré un incremento en las neuronas de tipo tonico y retardado, pero no en las
de disparo inicial y Unico (Fig. 26), por lo que se deben de evaluar en el futuro la excitabilidad

aplicando una secuencia de pulsos crecientes de corriente supraumbral.
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a) Protocolo de registro para obtener la resistencia de membrana
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Figura 22. Efecto en la resistencia de entrada en presencia de GABA, furosemida y L-
655708. a) Se muestran los trazos obtenidos con el protocolo de pulsos escalonados de
corriente negativa, mismo que se describe previamente (Fig. 14). b) La grafica muestra los
cambios en la resistencia de entrada en medio control, en presencia de furosemida mas L-

655708 para los cuatro tipos de neuronas registradas en funcidn de su patrdon de disparo de

PA.
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Efecto en el potencial de membrana
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Figura 23. Efecto de GABA, furosemida y L-655708 en el potencial de membrana. La grafica
muestra los cambios en el potencial de membrana en reposo de 7 neuronas en cuatro
condiciones, de izquierda a derecha: control, +GABA (5 uM), GABA+furosemida (200 uM) y
GABA+Furosemida+L-65 (20 uM). Observando hiperpolarizaciéon en presencia de GABA,;
posteriormente se aplicé furosemida, la cual generd despolarizacion; finalmente se agregd

L-65, lo que indujo una mayor despolarizacién de membrana.
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Figura 24. Efecto de GABA, furosemida y L-655708 en la reobase. a) Se presentan los trazos

obtenidos en una neurona de disparo inicial; en condiciones la reobase fue de 140 pA, con
la aplicacion del GABA la reobase aumentd a 170 pA, después de la aplicacion de furosemida

la reobase disminuyé a 130 pA y en presencial de L-655 disminuyd a 100 pA. b) La grafica

muestra el efecto de GABA, furosemida y L-655 en la reobase de cada tipo de neurona.
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Figura 25. Efecto de GABA, furosemida y L-655708 en el umbral de activacion del PA. El
umbral del potencial de accién aumentd con GABA, disminuyd con furosemida y disminuyd

aln mas con L-65 en dos de las cuatro neuronas.
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Figura 26. Efecto de GABA, furosemida y L-655708 en el nimero de potenciales de accion.
En la neurona con disparo ténico y retardado se presenta un aumento en el nimero de los
potenciales de accion en presencia de furosemida y L-65. Mientras que en la neurona de
disparo inicial, al igual que la de disparo Unico no parece haber efecto de los bloqueadores,

por lo cual, los resultados no pueden ser concluyentes.
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Discusion
El objetivo principal de este trabajo fue realizar registros electrofisioldgicos con la técnica
de patch-clamp en fijacién de corriente para determinar la participacién de los receptores
asGABA, en la excitabilidad de las interneuronas que participan en el circuito que procesa
la nocicepcion, presentes en las [dminas I-1ll de la médula espinal de ratas adultas; para lo

cual fue necesario evaluar sus propiedades pasivas y activas en condiciones y en presencia

de furosemida.

Registros electrofisioldgicos en ratas adultas

Se logré mejorar la técnica de extraccion de la médula espinal, asi como la obtencién de
rebanadas del engrosamiento lumbar de ratas adultas (180-200 g), encontrando células
viables en cada una de las ldminas de interés. Lo cual representa la posibilidad de realizar
estudios posteriores en ratas adultas de modelos de diversos tipos de dolor crénico. Este
resultado representa un gran avance técnico ya que la mayoria de los estudios biofisicos se
han realizado en ratas jovenes de 14 a 21 d, edad en la que la expresion de canales, tamaifio
y complejidad de las ramas dendriticas aun se encuentran en desarrollo y por lo tanto la
funcién integradora difiere con las propiedades de un sistema nervioso adulto (Johnston,

D. et al., 1996).

Li y colaboradores (2021) son considerados como el Unico grupo que ha logrado
realizar registros de patch-clamp en la lamina Il del asta dorsal de la médula espinal de ratas
adultas de 10 meses de edad (300-350 g), usando solucion N-metil-D-glucamina (NMDG)
como método para proteger el tejido y asegurar la viabilidad celular. Sin embargo, en este
trabajo se logré el registro estable de células de las laminas I-11l utilizando solucién estandar,
con lo cual se disminuye la posibilidad de factores externos que pudieran alterar el

comportamiento celular.

Se obtuvieron registros electrofisioldgicos estables, con una duracién de mas de 25

min, lo cual hizo posible la reproduccién de los patrones de disparo de PA semejantes a los
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reportados previamente por Zhu et al. (2021), Li et al. (2021) y Hugheset al. (2012). Asi
mismo, se midieron las propiedades biofisicas de las neuronas: resistencia, reobase vy

umbral de activacién del PA; en condiciones control y en presencia de furosemida.

Clasificacion de las neuronas de las laminas I-1ll de la médula espinal

Las neuronas fueron clasificadas de acuerdo con el patron de disparo de potenciales de
accion reportado por Punnakkal et at., (2014); Li et al., (2021) y Zhu et al., (2021). Una vez
identificado el patron de disparo, las neuronas fueron clasificadas en inhibidoras y
excitadoras; caracteristica importante a considerar para futuros estudios en la

caracterizacion de estas neuronas dentro del circuito que procesa el dolor.

Los resultados concuerdan con los presentados por Punnakkal et at., (2014), ya que
las neuronas excitadoras presentan una reobase y umbral de potencial de accién mas
despolarizados, por lo que se podrian considerar como menos excitables que las neuronas
inhibidoras, debido a que necesita de una entrada excitadora mas intensa para su
activacion. El efecto de la furosemida se observé tanto en inhibidoras como en excitadoras,
lo que se concluyd de un analisis general para el total de éstas, por lo que, para poder
determinar el efecto particular en cada tipo de neuronas seria necesario aumentar el

numero de registros.

Papel de los receptores asGABA4 en la excitabilidad de las neuronas de las laminas I-lli

Con la aplicacién de furosemida se observd un incremento en la resistencia de entrada, una
despolarizacién del potencial de membrana, un decremento en la reobase y una
disminucion en el umbral de disparo del PA. Todo esto muestra que los receptores asGABAA
estdn tdnicamente activos por el GABA del medio extracelular modulando la excitabilidad
de las interneuronas. Estos resultados concuerdan con los reportados por Aguilar-
Palomares (2002), quien mostrd que se producen los mismos cambios por el bloqueo de los
receptores asGABAa extrasinapticos. Por lo que se puede concluir que la excitabilidad de las
interneuronas del circuito que procesa la informacidn nociceptiva esta reducida por estos
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dos receptores extrasindptico ténicamente activados por el GABA del medio extracelular.
Esto podria explicar porque en ratas sanas la aplicacién intratecal de furosemida y L-655708
induce alodinia mecanica semejante a la observada en modelos de dolor neuropatico
inducido por diabetes tipo 1 (Hernandez-Reyes et al., 2019), lesidn de un nervio espinal
(Bravo-Hernandez et al., 2016; Rodriguez-Palma et al., 2022). Por lo que se considera que

estos receptores tienen un papel antinociceptivo en animales sanos.

Es muy probable que esta accidén antialodinica de estos receptores se deba a que
estan ténicamente inhibiendo a las interneuronas que conectan polisindpticamente a las
fibras Ag con las neuronas de proyeccién, por lo que la activacion de estas fibras aferentes
solo produce una despolarizacién polisindpatica de muy baja amplitud que no alcanza a
producir PA en las neuronas de proyeccion del dolor, que a su vez también podrian estar

reguladas por los mencionados receptores extrasindpticos (Takazawa y MacDermott, 2010).

Los patrones de disparé de PA son semejantes a los reportados por Punnakkal et at.
(2014), quienes establecieron el protocolo para diferencial los diferentes biofisicamente los
diferentes tipos de neuronas: en el caso de las neuronas con potencial de accién retardado,
el primero PA se presenta después de 100 ms del inicio de la aplicacién de corriente. El
efecto de la furosemida en este tipo de neuronas se observd principalmente en la
diminucion de la latencia (resultados no mostrados). No obstante, es necesario incrementar

el nimero de registros para llegar a un resultado concluyente.

Sin embargo, es importante resaltar que, a pesar de que estamos considerando los
patrones de disparo de las neuronas, ante la aplicacion de diferentes protocolos de
estimulacion, para develar su patrén intrinseco, no podemos asegurar la fidelidad de estos
patrones de disparo en el sistema integro, donde su activada esta regulada por las
constantes entradas excitados e inhibidoras de las fibras aferentes primarias y de las
aferentes de los tractos descendentes, asi como por la variacién de la concentracion de
GABA del medio extracelular que estan modulando dinamicamente sus propiedades pasivas
y activas. Sin embargo, los resultados obtenidos tienen una gran relevancia porque
muestran que aun en un sistema reducido se demostrd la importancia que tiene los

receptores extrasindpticos en la modulacién de la excitabilidad de las interneuronas del
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circuito que procesa la nocicepcion, lo que podria ayudar a entender la produccién de la
alodinia y por lo tanto, la posible implementacién de fadrmacos que ayuden a tratar el dolor

crénico tan presente en el humano.

En cuanto al muestreo de neuronas, es importante mencionar que en la eleccién de
las que se registraron fueron las mas grandes, de tipo fusiforme y con superficie lisa; lo que
podria explicar la proporcion mas alta de neuronas de patrdn inicial con respecto a las de
disparo retardado. Por lo que se debe considerar dicho sesgo en estudios posteriores, con
la implementacion de técnicas de tincidn o marcaje, que ayuden a describir y relacionar la

estructura morfolégica con su funcion.

Conclusion

Los resultados obtenidos en este proyecto muestran la participacion del receptor asGABAA
en la excitabilidad de las neuronas de las lamias I-1ll del asta dorsal de la médula espinal que

participan en el circuito que procesa el dolor.

Perspectivas

* Evaluar la participacion de los asGABAA en la corriente tdnica inhibidora en las

neuronas de las [aminas I-lll.

» Caracterizar la relacién entre los receptores los asGABAA y las corrientes
dependientes de voltaje y su efecto en la integracion sinaptica en las neuronas de

las laminas I-lII.

= Evaluar electrofisiolégicamente la participacion de los receptores asGABAA en las
propiedades activas y pasivas de neuronas de las laminas I-1ll del asta dorsal de Ia

médula espinal en un modelo de dolor croénico.
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Determinar por medio de inmunofluorescencia la expresién de los receptores
a6GABAA en neuronas de proyeccién, y en las interneuronas excitadoras e

inhibidoras del asta dorsal de la médula espinal.
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