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RESUMEN.

Las proteinas conexinas forman canales intercelulares que permiten el intercambio directo de iones 'y
metabolitos de bajo peso molecular entre células adyacentes. Los ganglios de la raiz dorsal (GRD)
estan formados principalmente por neuronas y células gliales satélites (CGS). El dolor neuropético,
inducido por un dafio mecénico a las fibras aferentes incrementa la comunicacion intercelular dentro
del GRD. Previamente identificamos que la proteina conexina 36 (Cx36) se expresa en neuronas y
CGS de los GRD lumbares. Aqui, evaluamos el impacto de la ligadura de los nervios espinales L5 y
L6 en la expresion y distribucion celular de la Cx36 en células de GRDL4 y GRDLS5 tanto
experimental como los GRD4 y GRD5 de ratas con cirugia simulada o sham. METODOS: Se
generaron dos grupos de ratas: un grupo de animales sham (n=10) y otro con dolor neuropético (n=12)
inducido por la ligadura de los nervios espinales L5 y L6. En ambos se evalu6 el umbral de retiro de
pata con filamentos de VVon Frey por 21 dias. Posteriormente los DRG fueron disecados, fijados en
paraformaldehido e incluidos en parafina. Los cortes del DRG lumbares ya referidos se incubaron un
con anticuerpo anti-Cx36 y se analizaron por estudios de inmunofluorescencia (IF) analizandose por
microscopia confocal y cuantificando la fluorescencia total (FT) del corte utilizando un software
desarrollado a través de la plataforma de programacién de MATLAB. RESULTADOS: Se encontrd
una reduccién significativa en el umbral de retiro de la pata en las ratas con ligadura de los nervios
espinales, pero no en el grupo sham o de cirugia simulada (p <0.001). En ambos grupos la marca
Cx36-IF se localiz6 en las neuronas, fibras y CGS de todos los GRL estudiados Asimismo se
encontré un incremento significativo en la densidad de puntos Cx36-IF positivos/ pm? (media y la
SD) en secciones de los GRD5 experimentales (0.447+ 0.19; n=4) con respecto a la de los ganglios
control, que incluyeron a los GRDL4 de las ratas experimentales (p=0.126 + 0.04, n=3), asi como a
los GRDL5 (p=0.028 + 0.01, n=3) y GRDL4 (p=0.027 £ 0.002, n=3) de los animales sham.
CONCLUSION: El dafio producido por la ligadura de los nervios espinales induce un aumento en

la expresion de Cx36 en las neuronas sensoriales y posiblemente en las CGS del GRD.



SUMMARY.

Connexin proteins form intercellular channels that enable the direct exchange of ions and low
molecular weight metabolites between adjacent cells. Dorsal root ganglia (DRG) are mainly formed
of neurons and glial satellite cells (GSC). Neuropathic pain, by mechanical damage to the afferent
fibers, increase intercellular communication in GSC. Previously we identified that connexin 36
(Cx36) protein is expressed in lumbar DRGL neurons and GSC. Here, we evaluate the impact of
spinal nerve ligation on the expression and cellular distribution of Cx36 in DRGL cells. METHODS:
Two groups of rats were generated: a control (n=10) and an experimental group with neuropathic
pain (n=12) secondary to the ligation of L5 and L6 spinal nerves. Both groups were measured their
paw withdrawal threshold at twenty-one days after the surgical procedure. The DRGs L4 and L5 were
micro dissected and fixed in paraformaldehyde. Then, the sections of DRG were incubated with an
anti-Cx36 antibody for immunofluorescence (IF) studies. IF was analyzed by confocal microscopy
and total fluorescence (FT) was quantified using a software developed in the programming platform
MATLAB. RESULTS: A sustained and significant increase in pain mechanic allodynia in
experimental group with a decrease of their paw withdrawal threshold. This change was not observed
in sham group (p <0.001). Cx36-IF labeling was localized to DRG neurons, fibers and SGC in both
groups. A significant increase was found in the density of Cx36-1F dots / um? (mean and SD) recorded
in the total section of GRDL5 experimental (0.447+ 0.19, n=4) sections than in control ganglia:
GRDL4 experimental (0.126 £ 0.04, n=3) and in GRDL5 (0.028 + 0.01, n=3) y GRDL4 (p=0.027 £
0.002, n=3) of the sham groups (p= 0.0119). CONCLUSION: An increased expression of Cx36 in
DRGL neurons was induced by damaging afferents fibers. The possible implications of this finding

are discussed.
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1. Introduccién

1.1. Definicion de dolor y su importancia en salud.

La definicion de dolor mas aceptada es la propuesta por la Asociacion Internacional para el Estudios
del Dolor (IASP, International Association for the Study of Pain por sus siglas en inglés),
expresandola como una “experiencia sensorial y emocional desagradable, asociado o semejante al
asociado con el dafio tisular, real o potencial” (Raja, S.N., Carr, D.B., et al. 2020) la cual se manifiesta
a través de reacciones fisioldgicas y conductuales.

El dolor forma parte de un sistema de proteccién para el organismo, al sefializar la presencia de dafio
o la posibilidad de desarrollarse. Su funcidn primordial es la preservacion de la integridad del sujeto
(Basbaum, A.l., Bautista, D.M. 2009; Velazco, M. 2014). Siendo, ademas, una de las sefiales que
advierte sobre la presencia de una enfermedad (LoOpez, J.R., Rivera-Largacha, S. 2018; Osterweis,
M., Kleiman, A. 1987).

Sin embargo, cuando el estimulo que indujo el dolor agudo se torna persistente, tanto el sistema
nervioso central como el periférico presentan cambios plasticos que potencian las sefiales de dolor,
Ilevando a un estado de hipersensibilidad tanto periférica como central, lo que produce la condicion
de dolor crénico (Basbaum, A.l., Bautista, D.M. 2009). Afectando la calidad de vida de las personas
que lo padecen, impactando negativamente en &mbitos sociales, fisicos y psicolégicos e interfiriendo
con las capacidades del individuo para sus actividades diarias; tales como movilidad, aseo,

alimentacion, descanso e interacciones sociales (Brennan, F. 2007; Lohman, D., Schleifer, R. 2010).

La alta prevalencia del dolor cronico muestra la relevancia de su atencién y comprension. Ya que, del
total de las visitas que buscan atencion clinica primaria, ~ el 40% corresponden a la atencién del dolor
(Mantyselkd, P. 2001). En materia econdmica, el costo de la atencion del dolor asciende a $560 -
$635 billones de dolares en Estados Unidos durante el afio 2010, siendo este gasto mayor que el
generados por otras enfermedades como cancer, diabetes y padecimientos cardiacos (Gaskin, D.J.
2012). Lo anterior, subraya la importancia de ahondar en la comprension de los mecanismos celulares

y moleculares que lo determinan. Mientras que en el ambito humanitario el acceso a los servicios de
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salud es reconocido como un Derecho Fundamental de los Seres humanos dentro de la declaracion
universal de los derechos humanos (ONU, 1948). El estado se debe adherir a los compromisos legales
relacionados al tratamiento de este problema de salud. Su incumplimiento constituye un acto de

violacion a los derechos humanaos (Goldberg, D.S., McGee, S.J. 2011).

1.2 Estudios epidemioldgicos.

Dada su alta prevalencia, el dolor crénico tiene implicaciones fuertes en los costos de un sistema de
atencion a la salud. A nivel mundial, la prevalencia mundial de este problema esta cercana a 25-29%
(Harstall, C., Ospina, M. 2003; Goldberg, D.S., McGee, S.J. 2011). Mientras estudios europeos
estimaron una prevalencia que oscila entre 19 y 31% (Breivik, H. Collett, B. 2006).

En México se carece de estudios epidemioldgicos actualizados que documenten el impacto del dolor
cronico dentro de la poblacion. Si tomamos la informacion actual sobre la prevalencia mundial del
padecimiento y la consideramos en la poblacion mexicana (120 millones de mexicanos) (INEGI.
2015), es posible estimar que este padecimiento tendria una prevalencia del 25% en nuestra poblacion
y estaria presente en cerca de 30 millones de habitantes. Por datos del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), se estima que al menos 5% de los pacientes que acuden a atencion médica en el primer
nivel de atencion publica, cuentan con el diagnéstico de dolor cronico (Covarrubias-Goémez, A.,
Guevara-Lopez, U. 2010).

En cuanto al sexo, el dolor cronico es mayormente referido por las mujeres. A nivel internacional en
un estudio con poblaciones con diferentes edades (15 a 85 afios) se encontrd que el dolor tiene una
mayor presencia en poblacion femenina, con un 39% (13.4 — 55.5%) comparado contra la poblacion
masculina en 31% (rango 9.1 — 54%) (Harstall, C., Ospina, M. 2003). Coincidentemente, un estudio
nacional mostré que, la poblacion femenina resulté mas afectada con 48.3% contra 33.6% de la
masculina (Gordillo-Alvarez, V., Ramirez-Bermejo, A. 2004).

En cuanto a la edad, los estudios realizados en clinicas nacionales de atencion al dolor mostraron que
el dolor tiene mayor prevalencia en los adultos mayores de 60 afios. Siendo de 58 afios el promedio

de edad de la poblacién que recibid atencion para el dolor, pero existiendo diferencias significativas
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en la prevalencia entre el grupo mayor de 60 afios (53%), con el menor de 60 afios (47%) (Barragan-
Berlanga, J.A. et al. 2007; Covarrubias-Gomez, A. et al. 2008). Coincidiendo con un estudio
internacional el cual sefala que la prevalencia del dolor cronico en la poblacién adulta mayor de 65
afios es de 71.5 % (Brochet, B. 1998).

Respecto a la calidad de vida, ademés de la incapacidad y la carga econémica que conlleva el
presentar un dolor cronico. Este tiene un impacto negativo sobre la calidad de vida del paciente,
mermando sus actividades diarias y relaciones interpersonales (McCarberg, G.H., Nicholson, B.D.
2008). Los individuos que viven con dolor crénico son cuatro veces mas susceptibles de desarrollar
complicaciones neuropsiquiatricas que incluyen insomnio, depresion y/o ansiedad (Rosenfeld, B.
1996). Asi como un impacto negativo dentro de procesos cognitivos como la atencién y memoria, asi
como repercusiones en la calidad de suefio y alteraciones cardiovasculares (Fine, P.G. 2011).

Estos datos nos muestran la gran importancia que implica su atencion a nivel mundial y la necesidad
de mejorar la documentacién disponible dentro del pais con el fin de adecuar mejores estrategias en

su atencion.

1.3. Descripcion de las vias sensoriales.

La medida para que un estimulo se perciba como doloroso proviene de la actividad neuronal dentro
del sistema somatosensorial. Dentro del proceso para la generacion de dolor, participan distintos
procesos fisioldgicos, los cuales incluyen: la transduccion, la conduccion, la modulacion y la
integracion. Estos procesos ocurren a diferente nivel de la via nociceptiva.

La transduccion es la transformaciéon de energia (térmica, mecéanica o quimica) por parte de un
receptor especifico a un potencial eléctrico despolarizante (Brooks, J., Tracey, I. 2005).

La nocicepcion es el proceso mediante el cual los nociceptores, una subpoblacion de fibras nerviosas
periféricas, perciben un estimulo nocivo. Los nociceptores poseen propiedades biofisicas y
moleculares que les permiten responder a estimulos de manera selectiva; ya sean mecénicos, térmicos
0 quimicos cuando la intensidad del estimulo alcanza un rango nocivo (Basbaum, A.l., Bautista, D.M.

2009; Basbaum, A.l., Jessell, 2000).
15



Existen dos clases principales de nociceptores: Los primeros son aquellos que transmiten su
informacion a través de aferentes mielinizados Ad que median el dolor agudo, localizado y répido.
Responden ante estimulos mecanicos y térmicos de alto umbral, principalmente con temperaturas
>50° y menores a 5°C (Tominaga, M., Caterina, M.J. 2004) estas fibras rapidas conducen informacion
que se propagan a una velocidad de 5-30m/s.

La segunda clase de nociceptores conducen a través de las fibras C amielinicas que tienen una
conduccion lenta (velocidad menor a 1 m/s) y median el dolor lento y mal localizado (Basbaum, A.l.,
Jessell, T.M. 2013). La mayoria de las neuronas tipo C son polimodales. Esto es que incluyen una
poblacion sensible al calor, a la estimulacion quimica y mecanica (Perl. 2007). No todas las fibras
tipo C son nociceptivas, algunas responden a la estimulacion mecéanica de baja intensidad (inocua)
relacionandose con estimulacion agradable al tacto (Olausson, H., Lamarre, Y. 2008; Vrontou, S.
Wong, A.M. 2013).

Las fibras aferentes nociceptivas difieren de las fibras de mayor didmetro, las fibras Ap mielinizadas.
Estos poseen un bajo umbral al estimulo mecénico y transmiten informacion sensitiva no dolorosa,
ademas de informacion propioceptiva hacia la médula espinal, estas conducen con una velocidad
mayor (100m/s) (Basbaum, A.l., Jessell, T.M. 2013).

Las aferencias nociceptivas también pueden subdividirse de acuerdo con sus caracteristicas
neuroguimicas en una subpoblacién peptidérgica y una poblacion no peptidérgica (Julius, D.,
Basbaum, A.l. 2001; Snider, W.D., McMahon, S.B., 1998). La poblacién peptidérgica consta de
neuronas con fibras C y Ad. Estas son capaces de liberar sustancia P y péptido relacionado con el gen
de la calcitonina (CGRP), asi como expresar el receptor de capsaicina: TRPV1 (Receptor de potencial
transitorio V1), confiriéndoles actividad sensitiva frente al calor (Braz, J., Solorzano, C. 2014).
Mientras que la poblacion no peptidérgica consiste Gnicamente en neuronas con fibras tipo C, se
distingue por su union con lIsolectina B4, (glicoproteina aislada de la legumbre Griffonia
simplicifolia), expresion de los receptores RET (receptor tyrosine kinase) receptores acoplados a

proteinas G relacionados con Mas-1, permitiendo identificar al menos 3 subgrupos de estas neuronas:
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MrgprAl, MrgprC11, MrgprB4 (Dong, X., Han, S. 2001).

La informacion proveniente del estimulo nocivo se conducird a través de axones aferentes hacia los
somas de las neuronas del GRD para su procesamiento o bien, pueden dirigirse directamente hacia la
medula espinal sin pasar por los somas neuronales para hacer sinapsis con neuronas de proyeccion
localizadas en la asta dorsal de la medula espinal (Devor, M., 1999). Esta se encuentra organizada en
forma de Iaminas, que tienen distinciones anatémicas y electrofisiologicas (Basbaum A.l., Jessell. I.
2000) (Fig.1).

1.3.1. Circuitos neuronales dentro de la asta dorsal.

La asta dorsal es un sitio de integracion de la informacion donde la actividad se vera sometida a una
regulacién tanto excitatoria como inhibitoria por parte de las interneuronas dentro de ella ademas de

los somas neuronales de las neuronas de proyeccion.

Las aferentes AP de bajo umbral responden a tacto ligero se proyectan hacia laminas profundas (III,
IV y V). La informacion nociceptiva conducida por las fibras aferentes Ad tienen proyecciones
dirigidas hacia la lamina I, asi como a la lamina mas profunda de la asta dorsal (Iamina V). Las fibras
tipo C se proyectan de manera superficial (Iaminas 1y 11) (Basbaum, A.l., Bautista, D.M. 2009). Las
aferencias peptidérgicas tienen proyecciones hacia las ldminas mas superficiales de la asta dorsal
(lamina 1 y regidn dorsal externa de lamina Il [llo]) (Fig.1); mientras que las aferencias no
peptidérgicas tienen proyecciones hacia la lamina Il en su region dorsal interna (11i) (Fig.1),
sugiriendo que existen diferencias funcionales entre estos grupos (Basbaum, A.l., Bautista, D.M.
2009; Braz, J., Solorzano, C. 2014). La region mas ventral de la ldmina Il se caracteriza por la
presencia de interneuronas excitatorias que expresan la isoforma gamma de la proteina quinasa C
(PKCy). Hacia esta region se dirigen predominantemente las aferencias mielinizadas no nociceptivos
Ad (Fig.1) (Neumann, S., Braz, J.M. 2008).

Las neuronas de proyeccién que se encuentran dentro de la ldmina | tienen especificidad hacia la

actividad nociceptiva (Braz, J., Solorzano, C. 2014). Mientras que las neuronas de laminas 111y 1V
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responden a estimulos inocuos (provenientes de fibras AB) y las que se encuentran en ldminas
profundas (lamina V) son conocidas como neuronas de amplio rango dindmico (ARD) quienes
reciben informacion a través de aferentes Ad y AP ademas de fibras C, siendo capaces de responder
tanto a estimulos nociceptivos como inocuos (Braz, J., Solorzano, C. 2014; Basbaum, A.l., Bautista,
D.M. 2009) (Fig.2).

Fibras AB | .2
mielinizadas D ),

Fibras Ad
mielinizadas

Fibras C
peptidérgicas

Fibras C no
peptidérgicas

Lamina Il interna (ventral)
® Neuronas PKCy
Fibras C de Lamina IlI-V

bajo umbral

VO O LéminaV

Fig. 1. Esquema de la localizacion anatémica de fibras nociceptivas dentro de la asta dorsal de la médula espinal.
Las diferentes poblaciones de fibras aferentes primarias se dirigen a distintas regiones de la asta dorsal. La informacion
nociceptiva proveniente de los nociceptores tipo C se concentra en las laminas superficiales (I y I1). El subconjunto
peptidérgico de los nociceptores amielinicos se dirige a las laminas | y Il externa, mientras que el subconjunto no
peptidérgico lo hara hacia la parte dorsal de la ldmina II interna. Las aferencias Ad nociceptivas se dirigen a las [dminas
'y V, mientras que los mecanoreceptores C de bajo umbral se dirigen a las neuronas en la parte ventral de la Iamina Il
interna, donde se encuentra la poblacion interneuronal que expresan PKCy estos ultimos implicados en la alodinia
mecénica secundario a la lesion, tras la estimulacion de aferentes AB cuyas terminales se concentran en las laminas
I11-V. Modificado de: Braz, J., Solorzano, C. (2014). Transmitting pain and itch messages: A compemporaty view of
the spinal cord circuits that generate gate control.
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Dentro de la asta dorsal se encuentran interneuronas de actividad excitatoria como inhibitoria que
modulan la informacion nociceptiva (Braz, J., Solorzano, C. 2014). Se han descrito cuatro tipos de
interneuronas morfoldgicamente distinguibles: Interneuronas de tipo islote (I), centrales (C), radiales
y verticales (V) (Grudt, T.J., Perl, E.R. 2002). La Fig. 2 ilustra su distribucion en las laminas de la
asta dorsal de la medula espinal, asi como sus interacciones y circuitos de activacion. Las
interneuronas tipo islote (I color rojo) son en su mayoria GABAergicas con un subconjunto que
expresa glicina, presumiblemente esta clase de interneuronas son de tipo inhibitorio (Proudlock, F.,
Spike, R.C. 1993; Todd, A.J., McKenzie, J. 1989). Las interneuronas radiales y verticales (V color
negro) son predominantemente glutamatérgicas, las interneuronas centrales (C color negro) incluyen
subconjuntos tanto excitatorios como inhibitorios (Maxwell, D.J., Belle, M.D. 2007; Yasaka, T.,
Tiong, S. 2010).

AB

llo

n-v

Fig. 2. Circuitos de activacion ventral-dorsal dentro de la asta dorsal de la médula espinal. Diagrama de
interaccion que muestra las conexiones dadas por los diferentes tipos de fibras aferentes (azul y morado) con las
interneuronas localizadas dentro de las distintas porciones de la asta dorsal (color negro y rojo) y con neuronas de
proyeccion. Las fibras nociceptivas C-Ad (morado) activan las interneuronas verticales (V) dentro de la lamina llo y
a su vez activan neuronas de proyeccion que expresan NK1 (negro) de la lamina | (ax6n verde). Las fibras C
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nociceptivas activan a las interneuronas centrales (C) de la ldmina I1i, y estas contactan directamente a las interneuronas
verticales de la lamina Ilo. Las fibras AP no nociceptivas (azul claro) se proyectan hacia laminas mas profundas (III-
IV) donde establecen conexiones monosindpticas con interneuronas excitadoras locales (E). Estas Ultimas activaran
directamente las interneuronas verticales (V) generando un circuito dorsal el cual sera la ruta por la que una entrada
aferente nociceptiva como inocua puedan comprometer la actividad de neuronas de proyeccion de la lamina I.
Modificado de: Braz, J., Solorzano, C. (2014). Transmitting pain and itch messages: A compemporaty view of the
spinal cord circuits that generate gate control. NK1= Neuronas de proyeccion NK1, Ilo= lamina Il porcion externa,
Ili= ldmina Il porcioén interna.

En cuanto a los contactos que establecen en la asta dorsal. Las interneuronas de tipo islote (lamina
I10) y centrales (ld&mina Ili) tienen proyecciones dendriticas que se extienden de forma limitada hacia
la ldmina donde se localiza su cuerpo neuronal, mientras que las interneuronas verticales (V negro)
se encuentran en la lamina llo y cuenta con proyecciones en direccion ventral que permite la
integracion de distintas aferencias de las interneuronas locales. (Fig.2).

Con respecto a los circuitos de activacion dentro de la asta dorsal. Las interneuronas centrales (C)
dentro de la lIamina Il reciben aferencias de fibras tipo C, y a su vez son capaces de excitar las
interneuronas verticales (V) de la lamina llo. Las interneuronas verticales reciben informacion por
parte de las aferencias tipo C y Ad nociceptivas, a su vez establecen conexiones con neuronas de
proyeccion e interneuronas de la ldmina 1. Por tanto, para la conduccion de estimulos nocivos se ven
involucradas las neuronas de proyeccion de manera directa, pero, a través de un circuito con direccién
dorsal se encuentra un impulso adicional que contribuye a su activacion de manera indirecta (Fig. 2).
Las aferencias de fibras AP no nociceptivas se dirigen hacia laminas profundas (l11 y 1V) y también
pueden involucrar la actividad de neuronas de proteccion de la ldmina | a través de circuitos dorsales
con la actividad de interneuronas excitatorias (E) e interneuronas verticales (V). Posiblemente, la
entrada de las aferencias A contribuye a la actividad de las neuronas de ARD presentes dentro de la
lamina I, y con ello, a la generacion de alodinia mecanica posterior a la lesion tisular o nerviosa
(Hylden, J.L., Nahin, R.L. 1987).
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1.3.2. Vias de conduccidn ascendentes y procesamiento de dolor.
Las neuronas de proyeccion de las Iaminas | y V constituyen la principal via de salida de la asta dorsal
gormando vias ascendentes que se dirigiran hacia estructuras cerebrales que integran la informacion

sensitiva. La informacidn no nociceptiva se conducira a través del sistema de columnas dorsales, y la

informacion nociceptiva a través del sistema anterolateral.

El sistema anterolateral estd conformado por distintas vias ascendentes: a) la via espinotalamica, b)
la via espino-mesencefalica, c) la via espino-reticular, d) la via espinotalamica, f) la via espino-
hipotalamica.

- La via espinotaldmica es la que cuenta con mayor numero de fibras aferentes dentro del sistema, su
funcionamiento es relevante para los aspectos sensoriales y discriminativos. Estas fibras
ingresan a la medula espinal realizando su primera conexion sinaptica en las neuronas de las
laminas de la asta dorsal, posteriormente decusa hacia el lado contralateral de la médula
espinal y ascienden como el cordon anterolateral, dirigiéndose hacia nucleos taldmicos y
sustancia reticular. La participacién del tdlamo en el procesamiento de dolor se concentra en
nucleos pertenecientes a grupos mediales y laterales. Especificamente los nucleos ventral
postero medial (VPM), ventral postero lateral (VPL) (Basbaum, A.l., Jessell, T.M. 2013),
cuyo papel esté dirigido hacia obtener una localizacion precisa del origen de la informacion
nociceptiva, posteriormente la informacion finaliza en diferentes regiones corticales sin ser
una estructura cerebral Unica la responsable de la integracién del dolor (Mason, P. 2001,
Apkarian, A.V., Bushnell, M.C. 2005) (Fig. 2). La percepcion del dolor resulta de la
activacion de distintas estructuras, algunas con mayor asociacion a las propiedades sensoriales
discriminatorias (corteza somatosensorial) y otras que integran aspectos emocionales
(circunvolucién cingulada anterior y corteza insular) (Price, D.D. 2004).

- La via espino-mesencefalica, cuya informacidn contribuye al componente afectivo del dolor, las
neuronas de proyeccion se dirigiran hacia el nucleo parabraquial (PB) en el tallo cerebral.
(Fig.3) EI PB tendra comunicacion hacia estructuras cerebrales del sistema limbico asociadas

con el componente emocional del dolor (Price, D.D. 2004; Duquette, M., Roy, M. 2007).
21



- La via espino-reticular se dirige hacia la sustancia gris periacueductal (SGA) dentro del
mesencefalo, ademéas de hipotadlamo y formacion reticular (Bernard, J.F., Dallel, R 1995;
Burstein, R., Cliffer, K.D. 1990).

- La via espino-hipotalamica se encuentra implicada en las respuestas autonoémicas, neuroendocrinas
y cardiovasculares, responsables de las manifestaciones sistémicas que acompafian al dolor
(Willis, W.D. 1985; Brooks, J., Tracey, 1. 2005).

La Fig. 3, muestra un diagrama de las regiones cerebrales donde hacen relevo la sensopercepcion del

dolor
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Fig. 3. Esquema de via espinotaldmica ascendente y relevos sinapticos. Conductora de informacion nociceptiva.
Mostrando las vias ascendentes derivadas de la asta dorsal de la médula espinal. Conduciendo informacién habia
nicleos parabraquiales, activando circuitos dentro del sistema limbico contribuyendo al componente afectivo
/emacional de la experiencia del dolor. Modificado de Basbaum, A.1., 2009.
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1.4 Dolor agudo, créonico y clasificacion.

El dolor puede clasificarse acorde a la temporalidad de su presentacion, siendo agudo aquel que se
presenta de forma inmediata tras la activacion de los nociceptores en el sistema somatosensorial.
Ocurre tras la presencia de una lesion y su duracion es cercana al proceso de restauracion y sanacion
del tejido comprometido (Bonica, J.J. 1990; Coda, B.A., Bonica, J.J. 2001).

Por otra parte, el dolor crénico es aquel que persiste mas alld del tiempo necesario para la curacion
de la lesidn que lo origind (Bonica, J.J. 1953) y que permanece por un periodo continuo o intermitente
mayor a 3 meses de su inicio (seres humanos) (Gilron, I. 2015; Gierthmdihlen, J., Baron, R. 2016).
La IASP en conjunto con la OMS establecieron una clasificacion de dolor crénico con la participacion
de expertos en el tema alrededor del mundo. El objetivo era crear un sistema para ser utilizado tanto
en la atencion primaria como en entornos clinicos mas especializados (Treede, R-D. et al. 2015). Esta
clasificacion se centra primordialmente en la etiologia del padecimiento, seguido por el mecanismo
fisiopatoldgico involucrado y el sitio anatomico de origen.

Englobando al dolor cronico en diferentes apartados, tales como:

- Dolor crénico primario. Aguel que cursa con afeccidén en una o mas regiones anatémicas el
cual no puede ser explicado por alguna otra condicién de dolor crénico.

- Dolor cronico oncoldgico. Es secundario a una condicion oncoldgica (tumor primario o
metastasis) 0 secundario a su tratamiento.

- Dolor crénico postraumatico o posquirtrgico. Secundario a procedimiento quirargico o
antecedente traumatico, la sintomatologia continua posterior a la recuperacién del dafio
tisular ocurrido en el evento.

- Dolor cronico en cabeza u orofacial. Aquel que ocurre en estas regiones por un periodo
igual o superior al 50% del dia.

- Dolor croénico visceral. Originado a partir de estructuras internas de cabeza, cuello,
cavidades toracica, abdominal o pélvica.

- Dolor crénico musculoesquelético. Dolor que surge directamente en estructuras como
huesos, articulaciones, musculos o tejidos blandos. Predominantemente patologias con
inflamacion crénica.
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- Dolor crénico neuropatico. Aquel presente debido a una lesion o enfermedad que afecta de
forma directa o indirecta al sistema somatosensorial (Scholz, J. et al. 2019).

1.5. Dolor neuropético.

Fisioldgicamente el dolor surge a una activacion del sistema somatosensorial (Bonica, J.J. 1990). Por
otra parte, el dolor neuropético se origina por la presencia constante de una lesion en los receptores
periféricos, vias de conduccion dentro de la médula espinal o en la corteza somatosensorial. Sin ser
necesaria, en estos ultimos, la activacion de los nociceptores para su generacion (Velazco, M. 2014).
El dolor neuropético se caracteriza por su cronicidad, severidad, manifestaciones clinicas poco
precisas y la dificultad en su manejo terapéutico (Gilron, 1. 2006 y Gilron, 1. 2015).

La prevalencia de este padecimiento se estima alrededor de 6.9 — 10%, a través de una revision de
estudios epidemioldgicos (van Hecke, O., Austin S.K. 2014). Mientras que en una encuesta realizada
en cinco paises de América Latina se estimd que el dolor neuropatico esta presente en 2% de la
poblacién y que del total de pacientes que acuden a consulta por dolor, el 15% lo hace por un dolor
de tipo neuropatico (Acevedo, J.C. 2008). Existen diferentes causas de dafio neuroldgico capaces de
comprometer al sistema somatosensorial, dentro de las que tenemos: causas genéticas,
inmunoldgicas, metabolicas / enddcrinas, traumaticas, isquémico / vasculares, neoplasicas, toxicas e
infecciosas (Gary, W., Jay, M.D. 2014). Cabe recalcar al dolor neuropatico como una descripcion

clinica que requiere la identificacion de su causalidad y no como un diagndstico.

1.6. Caracteristicas clinicas del dolor neuropatico.

Las manifestaciones clinicas del dolor neuropatico son variables, de acuerdo con el mecanismo que
origine dicha sintomatologia (Gilron, I. 2006). Los pacientes suelen tener percepciones paraddjicas
con el dolor, siendo el dolor el sintoma dominante dentro del cuadro, pero combinado con distintas
afecciones en el sistema somatosensorial, tales como: cambios dentro de la percepciéon de la
temperatura o estimulos mecéanicos.

Dentro de su cuadro sintomatologico pueden diferenciarse sintomas “positivos y negativos”. Los
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sintomas positivos son los que se presentan con una ganancia funcional de forma espontanea o dadas
por un estimulo. Por ejemplo; la sumacion temporal, sintoma que se caracteriza por un incremento
progresivo en la intensidad de dolor ante estimulos dolorosos repetitivos.

Los sintomas negativos son manifestaciones dadas por una pérdida de la funcionalidad, presentadas
como: debilidad, hiporreflexia o disminucion en la sensibilidad (hipoestesia), referido como
“adormecimiento (Gierthmiihlen, J., Baron, R. 2016; Baron, R. 2006) los cuales se describen en la
Tabla l.

Estos sintomas pueden presentarse como una manifestacion Unica o en distintas combinaciones dentro
de las regiones corporales comprometidas. Asi mismo, pueden presentar distintos patrones
temporales, siendo intermitentes o continuos de acuerdo con el mecanismo mediante el cual son
generados. Por tanto, no pueden considerarse como manifestaciones especificas para alguna
enfermedad. (Baron, R., Binder, A. 2010).

1.7. Mecanismos fisioldgicos y moleculares que intervienen en la generacién de dolor
neuropatico.

Ante la lesion tisular el dolor actia como un mecanismo de proteccidn que evita propagacion de dafio
hasta la recuperacion. Sin embargo, el dolor neuropéatico no parece tener alguna funcion benéfica o
protectora y es resultante de disturbios en la actividad neuronal, a nivel de circuitos o en las células
gliales dentro del sistema somatosensorial (Prescott, S.A., Ma, Q., De Koninck, Y. 2014). La
transicion hacia la cronicidad surge tras la persistencia de estos cambios, mismos que dan lugar a las
manifestaciones clinicas caracteristicas del padecimiento (Zeilhofer et al. 2012).

Durante la generacién de dolor neuropatico, existe la presencia de cambios mal adaptativos e
irreversibles por parte de las neuronas sensitivas. Estos cambios incluyen mecanismos moleculares,
celulares y a nivel de las vias sensoriales tanto centrales como periféricas, conduciendo a la
generacion de actividad espontéanea y una hiper excitabilidad del sistema somatosensorial (Campbell,
J.N., Meyer, R.A. 2006; von Hehn, C.A., Baron, R. 2012). Estos mecanismos se describen a

continuacion.
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Sintomas

Definicién

Respuesta a la
valoracion.

Mecanismo.

Hipoestesia mecanica

Menor sensibilidad
ante estimulos no
dolorosos y /o
vibratorios.

Menor percepcion de
estimulo, sensacién de
“adormecimiento”

Lesién o disfuncion de fibras
AP aferentes.

Hipoestesia térmica

Menor sensibilidad
ante estimulos frios o
calientes no
dolorosos.

Menor percepcion a
temperaturas.

Lesién o disfuncion de fibras
AS o fibras C aferentes.

Hipoalgesia mecéanica

Menor sensibilidad
ante un estimulo
doloroso

Menor percepcion de
estimulo o sensacion de
“adormecimiento”

Lesion o disfuncion de fibras
A6 o fibras C aferentes.

Hipoalgesia térmica

Sensacion disminuida
ante estimulos

Menor percepcion de
estimulo

Lesién o disfuncion de fibras
A o fibras C aferentes.

dolorosos frios o “adormecimiento”
calientes.

Positivos “Evocados”

Alodinia mecénica Sensacion  dolorosa Presente dentro de area - Sensibilizacion central de
producido por un afectada (zona primaria).  sistema somatosensorial.

estimulo no doloroso

Puede extenderse mas
alla de zonas primarias.

- Disfuncion de sistema
modulatorio de dolor.

Hiperalgesia mecanica /
térmica.

Sensacion  dolorosa
exagerada ocasionada
a partir de un estimulo
doloroso. (mecénico o
térmico)

Dolor sordo, dificultad en
su localizacion.
Respuesta exagerada en
area afectada (zona
primaria)

- Sensibilizacién de fibras
aferentes.

- Sensibilizacion central de
sistema somatosensorial.

- Disfunciéon de sistema
modulatorio de dolor.

Sumacién temporal.

Incremento gradual en
intensidad de dolor al

Dolor agudo y superficial
que incrementa de

- Incremento de la
excitabilidad de las neuronas

producir  estimulos intensidad en cada espinales.
dolorosos idénticos de  estimulo.
forma repetitiva.
Positivos “Espontaneos”
Parestesia Cambioen la - -Irritacion del sistema

percepcion sensorial
sin llegar a ser
dolorosa (hormigueo)

somatosensorial.

Dolor paroxistico

Sensacion dolorosa
en ausencia de

-Sensibilizacion de sistema
somatosensorial.

estimulo. -Actividad  ectopica en
(similar a descarga sistema somatosensorial.
eléctrico)

Dolor continuo.

Sensacion dolorosa
continua, (descrita
como ardorosa)

-Sensibilizacion
periférico del
somatosensorial.

central vy
sistema

>@abla 1. Sintomatologfa clinica presente en dolor neuropatico. (modificado de Baron, R. 2006 y Gierthmulhen

2016).



1.7.1. Actividad ectOpica espontanea.

En la lesion neuropética la generacion de dolor puede ocurrir de manera esponténea, a partir de focos
de actividad ectopica dentro del sistema somatosensorial, tanto a nivel periférico como central (Amir
R., Kocsis, J.D. 2005). La actividad ectopica a nivel periférico se genera por un incremento de la
expresion de canales idnicos y metabotropicos en los axones de neuronas sensitivas primarias,
llevando a una disminucion en el umbral de activacion y culminando en la generacion de actividad
ectdpica (Lai, J., Hunter, J.C. 2003).

Experimentalmente se ha observado un incremento en los niveles de RNAm para canales de Na*
dependientes de voltaje (Siqueira, S.R.T.D., Alves, B. 2009). Siendo los canales Nav 1.3, Nav 1.6,
Nav 1.9 los involucrados de manera principal en el proceso (Eijkelkamp, N., Linley, J. E. 2012).
Adicionalmente también existe evidencia de la participacion de canales de K* dependientes de voltaje
(k2p18.1 y k2010.1), cuya disminucidon en su expresion a partir de una lesion, lleva a una
despolarizacion constante del potencial de membrana (Tulleuda, A.E. et al., 2011) y de canales
cationicos activados por voltaje y por nucleétido (HCN) (Chaplan, S.R., Guo, H-Q. 2012), cuyos

cambios modifican la excitabilidad de la membrana (Bahia, P.K., Suzuki, R. 2005).

1.7.2. Sensibilizacion Periférica.

El proceso de sensibilizacion periférica se describe como la disminucion del umbral de activacion,
asi como un incremento en la frecuencia de disparo neuronal (Yam, M.F. et al. 2018). Esta se genera
a partir de la liberacion periférica de multiples factores proinflamatorios y neurotréficos por parte del
tejido dafiado (Basmaun, A.l., Wolf, C.J. 1999).

En este proceso participan moléculas como protones (H*), purinas (ATP), factor crecimiento nervioso
(NGF), citocinas como (TNF-a, IL-b, IL-6) prostaglandinas (PGE2), bradicinina, histamina,
serotonina (5HT), factor activador de plaquetas (PAF) y endotelina. Estos mediadores actuaran de
forma directa para modificar la sensibilidad de los nociceptores periféricos o indirectamente
acoplandose a receptores de membrana, entre ellos: Transient receptor potential termosensibles

(TRP), acid-sensitive ion channel (ASICs), receptores purinérgicos (P2x), receptores acoplados a
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segundos mensajeros: acoplados a proteinas G (GPCR) y activadores de cinasas como tirosina cinasa
Ay C (PKA y PKC), que inducen cascadas de fosforilacion de proteinas (Fig. 4) (Heppenstall, P.A.,
Lewin, G.R. 2000; Pezet, S., McMahon, S.B. 2006).

Estas moléculas fosforiladas se conducen hacia el ncleo neuronal mediante un transporte retrogrado,
generando cambios transcripcionales que llevaran a la modificacion en la expresion de neuropéptidos
(ej. Sustancia P), canales ionicos y receptores (ej., TRPV1). Lo anterior, modifica las propiedades
funcionales de la neurona (Woolf, J.C., Costigan, M. 1999; Wieseler, F.J., Maier, S.F. 2005) (Fig. 5).
El metabolismo y liberacion de prostaglandinas se lleva a cabo partir de acido araquidénico vy el
funcionamiento de la enzima ciclo oxigenasa (COX). La expresion de COX2 en condiciones
inflamatorias, contribuye a la generacion de la sensibilidad periférica. La disminucion de la
inflamacion por los analgésicos antiinflamatorios no esteroideos es producto de la inhibicién de
actividad enzimatica de COX2 llevando a una disminucion de la inflamacién. (Bingham, S. et al.
2006; Zeilhofer, H.U., Benke, D. 2012).
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Fig. 4. Impacto en la sensibilizacion periférica de los factores proinflamatorios liberados tras lesion tisular.
Esquema de un nociceptor y la liberacion de factores que participan en su sensibilizacion a través del acople hacia sus
receptores produciendo cascadas de sefializacién y regulacion génica. (Tomada de: Meyer RA, Ringkamp M, Campbell
JN, Raja SN “Peripheral Mechanisms of Cutaneous Nociception,” In Textbook of Pain, Fifth edition, S. McMahon,
M. Koltzenburg (Eds.), Elsevier.

Soma
neuronal

TrkA X
Sustancia P

Inflamacion

VR1

TTXr

Terminal Central
Terminal Periférica

Fig. 5. Factores troficos e inflamatorios generan cambios en la actividad neuronal posterior una lesion. Estos
surgen a través de cambios transcripcionales en el soma neuronal. NGF= Nerve Grown Factor. TRPV1 = Receptor de
potencial transitorio V1, TTXr= Tetrodotoxin resistant. Modificada de: Bassmaun Al, Wolf CJ. 1999).

1.8.3. Mecanismos espinales que facilitan la actividad eléctrica neuronal.

Sensibilizacion central.

Se define como un incremento sostenido pero reversible de la excitabilidad y eficacia sinaptica en las
neuronas localizadas en la via nociceptiva central, incluyendo tanto a las neuronas espinales como las
supra espinales (Gilron, I. 2015). Las manifestaciones clinicas de alodinia, hiperalgesia y sumacion
temporal en el dolor neuropético pueden atribuirsele a la sensibilizacion central (Wolf, C.J. 2011).
Tras la presencia de una lesion en el sistema somatosensorial se genera un incremento en la
excitabilidad de las neuronas de proyeccion en laminas superficiales de asta dorsal en médula espinal
(Kohno, T., Moore, K. A. 2003).

El “Wind-up” es un fendmeno fisioldgico progresivo ocurrido en neuronas de las astas dorsales de la

médula espinal. Descrito en el afio 1965 por Mendel y se caracteriza por generar una facilitacion
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progresiva en la excitabilidad neuronal a nivel espinal. Su observacion se dio tras la aplicacion de
estimulos repetitivos de intensidad constante (30mV y 0.5 mseg de duracion) en vias aferentes de
neuronas tipo C. (Mendell, L.M., Wall, P.D. 1965).

Molecularmente el fendmeno de “wind up” se ha explicado como el resultado de un aumento en la
frecuencia de disparo en las fibras C, éste lleva a un incremento en la probabilidad de liberacion de
glutamato, asi como de un aumento de las proteinas que forman las zonas activas de las membranas
posinapticas (Luo, C. et al. 2012; Herrero, J.F., Laird, J.M. 2000) (Fig.6-A). Lo anterior, generara
cambios en la actividad sinaptica similares a los de la potenciacion a largo plazo (LTP) que ocurren
en otros circuitos cerebrales, atribuidos a un incremento en la densidad de receptores glutamatérgicos
N-metil D aspartato (NMDA) y AMPA en terminales postsinapticas (Flg.6-B) (Ultenus, C. Linderoth,
B. 2006).
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intensa de AMPA-R
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Fig. 6. Cambios en la expresién de receptores glutamatérgicos en las dendritas inducidos por el aumento en la
sensibilizacion central A). Posterior a la estimulacion intensa de las fibras C (gj. lesién) hay mayor probabilidad de
liberacidn de neurotransmisores por incremento de su presencia de las zonas activas de reclutamiento y su interaccion
con vesiculas neurosecretoras. B) Imagen de receptores glutamatérgicos en una espina dendritica posinéptica, que ante
una estimulacion persistente de las fibras C puede llevar a un incremento en su expresion. Modificada de: Kuner R,
Flor H. 2016.
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Los antagonistas de receptores glutamatérgicos (ketamina) son capaces de revertir el “wind-up” en
neuronas de la médula espinal (Chizh, B.A., Cumberbatch, M.J. 1997). Clinicamente la
administracion de estos antagonistas alivia la sintomatologia presente en el dolor neuropatico

(alodinia, hiperalgesia y dolor continuo) (Jorum, E., Warncke, T. 2003).

1.7.4. Modificaciones en los mecanismos inhibitorios de las neuronas de proyeccion.

Los primeros intentos por explicar la sintomatologia que acompafia al dolor fueron por parte de
Livinston en los afios 40s, proponiendo que posterior a una lesion se llevaria a cabo la activacion de
circuitos reverberantes dentro de la médula espinal. En este escenario, los estimulos de naturaleza no
nociceptiva pasarian a generar actividad interpretada como dolorosa (Livingston, W.K. 1943).
Posteriormente, Melzack en 1965 planted una hipdtesis de interconectividad neuronal acerca del
como ocurre este fendmeno. Siendo este resultado de la pérdida de las capacidades inhibitorias de las
interneuronas de la médula espinal (Melzack, R. Wall, P.D. 1965). Este fendmeno se fundamenta en
la actividad sinéptica de las interneuronas dentro de la sustancia gelatinosa en las astas dorsales de la
médula espinal, que por su capacidad inhibitoria son capaces de modular la actividad sensorial a
través de un mecanismo de retroalimentacion negativa para las aferencias no nociceptivas y una
retroalimentacion positiva para las aferencias nociceptivas.

En la Fig. 7, se muestra un diagrama de como la activacion de las fibras no nociceptivas (L) inhibe la
actividad de las neuronas de proyeccion (T) a través de favorecer la actividad de las interneuronas
inhibitorias en la sustancia gelatinosa (SG) cuya accion permite la disminucién de la liberacion y
consecuentemente la disminucién de la transmisién sinaptica hacia la neurona posinaptica o de
proyeccion. En contraste, la actividad de neuronas nociceptivas (S) aumenta el disparo de las
neuronas T, ya que una mayor actividad de S reducira la actividad inhibitoria de las interneuronas en
SG permitiendo una mayor actividad por parte de las neuronas de proyeccion nociceptivas.

En tal forma que en condiciones de dolor neuropético se disminuye la retroalimentacién negativa para

las aferencias nociceptivas, potenciandose asi el disparo neuronal (Melzack, R. Wall, P.D. 1965).

31



e —

CENTRAL
CONTROL

I

Sistemna de Compuerta.

r..-”'4: \ Meurona de

| 56 T Proyeccion.

L

No nociceptiva

e

INFUT

Mociceptiva
-k
5 /\

Fig. 7. Regulacion de la frecuencia de disparo de las neuronas de proyeccién por interneuronas. La activacion
de fibras no nociceptivas (L) inhibe la actividad de las neuronas de proyeccion (T) a través de estimular la actividad
de las interneuronas inhibitorias en la sustancia gelatinosa (SG). En contraste, la actividad de neuronas nociceptivas
(S) aumenta el disparo de las neuronas de proyeccion, ya que éstas inhiben la actividad de interneuronas SG
permitiendo una mayor la actividad sinaptica de S y fibras L hacia las neuronas de proyeccion T. L= fibras no
nociceptivas. S= fibra nociceptiva. SG= interneuronas de la sustancia gelatinosa. T= neurona de proyeccion.
Modificada de Melzack R, Wall PD. 1965.

1.7.5. Participacién de Células Gliales en la nocicepcion

Ademas de los cambios neuronales ya descritos, la interaccion entre las neuronas y las células gliales
también se modifica durante el dolor neuropatico. Estos cambios involucran la produccion de
mediadores provenientes de las neuronas aferentes primarias que inducen cambios estructurales y

proliferativos de las células gliales, llevando al reclutamiento de células de la microglia.

La participacion de los siguientes mediadores se ha involucrado en este proceso:
a) Papel de la quimiocina atrayente de neutrofilos (CCL2).
La quimiocina CCL2 es critica en el proceso de reclutamiento (Zhang, J., De Koninck, Y. 2006). Esta

es liberada en conjunto con glutamato y citocinas proinflamatorias por las aferentes primarias. Su
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participacion en el dolor se sustenta por la generacion de alodinia e hiperalgesia ain en ausencia de
lesion neuropatica, después de la adicion de la quimiocina CCL2 de forma intratecal. Esta accion se
realiza a través de la activacion de la microglia, ya que, en animales a los cuales se les bloqued la
actividad y expresion del receptor para quimiocinas CCL2r en las células de la microglia la lesion
neuropatica no llevo al desarrollo de alodinia mecanica (Abbadie C, Lindia, J.A. 2003; Dansereau,
M.A., Gosselin, R.D. 2008; Thacker, M.A. et al. 2009).

b) Papel de los receptores purinérgicos en la induccion de hiper excitabilidad de las neuronas de
proyeccion y liberacion del Factor neurotréfico derivado de cerebro (BNDF).

La actividad de las neuronas aferentes en conjunto por el tejido lesionado lleva a la liberacién de
ATP, esta molécula tiene una participacién en la nocicepcion a traves de la actividad de los receptores
purinérgicos expresados en las células de la microgliay neuronas de proyeccion en la médula espinal.
Dicha activacion induce la produccidn del factor de crecimiento derivado del cerebro (BNDF- Brain
Derived Nerve Factor) el cual actta en las neuronas de proyeccion de la médula espinal facilitando
su excitacion (Zeilhofer et al. 2012; Burnstock G. 2000).

La participacién de los receptores purinérgicos activados por el ATP en la nocicepcion se ha
documentado a través de la inyeccion intratecal de antagonistas de receptores purinérgicos (P2X4),
lo cual llevo a la reversion clinica de la alodinia en animales con lesion neuropatica (Tsuda, M.,
Shigemoto-Mogami, Y. et al. 2003). Asimismo, estudios en animales con deficiencia especifica del
receptor P2X4 no presentaban hipersensibilidad mecéanica posterior a la ligacién de nervio ciatico,
confirmando la importancia de este receptor para el desarrollo de la sintomatologia (Tsuda, M.,
Kuboyama, K. 2009).

La activacion de microglia a través de estos receptores purinérgicos lleva a la sintesis y liberacion de
BNDF (Zeilhofet et al. 2012) (Fig. 8). EI BDNF actuara sobre receptores TrkB expresados en las
neuronas de la lamina I y Il de la asta dorsal en la médula espinal regulando a la baja la expresion del

cotransportador K* / CI* (KCC2). En las neuronas adultas la concentracion intracelular de CI- esta
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determinada por este cotransportador KCC2, el cual cotransporta K* y CI” hacia el exterior de la célula
manteniendo la concentracion intracelular de CI” baja (Fig. 9) (Bonin, R.P., De Koninck, Y. 2013).

¢) Cambio en el potencial de equilibrio de Acido y-aminobutirico (GABA).

El GABA (&cido y-aminobutirico) es el principal neurotransmisor inhibitorio del SN en mamiferos
adultos. Su union con receptores ionotropicos GABAA (GABA tipo A) genera corrientes inhibitorias
(IPSC-Inhibitory postsynaptic currents) que resultan de la activacion de canales permeables a cloruro
(CI) y bicarbonato (HCO3*) dependientes de neurotransmisor, conduciendo al incremento
intracelular de este anién y permitiendo la salida de HCO3*, generando una respuesta postsinaptica
hiperpolarizante que inhibira la generacion de potenciales de accion (Farrant, M., Nusser, Z. 2005;
Bonin, R.P., De Konink, Y. 2013).

La liberacion de BNDF por parte de la microglia activa, inhibe la expresion del cotransportador KCC2
en la membrana celular, produciendo un incremento en la concentracion intracelular de CI™ en las
neuronas de proyeccion, colapsando su gradiente, en tal forma que se despolariza su potencial de
equilibrio, por lo tanto, el GABA que normalmente induce corrientes inhibitorias en las neuronas
ahora generara corrientes excitatorias que contribuyen a su hiper excitabilidad (Doyon, N., Prescott,

S. 2011). Las figuras 7 y 8 ilustran estos procesos.
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Fig. 8. La activacion de la microglia es un mecanismo asociado al dolor neuropatico. La liberacion de CCL2, ATP,
IFN- llevara a la activacion de microglia secundario a la estimulacién de receptores purinérgicos (P2X4/P2X7),
promoviendo la sintesis y liberacion de BNDF que inhibira la expresion del cotransportador de K*/CI, KCC2 en las
neuronas, alterando el potencial de equilibrio del cloro. Cuando el GABA liberado por las interneuronas activa el
receptor GABAA en las neuronas de proyeccidn, este generard una despolarizacion en lugar de hiperpolarizacién y de
esta forma favorecera a su hiper excitabilidad. Abreviaciones. AMPA, BDNF, factor neurotréfico derivado de cerebro,
GABA- acido-y-aminobutirico. IL-1, interleucina 1, MAPK, Proteina cinasa activada por mitdgeno, ATP, adenosin
trifosfato. IFN-y, interferon y. Modificado de: Zeilhofer HU, Benke D. Chronic Pain States: Pharmacological
Strategies to Restore Dimished Inhibitory Spinal Pain Control. 2012.
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Fig. 9. Cambio en la direccion del flujo del cloro inducida por la accion de BNDF. La direccion del flujo de CI
durante la activacion del receptor a GABA est4 determinado por la expresién del KCC2. La direccién del flujo
cambiard de acuerdo con el potencial de equilibrio del Cl. Tomada de Bonin RP, DeKoninck Y. 2013.

1.7.6. Remodelacion de Circuitos Espinales.

Entre las hipdtesis que buscan explicar la cronicidad del dolor, se ha propuesto una plasticidad mal
adaptativa generando una hiper excitabilidad inducida por los estimulos nociceptivos mediante los
siguientes mecanismos: a) pérdida de la segregacion de la informacion sensitiva; b) pérdida de la
actividad inhibitoria, ya sea por disminucion de interneuronas inhibitorias espinales o modificacion
en laactividad inhibitoria y c) enlace de conexiones previamente inexistentes (Coull, J.A. et al. 2003).
La plasticidad mal adaptativa se refiere a una remodelacion estructural de los circuitos que permiten
la comunicacion entre estimulos aferentes no nociceptivos con neuronas nociceptivas, llevando a la
pérdida de segregacion de informacion entre estimulos tactiles que discurren a través de laminas
internas con los nociceptivos que lo hacen a través de laminas externas en las astas dorsales de la
médula espinal (Kuner R, Flor H. 2016) permitiendo la formacién de enlaces andmalos como se
muestra en Fig. 10.

Las fibras no nociceptivas ingresan a la médula espinal en las laminas 111-V, se encuentran
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interconectadas con aferentes nociceptivas de las ldminas | y 1, sin embargo, estas conexiones estan
sujetos a una fuerte inhibicion por parte de las interneuronas espinales (Torsney, C., MacDermott,
A.B. 2006). Experimentalmente se ha observado que, en modelos de dolor, ocurre apoptosis de
interneuronas GABAEérgicas espinales (Scholz, J. Broom, D.C. 2005). La perdida de los mecanismos
inhibitorios llevard a un desequilibrio en circuitos espinales, permitiendo una hiper excitabilidad de
la via nociceptiva.

Normal Lesion

| |
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Plasticidad estructural de fibras aferentes. 2
Tacto ’ ‘_T"?‘C,m ‘

.

Aferencias nociceptivas (C o Ad)

’
Dolor
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Fig.10. Plasticidad entre vias mecano sensitivas aferentes y nociceptivas en condiciones normales y patoldgicas.
Panel izquierdo. En condiciones fisioldgicas las fibras Ap no excitan a las neuronas nociceptivas. Posterior a la lesion
neuropatica aparecen interconexiones entre vias superficiales y profundas resultando en mayor actividad de las vias
nociceptivas. (marcado con linea gruesa negra en panel derecho). Abreviaciones: PN; neurona de Proyeccién. EN;
interneurona excitatoria. Tomado de: Kuner R, Flor H. 2016.

1.8. Morfologia y fisiologia del GRD.
Los GRD son conglomerados celulares que poseen los somas de las neuronas sensitivas primarias
que conducen la informacidn sensitiva desde receptores sensoriales periféricos hacia el SNC a través

de los nervios espinales (Devor, M. 1999). En conjunto con los nociceptores periféricos, constituyen
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los primeros sitios de regulacion de la percepcion de la informacion somaética.

En el ser humano existen 31 pares de nervios espinales formados por axones aferentes sensoriales y
fibras motoras eferentes con su respectivo GRD, a través del cual se lleva informacion motora,
sensitiva y autonomica (Krames, E.S. 2014). Las ratas poseen 31 pares, con una distribucion de 8
cervicales, 13, torécicos, 6 lumbares y 4 sacros (Gelderb, J.B., Chopin, S.F. 1976).

Las neuronas sensoriales presentan una morfologia pseudounipolar, emitiendo un axén desde un polo
de la célula, donde a unos cientos de micrometros posteriores se divide en dos ramas axonales,
guedando un sistema en forma de T o Y. Una rama partira hacia la periferia rumbo al 6rgano terminal
y la otra lo hard hacia la médula espinal, formando la raiz dorsal (Devor M. 1999; Krames, E.S. 2014)
(Fig. 11).

Soma Neuronal

Direccion impulso aferente

Central Periferia
(raiz dorsal) (nervio periférico)

Fig.11. Esquema que ejemplifica la morfologia de una neurona sensorial. La rama axonal periférica (derecha)
Ilevando el impulso hacia rama con proyeccién central (izquierda) Circulo azul indica unién en T. Modificada de
Devor M. 1999.

Esquematicamente pareciera que la mayor parte del citoplasma se concentra en el soma, sin embargo,
solo representa el 2% del total de la célula, mientras que el 98% restante corresponde al axdn. (Devor,
M. 1999). De acuerdo con estimaciones experimentales, los GRDs pueden contener hasta mas de

30,000 neuronas (Groves, M.J., Christopherson, T. 1997). Estas son heterogéneas tanto en tamario,
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funcion y expresion de los péptidos que sintetizan y liberan (Martinez, M. et al., 2000). Los somas
varian de tamafio, entre 20 a 150um de didmetro en humanos. Sus fibras de conduccion también son
heterogéneas y pueden diferenciarse por su composicion quimica, la presencia o ausencia de una
envoltura de mielina rodeando al axén conductor, provista por células de Schwann (Devor, M. 1999),
su modalidad sensitiva (tacto o dolor) asi como por sus caracteristicas funcionales como diametro de
fibras neuronales y velocidad de conduccion. Lo anterior, ha permitido clasificarlas como como fibras
A, B,y C (Yam, M.F. et al. 2018).

La informacidn sensorial proveniente de la periferia se conduce a través de la union en T y puede
continuar hacia la raiz dorsal de la medula espinal sin necesidad de invadir el soma neuronal. Sin
embargo, esta informacion también puede ingresar al ganglio e invadir los somas neuronales (Devor,
M. 1999). Esta informacion provee de una retroalimentacion que permite empalmar el metabolismo
celular con los requerimientos funcionales sensoriales, manteniendo el nivel 6ptimo de receptores,
canales idnicos y otras moléculas necesarias para mantener sus propiedades funcionales, regulando
asi su actividad (Amir, R. Devor, M. 2003). Estas moléculas son sintetizadas en el soma neuronal

dentro de GRD vy se transportan hacia sus terminales mediante flujo axoplasmico (Devor, M. 1999).

Los somas de las neuronas sensoriales no forman conexiones sinapticas con otras neuronas del
ganglio, cada una se encuentra rodeada por una 0 mas capas de CGS. Estos somas también estan
separados por tejido conectivo compacto que regula su interaccion (Pannese, E., 1981; Hanani, M.
2005). No obstante, se han identificado somas neuronales que estan en estrecha aposicion directa
(Shinder et al., 1998; Pannese, E. 2010).

A pesar de no haber comunicacion a través de sinapsis quimicas en las células del GRD se sabe que

existe una estrecha comunicacion paracrina entre glia y neurona, que modula la actividad en ambos
tipos celulares (Huang, L.Y., Gu, Y. 2013).
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Se sabe que los somas neuronales del GRD liberan sustancia P posterior a la despolarizacion de la
membrana (Huang, L.Y. Neher, E., 1996). Se ha observado la liberacion de glutamato y ATP
dependiente de Ca®* mediante la estimulacion del soma neuronal (Gu, Y. et al. 2010). La liberacion
de ATP es mucho més abundante que el glutamato, por lo que existe la idea de que ATP es el mayor
transmisor utilizado dentro de esta interaccion glia-neurona en el GRD (Zhang, X. Chen, Y. 2007).
La liberacidon de ATP activa receptores purinérgicos P2X ionotropicos y P2Y metabotrépicos, acoplados
a proteinas G que se encuentran tanto en CGS como en los somas neuronales. Siendo el receptor
P2X3R el mas abundante en las neuronas nociceptivas (Dunn et al., 2001), mientras que en las CGS
existe una mayor expresion del P2X7R (Chen, Y. Zhang, X. et al. 2008). En cuanto a los metabotrépicos,
P2Y1R y P2Y2R son los méas abundantes dentro de las neuronas del GRD. (Huang, L.Y., Gu, Y. 2013).

Ha sido documentada la interaccion paracrina entre las neuronas y las CGS, mediada por ATP. Esto mediante
estudios del registro de la fluorescencia de [Ca?*]i en el soma neuronal y en las CGS que los rodean.
La estimulacion eléctrica de los somas neuronales cultivados gener6é un incremento en el flujo de
[Ca?*]i en los somas estimulados, seguido de un incremento en las CGS. En contraste, cuando se
perfundio con la enzima apirasa en el medio, la cual degrada ATP y ADP. La estimulacion continuaba
generando el incremento de [Ca?*]i en el soma neuronal, més no asi en las CGS. Lo anterior indico
que la comunicacion paracrina de ATP extracelular es la que generd el incremento de [Ca?*]i en las
CGSs (Zhang, X. Chen, Y. 2007).

También, existe la evidencia de que las células del GRD se intercomunican en forma directa a través
de canales de unién comunicante (UC) (Huang. et al., 2006; Pannese E., 2010), las cuales se abordaran

en el siguiente parrafo.

1.9. Uniones Comunicantes (UC).
Las UC, también conocidas como uniones en hendidura o “gap junctions” en inglés, son regiones de
la membrana plasmaética entre dos células adyacentes donde se localizan conglomerados de canales

intercelulares (Goodenough, D.A, Paul, D.L. 2009; Herve, J.C., Derangeon, M. 2012). En esta region
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el espacio intercelular se reduce en un orden de magnitud siendo de sélo 2-3 nm. Los canales
intercelulares interconectan directamente el citoplasma de dos células adyacentes, permitiendo el
paso de iones, segundos mensajeros y metabolitos de bajo peso molecular (> 1kDa). Por ejemplo:
Ca?*, glucosa, ADP, ATP. Permitiendo su acople eléctrico y metabdlico (Nielsen, M.S. et al. 2012;
Moczydlowski., E.G. 2017).

Las UC son un sustrato anatdmico que permite el acople eléctrico entre células. Por lo anterior se les
denomino “sinapsis eléctricas” dentro del SNC (Sohl, G. 2005; Nielsen, M.S. et al. 2012).

Los canales intercelulares o de UC estan formados por la aposicion de dos conexones. Los conexones
0 hemicanales son aportados por una de las células adyacentes y estan formados por una familia de
proteinas homologas que en los organismos vertebrados se conocen como conexinas. Cada hemicanal
estd formado por 6 de estas (Fig. 12).

Las conexinas conforman una familia de proteinas especializadas con un peso molecular de entre 26
y 46 Kilodaltons (kDa) (Moczydlowski., E.G. 2017). Poseen 4 dominios transmembranales (M1-M4)
separados por dos asas extracelulares y una intracelular. Sus regiones amino y carboxilo se encuentran
en el citosol (Nielsen MS. et al. 2012). Por estudios de genoma, se conocen 20 subtipos en mamiferos
y 21 en el ser humano. Las conexinas se expresan de manera diferencial en todos los tejidos del
organismo, exceptuando musculo esquelético, eritrocitos y espermatozoides adultos (Nielsen, M. S.
et al. 2012).

La nomenclatura establecida mas comun es la que utiliza la abreviacién de la palabra conexina (Cx),
seguida de un numero, el cual corresponde al peso molecular predicho por su secuencia de DNA
complementario (cDNA). Los canales intercelulares pueden estar formados por dos hexameros
constituidos por un solo tipo de conexina, conociéndose como canales homoméricos. A su vez, cada
conexon puede estar formado por una mezcla de conexinas distintas, formando canales
heteroméricos, También hay canales heterdtipicos, en los cuales cada conexdn esta formado por
conexinas distintas. Lo anterior, aumenta la diversidad en las propiedades funcionales de estos canales
(Maeda, S., Tsukihara, T. 2011).

Dentro de la familia de conexinas, once han sido identificadas en el sistema nervioso (Sohl, G.,
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Maxeiner, S. et al. 2005; Belousov, A.D., Fontes, J.D. 2013) expresadas de forma diferencial entre
los diferentes tipos celulares (Rash, J.E., Yasumura, T. 2007; Condorelli, D.F. 2000) (Tabla II). La
expresion de Cx36 se limita a neuronas y recientemente se encontrd su expresion en las CGS del
GRD (Pérez-Armendariz, E.M. et al. 2018).

La estructura del canal se ha visualizado mediante la técnica cristalogréfica de rayos X por parte de
Makoski en 1985, el cual esquematiza la estructura que forma el canal a través de dos membranas

celulares (Fig.13).

1.9.1. Conexina 36.

Diferentes estudios han mostrado la expresion preferencial de la conexina 36 (Cx36) dentro de las

neuronas del sistema nervioso en sitios como retina, oliva inferior (bulbo raquideo) bulbo olfatorio,
cerebelo, médula espinal, corteza cerebral, GRD, entre otros (Condorelli, D.F. 2000; Rash, J.E.,
Yasumura, T. 2007). La Cx36 forma canales homotipicos dendro-somaticos o dendro-dendriticos
(Belousov, A.D., Fontes, J.D. 2013; Ubaidi M.R., White, T.W. 2000).

Por estudios de doble fijacion de voltaje en pares aislados de células acopladas en forma eléctrica y
transfectadas con la Cx36, mostraron que las corrientes formadas por esta conexina estan constituidas
por la apertura y cierre de canales intercelulares de reducida conductancia unitaria (10-15 pS).
Ademas, estos canales tienen poca sensibilidad al voltaje y una minima permeabilidad al paso de
marcadores fluorescentes como amarillo lucifer (AL) (Srinivas et al. 1999; Pérez Armendariz, E.M.
et al., 1991) caracterizado en las células beta pancreéticas recién disociadas, las cuales también se
encontré que expresan la Cx36 (6.5 pS) (Pérez Armendariz, E.M. 2013). Estas propiedades les

permiten regular el acople eléctrico de células excitables de forma fina.
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Fig.12. Diagrama que muestra la representacién esquematica de una unién comunicante. Panel superior, las
conexinas se ensamblan formando conexones (seis subunidades). Un canal intracelular esta formado por dos conexones
aportados por cada una de las células adyacentes. Panel inferior, un conglomerado de canales intercelulares forma una
placa de union comunicante (UC). Modificado de: Goodenough, D.A., Paul, D.L. 2009.

Fig. 13. Modelo de la estructura de un canal intercelular. Panel izquierdo, mapas de electrodensidad de un canal
intercelular construidos a partir de estudios de difraccion de rayos X, propuesta de Makowski en 1985. Utilizando
preparaciones enriquecidas en placas de UC de higado de ratén y congeladas y cristalizadas. Panel derecho, modelo
de una canal intercelular obtenida por Maeda en 2009 adquirida a través de una preparacién enriquecida de UC formada
por la expresidn de la Cx29 en un sistema de expresion in vitro que fueron cristalizadas. Modificado de: Goodenough,
D.A., Paul, D.L. 2009.

2. Antecedentes Inmediatos.

La comunicacion intercelular tanto paracrina como directa se ha documentado entre las células del
GRD tanto en condiciones fisiologicas como en procesos de dolor y su participacion dentro del
mismao.

2.1. Sincronizacion paracrina por K*; despolarizacion cruzada dentro de GRD.

Wall y Devor en 1990 registraron disparos de potenciales de accién de forma espontanea en las
neuronas del GRD. Més aln, observaron que posterior a la generacion de una lesion en el nervio
ciatico, la frecuencia de este disparo se veia incrementada (Devor, M., Wall, P.D., 1990; Amir, R.,
Devor. M. 1996).

Posteriormente, Amir y Devor, en 1999 demostraron la existencia de una interaccion eléctrica entre
fibras aferentes de diferentes tipos neuronales que comparten el mismo ganglio. Tras la estimulacion
tetanica de fibras aferentes tipo A, es capaz de originarse una despolarizacién transitoria de varios
milivoltios en las neuronas vecinas tipo C sin ser estimuladas directamente (Amir, R., Devor, M.
1999). Dicha despolarizacién fue sub-umbral, sin embargo, generd una facilitacion para la generacion
de potenciales de accion o espigas cuando la neurona se acerca a su umbral de disparo. Este fenémeno
se le llam¢ “despolarizacion cruzada” y “excitacion cruzada” respectivamente. Este efecto, parece ser
mediado por la liberacion de moléculas transmisoras en el ganglio que se difunden en el espacio
extracelular actuando en células vecinas. Concretamente la acumulacién de K* intersticial generado

por la actividad eléctrica (Amir, R., Devor, M. 1996).
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En condiciones de lesion de fibras aferentes, en las neuronas sensitivas primarias por el fendmeno
antes descrito se genera una hiperactividad eléctrica que contribuye a la generacion de dolor a través
de descargas ectopicas, que producen la alodinia mecanica (Wall, P.D., Devor, M. 1983). En
principio, esta despolarizacion podria proporcionar una sefial de retroalimentacion permitiendo la
regulacion de la sensibilidad de las terminaciones nerviosas. Siendo (til para regular la excitabilidad
y permitiendo un correcto funcionamiento del sistema (Devor, M. 1999).

2.2. La comunicacion intercelular directa es mediada por UC en el GRD.

Las CGS estan intercomunicadas en forma directa por UC, permitiéndoles regular el microambiente
ionico y la excitabilidad entre las células GRD (Ohara. P.T., Vit, J.P. et al. 2008; Huang, M.L., Gu,
Y. 2013). La presencia de UC entre CGS se ha documentado por estudios de microscopia electronica
y transferencia del colorante fluorescente amarillo de Lucifer (AL) entre células vecinas (Blum, E.,
Procacci, P. 2014; Ledda, M. Blum, E. 2009). También se ha descrito que estas estan
intercomunicadas por la Cx43, proteina que se localiza en las zonas de aposicion membranal
posiblemente formando uniones comunicantes (Neuman, E., Hermanns, H. 2015, Pérez Armendariz,
E.M. et al., 2018). Interesantemente, en condiciones de dolor se han encontrado cambios en la

comunicacion intercelular directa, mediada por las UC como se describe a continuacion.

2.3 Cambios en la comunicacion intercelular asociada a procesos de dolor.

La comunicacion intercelular directa entre las células de los GRD se ha estudiado en modelos de
neuropatia secundaria a la induccion de inflamacion local del nervio ciatico con aplicacion de un
parche conteniendo Adjuvante Freund Completo (CFA) en el nervio ciatico (Ledda, M., Blum, E.
2009) asi como por inflamacion sistémica, inducido por la inyeccidn intraperitoneal de
lipopolisacérido de E. Coli (LPS) (Blum, E. Procacci, P. 2014), en los cuales se corroboro la presencia
de dolor mediante la estimulacién mecéanica con filamentos de VVon Frey. En estos estudios se analizé
la transferencia intercelular micro inyectando el trazador fluorescente AL a una CGS y encontrando

que dicha transferencia se encuentra limitada a las otras CGS que rodean una sola neurona en animales
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control, mientras que, en condiciones de dolor, la transferencia intracelular de AL llega a las CGSs
que rodean a otras neuronas vecinas (Ledda, M., Blum E. 2009; Blum, E. Procacci, P. 2014).
También, se observo que en los animales control no hubo transferencia de AL entre neuronas del
GRD estudiado, sin embargo, tras la inyeccion de AL en las neuronas de animales con dolor
neuropético hubo transferencia de material fluorescente hacia neuronas vecinas, asi como un
incremento en la incidencia del acople entre las CGS (Blum, E. Procacci, P. 2014). En un estudio
donde se realiz6 una axotomizacion del nervio ciatico y safeno en rata, se encontré un incremento en
la transferencia intercelular del colorante fluorescente AL, asi como también un aumento en el
namero de UC, observadas a través de microscopia electrénica en las CGS de los GRD L4 y GRD
L5 del lado lesionado (Pannese, E., Ledda, M. 2003).

Huang y colaboradores en 2010, analizaron el efecto de agentes bloqueadores de canales
intercelulares en la comunicacion intercelular del GRD S1, en un modelo de dolor visceral por
inflamacion coldnica, generado por la aplicacion intraperitoneal de dinitro benzoato sulfonado
(BNDS), tras 12 dias de su administracion, indujo los siguientes cambios: a) incremento en la
sensibilidad mecéanica evaluado con filamentos de Von Frey en la region inferior de abdomen, b)
aumento en el acople intercelular con AL en las CGS del GRDS1 y c) aumento en la actividad
eléctrica espontanea. Mismos efectos disminuyeron con la administracion de agentes desacoplantes
de canales intercelulares tales como la carbenoxolona, el acido meclofenamico y el acido palmitoleico
inyectados intra peritonealmente. Lo anterior, sugirid la participacién de los canales de UC en la
generacion de dolor e hiper excitabilidad neuronal a través de la actividad eléctrica ectopica (Huang,
T-Y., Belzer, V. et al. 2010). No obstante, hay que recordar que los desacoplantes utilizados son poco
selectivos y pueden actuar en otros tipos de canales idnicos.

En un modelo de lesién por la compresion del GRDL4 mediante la realizacion de una estenosis
foraminal intervertebral durante 21 dias (Hu, S.J., Xing, J.L. 1998), se indujo la activacion de las
CGS del GRD manipulado, monitorizado por estudios de inmunofluorescencia (IF) con un anticuerpo
contra la proteina acida fibrilar glial (GFAP) 7 dias posteriores a la generacion de lesion. En estas

condiciones, también se encontrd6 un incremento en la incidencia del acople de colorantes
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fluorescentes entre las CGS, el cual fue mayor a los 7 dias posteriores a lesién en comparacion con
el grupo control (Zhang, H. et al. 2009). En cuanto a las neuronas, y especificamente, dentro del GRD,
se conoce menos como el dolor es capaz de impactar su intercomunicacion.

En particular, recientemente el grupo de la Dra. Pérez Armendariz identificé por primera vez el
subtipo de conexina que expresan las neuronas del GRD (Pérez Armendériz, E.M. et al. 2018) vy,
como se explica en la siguiente seccion, son hallazgos que han motivado el desarrollo de la presente

tesis.

3. Justificacion.

La Cx36 es la conexina con mayor distribucion en las células neuronales del sistema nervioso
(Condorelli, D.F. 2000; Pérez Armendariz, E.M. et al. 2018).

En la médula espinal se sabe que las neuronas de las raices dorsales expresan la Cx36 y que la ligadura
parcial del nervio ciatico (PSNL) induce una disminucion de su expresion al dia 21 después de la
lesion en los segmentos L4-L6, mediante estudios de inmunofluorescencia y Western blot.
Posiblemente por una disminucion en terminales aferentes (Nakamura, Y., et al., 2015). Estos
estudios sugirieron también que las fibras aferentes del GRD expresan la Cx36. Lo anterior, es
consistente con estudios de hibridacion in situ mostraron que los GRD expresan el RNAm de la Cx36
(Condorelli, D.F. 2000).

Recientemente la Dra. Martha Pérez Armendariz y colaboradores, demostraron gque todos los GRD
de la region lumbar expresan proteina Cx36. Realizandolo mediante estudios de PCR en tiempo real,
asi como inmunohistoquimica (IHC) y doble IF. En los estudios, las neuronas se identificaron por su
positividad al marcador anti B-111 tubulina y las CGS, identificadas por la deteccién de la marca
positiva con un anticuerpo contra la anti-glutamin sintetasa de los GRD lumbares. También,
encontraron que el RNAm de la Cx36 en el GRD L4 ipsilateral, decae significativamente con respecto
al de los ganglios L4 de ratas control al dia 84 posterior a la ligadura del nervio sural, modelo que

genera alodinia de forma sostenida. No asi cuando la lesion se realizaba en nervio tibial, modelo que
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no genera dicha sintomatologia (Pérez Armendariz, E.M. et al. 2018). Lo anterior ha sugerido la
asociacion del dolor a la posible disminucién de la expresion de la proteina Cx36. No obstante, se
ignora a la fecha si la expresion de la proteina Cx36 también disminuye en las células de GRD, y de
hacerlo, en que subtipo celular ocurre este cambio.

La presente tesis pretende contestar las preguntas anteriores, utilizando un modelo de dolor
neuropaético irreversible, secundario a la ligadura de los nervios espinales L5 y L6 antes de su entrada
al GRD en ratas adultas (Kim, S.H., Chung, J.M. 1992). Este modelo tiene la ventaja de la selectividad
de fibras que se busca lesionar y la sintomatologia clinica se presenta de manera rapida (3 dias),

alcanzando un méximo sostenido a los 15 dias posteriores a la ligacion.

4. Pregunta de investigacion.

¢Existe un cambio en la expresion de la proteina Cx36 en los GRD L4 y L5 en condiciones de dolor

neuropético inducido por ligadura de los nervios espinales correspondientes?

5. Hipotesis.
La lesion del sistema nervioso se ha observado asociado a incrementos en la expresion de la conexina

36 (Cx36). Se ha identificado que las neuronas y CGS del GRD expresan la proteina Cx36. De lo
anterior es posible que la ligadura de los nervios espinales L5 y L6 incrementen la expresion de la
Cx36 en las neuronas y/o células gliales del GRD como un mecanismo compensatorio al incremento

en la excitabilidad neuronal.

6. Objetivos.
6.1 Objetivo general.

Investigar la existencia de cambios en la expresion de la proteina Cx36 en la poblacion neuronal y en
las CGS tras el desarrollo de una lesion neuropatica por ligamiento de los nervios espinales L5y L6.
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6.2 Objetivos especificos.
1. Desarrollar un modelo de dolor neuropatico experimental mediante el ligamiento de nervios
espinales L5 y L6 del lado izquierdo del animal como grupo experimental y de un grupo control con

cirugia simulada o “sham”

2. Validar el desarrollo del modelo neuropatico evaluando el umbral de retiro de la pata trasera
ipsilateral a la lesion mediante su estimulacion mecanica utilizando filamentos de VVon Frey a seis

diferentes tiempos (dias 0, 3, 7, 14, 17 y 21 posteriores a ligamiento) en ambos grupos.

3. Investigar la expresion de la proteina Cx36 en cortes de GRD5 y GRD4 experimentales, asi como
GRD4 y GRD5 de animales sham mediante su incubacion con un anticuerpo dirigido contra la Cx36

y revelados por inmunofluorescencia indirecta.

4. Desarrollar un programa que permita la pseudo cuantificacion automatica de las marcas
fluorescentes positivas para la Cx36, buscando identificar posibles cambios de expresion de la
proteina Cx36 en los GRD de animales que se realizo la ligadura de los nervios espinales L5y L6y

el grupo sham.

7. Materiales y Métodos.

7.1 Sujetos.

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas de una edad de 8 semanas. Con un peso entre 150-170gr,
distribuidas en dos grupos: un grupo Sham (n=10) y grupo experimental (n=12). Estas se distribuiran
individualmente en jaulas de acrilico, con agua y alimento a libre demanda con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas. Las ratas se habituaron a dichas condiciones previamente a la realizacion
del procedimiento. Se siguieron los protocolos de ética de la Facultad de Medicina, UNAM vy del
CINVESTAYV, IPN. Los cuales estan apegados a la normatividad internacional para el uso de
animales, siguiendo las pautas éticas para investigacion de dolor experimental en animales

conscientes (Zimmerman, M., 1983), se minimizé en lo posible la manipulacion de los animales a fin
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de ocasionar la menor evocacion de dolor fuera de las evaluaciones planteadas y utilizando el menor

namero posible de animales para obtener resultados significativos en la investigacion.

7.2 Modelo de dolor neuropatico.

Se realiz6 la ligacion periférica de nervio espinal L5 y L6 izquierdo al grupo experimental (n=12),
siguiendo el protocolo previamente descrito (Kim, S.H., Chung, J.M. 1992). Para realizarlo se
anestesio al roedor con Ketamina 70 mg/kg y Xilazina 8 mg/kg, administrandose via intraperitoneal.
La rata se posicion0 en prono y se localizaron las espinas ciaticas, que corresponden a la vértebra L6
(Fig.14). A este nivel se realizé una incision longitudinal de 2-3 cm en el eje dorso-vertebral. Se
separaron los musculos para-espinales de los procesos espinosos buscando exponer la apdfisis lateral
de L5, la cual se retird cuidadosamente con una gubia pequefia exponiendo el nervio periférico
correspondiente a L5. Se colocé una la ligadura a 0.5 cm posteriores al inicio del nervio espinal de
L5y L6 realizando 2 nudos firmes con hilo de seda del nimero 5-0 (Fig. 15). Procediendo a realizar
hemostasia por presion, y cierre de los planos anatomicos intervenidos mediante puntos simples con
seda 2-0. El cuidado de la herida se realiz6 con aplicacion de antiséptico topico.

Para el grupo sham (n=10), se realizé el mismo procedimiento que al grupo experimental exceptuando
la ligacion de los nervios L5 y L6. La vigilancia de los animales se realiz6 diariamente a la misma
hora (medio dia). Manteniéndose en cajas separadas bajo condiciones semejantes de humedad,

temperatura y alimentacién a fin de prevenir infecciones.

7.3 Valoracion clinica de la generacion de dolor.

Para la valoracion de la sensibilidad mecanica de la pata se colocd a los animales en jaulas de
observacién, las cuales consisten en un espacio de 18 cm x 18 cm x 27 cm con paredes de acrilico
transparente y piso con malla de alambre, permitiendo una estimulacion mecéanica en la superficie
plantar con filamentos de VVon Frey de diferente grosor (Fig.16). Tras un periodo de adaptacion a las
condiciones del area de evaluacién durante 30 minutos, se estimuld con filamentos de Von Frey de
diferente calibre que generan distintas presiones para determinar el umbral de retiro de la extremidad

posterior empleando el método “up and down” (Dixon, 1980; Chaplan et al. 1994). La valoracion
50



inicié con el filamento de 0.6 g, con incrementos logaritmico de rigidez del filamento, ascendiendo o
descendiendo en funcion de respuesta del animal. ElI umbral de retiro de la extremidad se midid
tomando en cuenta dos tipos de respuestas, siendo positiva el retiro de la extremidad ante una
estimulacion con un lapso de 10 s, y como respuesta negativa ante la ausencia de este movimiento.
Posterior a la primera respuesta positiva, se estimul6 4 veces mas, tomando un patron de 6 respuestas
tanto positivas como negativas y el valor del ultimo filamento utilizado.

El 50% del umbral de retiro se calculé utilizando la formula siguiente:

50% umbral (g) = (10X * %21y /10,000.

Donde: Xf es el valor del dltimo filamento utilizado (en unidades logaritmicas); k es el factor de
correccion basado en los patrones de respuesta de la tabla de calibracion y el valor tabulado con base
en el patron de respuestas positivas y negativas, y o se refiere a las diferencias de promedio entre
estimulos (en unidades logaritmicas) (Dixon, 1980; Chaplan et al. 1994). La presencia de alodinia se
considera cuando el 50% umbral de retiro de la extremidad es < 4 g (Fig.16 y 17).

Las evaluaciones se realizaron en distintos momentos: previo a procedimiento y los dias 3, 7, 14, 17
y 21 posteriores a la intervencion de la pata izquierda.

En este se coloca el valor del altimo filamento utilizado (4.56) y el de las 6 respuestas previas a su
uso. Registrandose: La primera respuesta positiva (retiro de pata) ante estimulo mecanico, la tltima
respuesta negativa previa a la primer positiva y las cuatro respuestas siguientes a la primera respuesta
al dolor. A partir de esta informacion se calcula la presidén necesaria (expresada en gramos) para
generar el 50% de retiro de la pata ante estimulo mecanico. Para el ejemplo mostrado, el valor de la
evaluacion fue de 4.39 g. Si el valor resultante de la evaluacion es menor a 4 g se considera que hay

alodinia.
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Fig.14

Fig. 15

Medula
Espinal

Fig. 14. Posicion inicial para intervencion de animal. Linea amarilla muestra el nivel de espinas ciaticas. Linea verde
discontinua representa la linea media corporal. Linea roja representa sitio de incision.

Fig. 15. Representacion esquematica del modelo de generacion de dolor. Se representa el sitio donde se realizo la
ligacién de nervios espinales L5 y L6. Lado contralateral se mantuvo intacto.
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Fig.16

Fig. 17

B

ENTER XO SERIES : 0x00x0.

Rata:

ENTERXf: 4.56 ENTER Xf Fecha:

Dias de lesian:

ANSWER: --> 43987 <-ANSWER 561

3.84

4.309g

4.08

4.17

0|0|0|0

4.31

4.58

Instrucciones : 474

1.- Intraducir en el xf el nimero del Gltimo filamento utilizado . 4.93

2 - Introducir en la celda inferior los altimos 6 valores obtenidos en la evaluacian 5.07

En donde: x= RESPUESTAS POSITIVAS 5.18

0= RESPUESTAS NEGATIVAS 546

5.88

65.10

Fig. 16. Superior lzquierda. Espacios para la valoracion de animales. Inferior izquierda. Filamentos de Von Frey

utilizados. Derecha. Vista inferior del espacio de evaluacion.

Fig. 17. Formato para registro de evaluaciones (up&down). En la imagen se ejemplifica un formato de evaluacion.
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7.4 Obtencion y procesamiento de muestras bioldgicas.

Posterior a la Gltima evaluacion del animal se procedio a anestesiarlo con la combinacion de Ketamina
70 mg/kg y Xilazina 8 mg/kg, administrandose via intraperitoneal, procediendo a la apertura de caja
toréacica para acceder al area mediastinal y realizar una perfusion intracardiaca para la fijacion de
tejidos con paraformaldehido (PFA) al 4%. Iniciando la perfusién con 250 ml de solucién PBS a un
flujo de 8 ml/min. Una vez terminado se continu6 con 250 ml de PFA al 4% a un flujo de 8 ml/min;
procedimiento previamente estandarizado en el laboratorio del Dr. Rodolfo Delgado. Posterior al paso
de ambas soluciones se procedi6 al retiro de los ganglios de interés. (GRDL4, GRDL5 y GRDLS6) del
lado intervenido y los del lado contralateral.

Los ganglios se mantuvieron sumergidos en PFA al 4% hasta su procesamiento e inclusion en bloques
de parafina. Se procedi6 a la realizacion de cortes seriados de 4 pm de grosor dispuestos en
portaobjetos cargados positivamente permitiendo mayor adhesion del tejido. Dada la situacién
sanitaria originada por la pandemia solo fue posible procesar los GRD L4 y GRD L5, pero no los del
GRD L6. Inicialmente los tejidos se trabajaron en portaobjetos convencionales, sin embargo, los
cortes se despegaron y sufrieron dafio, haciendo imposible su correcta evaluacion. Por lo que se
requiri6 de portaobjetos cargados. Varios de estos cortes se utilizaron para hacer diversas
calibraciones de los anticuerpos estudiados, Por lo anterior, la “n” experimental se redujo de 12 a 6
enel GRD L4, y de 12 a 6 en el GRD L5 para las ratas del grupo experimental. Por otra parte, la “n”
correspondiente al grupo sham pasé de 10 a5 enel GRD L4,y de 10a5en el GRD L5.

7.5 Estudios Inmunofluorescencia (IF).

En los cortes de 4 um de los GRD se realizaron estudios de IF para los tejidos de los cuatro grupos
estudiados en cada laminilla, hubo dos cortes incubados con anticuerpos primarios y un corte
incubado solo con anticuerpos secundarios, utilizado como control negativo.

Se uso un anticuerpo primario, anti-Cx36 policlonal de conejo (Invitrogen Thermofisher Scientific —
Catalogo #51-6300), se calibraron las diluciones y se utiliz6 a una dilucion final éptima de 1:50.

El segundo anticuerpo primario fue anti-Pan Neuronal Marker (anti-PanN) (Milli-Mark Sigma
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Aldrich— MAB2300), monoclonal de ratdn, capaz de detectar un coctel de proteinas neuronales.
Utilizado para la localizacién de somas neuronales y sus fibras. Se calibraron diluciones, utilizando
la dilucién optima de 1:1000. Se probaron diferentes anticuerpos secundarios unidos a un fluoro foro
rojo a fin de que no hubiese sobreposicion con la fluorescencia de FITC (Em = 517 nm) para poder
realizar estudios de dobles marcajes con fluoresceina. Esto se logré utilizando un anticuerpo
policlonal de burro anti-conejo acoplado a Alexa 594 (Invitrogen Thermofisher Scientific — Catalogo
# A-21207) (Ex =594 nm, Em = 617 nm) a una dilucién optima de 1:200. El segundo anticuerpo
secundario utilizado fue un policlonal de cabra anti-raton acoplado a FITC (Invitrogen Thermofisher
Scientific Catalogo #62-6511) (Ex = 498 nm, Em = 517 nm). Adicionalmente los ndcleos fueron
contratefiidos con el marcador nuclear DAPI (0.001ul/ml) Invitrogen Thermofisher Scientific

Catalogo #D1306 (Ex = 355 nm, Em = 460nm) (Fig.18).

DAPI FITC Alexa 594
Alexa Ex: Em:
594 594nm | 617nm
FITC Ex: Em:

498nm | 517nm

DAPI Ex: Em:
355nm | 460nm

9% Normalized Excitation/Emission

700 800 900

Wavelength (nm)

Fig. 18. Espectros de excitacion y emision de fluorescencia de anticuerpos utilizados. Estos se encuentran en
diferentes valores del espectro de longitud de onda, evitando que las sefiales fluorescentes se traslapen entre ellas. Ex=
frecuencia para la excitacién, Em = frecuencia de emision.

7.6 Adquisicion de imagenes con microscopia confocal.
Se utilizaron dos microscopios confocales. El primero el de la USAI de la Facultad de Quimica,
UNAM y el segundo dentro del Laboratorio nacional de microscopia avanzada, IMSS. EI microscopio

confocal de la Facultad de quimica, UNAM se usé para identificar las titulaciones optimas para cada

55



anticuerpo y el segundo en el Laboratorio nacional de microscopia avanzada de IMSS, en el Centro
Médico Nacioanl, para la captura de las imagenes experimentales, ya que éste si estuvo abierto
durante la pandemia. Se eligid el corte incubado con anti-Cx36 que tuvo la mayor definicion en la
distribucion espacial de la fluorescencia para cada ganglio analizado. Debido a las medidas
restrictivas por la situacion sanitaria derivada de la pandemia COVID-19, para cada ganglio de los
diferentes grupos estudiados sélo se tomaron 2 iméagenes de cada corte incubado con anti-Cx36, asi
como de su respectivo control negativo. Las imagenes fueron obtenidas con un objetivo de 20X en
cortes opticos de 0.5 um de espesor. En éstas, se seleccionaron dos regiones de interés, a las cuales
se les realizaron amplificaciones digitales adicionales de 3.5X que son las que se muestran. El total
de ganglios estudiados fueron: experimental GRD L4 = 6, experimental GRDL5 = 6, y sham GRD
L4 =5, sham GRD L5= 5. La intensidad y resolucion espacial o definicion de la marca de todas las
imagenes fue heterogénea, por lo que para su pseudo cuantificacion se seleccionaron las imagenes
con la mayor resolucion espacial de la marca fluorescente. Para ello se utilizé un total de tres
imagenes adquiridas para cada uno de los diferentes grupos de ganglios estudiados, a excepcién del

grupo GRD5L experimental, que contd con cuatro imagenes confocales para su analisis.

7.7. Pseudo cuantificacion de fluorescencia.

Una vez seleccionadas las imagenes mas representativas de todos los grupos se procedi6 al analisis
pseudo cuantitativo de las marcas fluorescentes. Esto se realiz6 en colaboracion con la Ingeniera en
computacion Abigail Ortega Valdivia el software FT-Cx36, desarrollado a través de la plataforma de
programacion MATLAB-R2020a (Licencia: 40816183) a fin de cuantificar la fluorescencia total (FT)
en el area del corte adquirido, basado en la teoria de interseccion de conjuntos (Stoll, R.R., 1963)
(Fig.19).

Este programa cuantifico la densidad de puntos Cx36-IF positivos que estuvieron en un rango de
intensidad definido por los siguientes parametros:

56



57

Limite inferior o fluorescencia basal (Fb). Utilizando imagenes de IF de todos los cortes
incubados so6lo con anticuerpo secundario de los diferentes GRD estudiados (n=12) se
estimo el rango de fluorescencias que éstos tuvieron, asi como se considerd el de mayor
intensidad como el limite inferior de fluorescencia o basal. Las marcas fluorescentes cuyas
intensidades se encuentren por arriba a este limite se consideraran positivas para su pseudo
cuantificacion.

Fluorescencia méxima o superior (Fmax). A cada imagen se le hizo un histograma de
frecuencias con los valores de fluorescencia y se identificd el rango de variacion de la
intensidad de fluorescencia de la marca Cx36-1F positiva con respecto a la de los artefactos,
cuya fluorescencia fue mucho mayor. Una vez suprimida la anterior, se cuantificé la
fluorescencia en cada imagen gue se encontré entre la Fb y la Fms en forma automatica. El
programa cuantificé automaticamente el resto de la fluorescencia que se encontré entre Fb
y Fmax.

Resolucion espacial de la fluorescencia. La fluorescencia se cuantificO automaticamente
con un limite espacial de un pixel dentro de la imagen, siendo de 0.032 um?. Esto es un
punto fluorescente que de estas dimensiones se considerd dentro de la cuantificacion.

Determinacion del area del corte. La intensidad de la fluorescencia de la imagen se llevo a
su méaxima intensidad hasta verse homogénea a fin de lograr un contraste con el fondo sin
tejido, lo cual definio la periferiay el area presente con tejido. Posteriormente se dividio el
numero total de pixeles positivos en la imagen entre 0.1785 um/pix. Relacion espacial
obtenida de la barra de calibracion de cada imagen que imprime el equipo confocal en forma
automaética. Permitiéndonos obtener el area correspondiente al tejido dentro de la imagen
en umz.

La densidad de la marca Cx36. La densidad de la marca para los diferentes grupos de
ganglios fue considerada como el cociente del total de puntos Cx36-IF positivos/area de
tejido. El programa, hizo estos calculos en forma automaética y nos aporté una base datos
con la siguiente informacién: area analizada, conteo de puntos positivos, célculo de la
densidad del puntilleo Cx36-IF positivo por &area analizada. Expresado en puntos
fluorescentes / pm?.




Pgsitivo.GSR12

C.Neg.G5R4

Fig. 19. Imagenes ejemplificando el proceso de la pseudo cuantificacion automatica de la marca Cx36-IF positiva y
del area en imagenes confocales de cortes de GRDLS tanto experimental como sham. (A, A’ y A’’) imagenes de un
corte incubado con anti-Cx36. Izquierda. A) imagen en la cual se aplicaron los filtros de fluorescencia basal (Fb) y
fluorescencia maxima (Fmax) donde pueden claramente verse los puntos Cx36-IF positivos que son utilizados para
calculo de densidad por area. Centro A’) Célculo de area identificada a través del aumento de la saturacion de la
fluorescencia en la imagen permitiendo diferenciar las zonas con tejido. Derecha. A’”) Imagen pseudo-coloreada en
donde la marca anti-Cx36 (rojo) y nucleos tefiidos con DAPI (azul). B, B" y B"") imagen equivalente, pero de un corte
en donde sélo se incubd con anticuerpo secundario.

7.8 Medicion de fluorescencia individual en neuronas.

Para la medicion de la intensidad en la fluorescencia se utilizé el software FIJI / Image J. Dentro de
la imagen se localizaron las células de interés y se defini6 un trazo que cruzara de forma horizontal
la célula, pasando a través de la region correspondiente a su membrana, citoplasma y ndcleo celular.
Estas regiones se identificaron con la letra 1 y 2 para la region membranal y con la letra N para la

region correspondiente al nucleo. Posterior a la realizacion del trazo, se utilizd la herramienta
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“andlisis de particulas” con el que se despliega un registro continuo de la intensidad de la
fluorescencia registradas a lo largo de la linea definida. Permitiéndonos observar los cambios en los
niveles de intensidad en una misma célula. Este andlisis apoya el que la densidad de la marca Cx36-

IFpositiva es mayor cerca de la zona

7.9 Andlisis Estadistico.

Alodinia mecénica. Se analizaron los valores promedio y desviacion estandar (SD) para el umbral de

retiro de pata al 50%. Una vez que encontramos que estos valores tuvieron una distribucion normal
mediante el uso de la prueba de DAgostino, se decidié utilizar realizar la comparativa entre grupos
mediante un andlisis de varianzas (ANOVA) de dos vias analizando los cambios en el umbral de
retiro de la pata en ambos grupos con respecto al tiempo. Tomandose como significancia estadistica
a los valores con p <0.05. El analisis estadistico del area bajo la curva se realiz6 mediante una prueba
“t” de student con una correccion de Welch. Toandose como significancia estadistica los valores con
una p <0.05.

Fluorescencia de Cx36. La cantidad de puntos, su densidad promedio por area y su SD fueron

calculados para cada imagen de los GRD estudiados. A dichos valores se les realizd la prueba de
normalidad D’Agostino y se valor6 la diferencia entre grupos mediante un ANOVA de una via,
considerando los valores con p <0.05 como estadisticamente significativos. Para esto se utilizd la

paqueteria Graphpad Prism version 7.

8. Resultados.

8.1 Se desarroll6 alodinia mecénica en los animales experimentales.

La Fig. 20 muestra los resultados de la evaluacion clinica del dolor en los grupos de animales
experimentales y sham. Seccion A muestra la tabla con los valores promedio y SD del umbral al 50%
para el retiro de la pata de ambos grupos utilizando los filamentos de VVon frey hasta el dia 21 posterior
a la lesion. Por otra parte, en 20-B muestra la grafica correspondiente del promedio y la SD del valor
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umbral al 50% para el retiro de la pata tanto al grupo experimental (verde) como de sham (olivo).
Como se observa, este umbral disminuy6 importantemente desde la primera evaluacion al dia 3 para
el grupo experimental y se sostiene asi hasta el final del periodo de evaluacién. Por otra parte, el
grupo sham no mostré cambios significativos en su umbral. El analisis estadistico obtenido con la
realizacién de ANOVA de dos vias mostro diferencias significativas (p<0.001) Valor de F = 31.

La figura 19C, se presenta una grafica de barras con los valores obtenidos mediante la determinacion
del area bajo la curva (AUC) de ambos grupos, obtenida utilizando el método de trapecios. Estas

presentan diferencias significativas, calculadas con la prueba “t” de Student con un valor de p<0.001.

8.2 Cambios en la distribucién de la marca de la Cx36 en los GRD con ligamiento de los nervios
espinales.

Inicialmente, a fin de familiarizarse mejor con la histologia del GRD, la Fig. 21 muestra una imagen
de contraste de fase (izquierda) de un GRD, asi como otra adquirida utilizando el filtro de
fluorescencia a DAPI a fin de marcar los nucleos (centro). Puede observarse como los nucleos
pequefios densos forman rosetas ya que corresponden a las células gliales satélites (CGS) que rodean
a las neuronas. En un estudio previo nuestro grupo ha documentado que todos los ganglios de la
region lumbar de la rata expresan la proteina Cx36 y que sus niveles relativos son semejantes,
considerando resultados de estudios de inmunohistoquimica (IHC), e inmunofluorescencia (IF), asi
como de PCR en tiempo real (Pérez Armendariz, E.M. et al. 2018).

A fin de identificar si en nuestras condiciones experimentales detectamos la expresion de la Cx36 se
incubaron cortes control y experimentales con un anticuerpo anti-Cx36 policlonal previamente
caracterizado. Los grupos estudiados fueron: los controles negativos GRDL4 sham, GRDL5 sham,
y GRDLA4 ipsilateral a la lesién de L5 y L6. El grupo experimental consistio en cortes de GRDL5 de

ratas con ligacion de nervios espinales L5y L6.
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A)

Grupos
Experimental Inicial (dia 0) Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 17 Dia 21
Promedios (gr) 13.01 2.86 2.84 2.44 2.02 2.24
Sb 2.34 0.66 1.44 0.91 0.86 1.00
Sham Inicial (dia 0) Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 17 Dia 21
Promedios (gr) 11.75 12.51 12.77 12.18 11.66 13.34
Sb 2.05 2.29 1.63 1.73 2.68 2.63
B)
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Figura 20. Cambios en el umbral al dolor en animales con ligadura en los nervios espinales L5y L6 con respecto
a los animales control. A) La tabla 11, muestra los valores de promedio del umbral al 50% para el retiro de la pata
(azul) y su SD (rosa) de las ratas experimentales (superior) y control (inferior) registrados ante la estimulacion
mecanica con filamentos Von Frey, obtenidos a diferentes fechas a partir de la ligadura de los nervios espinales L5 y
L6, hasta el dia 21; gramos= gr. B) Histograma del desarrollo de alodinia mecénica posterior a ligacion de L5y L6.
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Grafica porcentual obtenida a partir de graficar los valores presentados en la tabla 111 en el inciso A. Puede observarse
que en el grupo experimental el umbral al 50% para el retiro de la pata tuvo una disminucién significativa desde la
primera evaluacion (3er dia), y que ésta se mantuvo baja hasta el dia 21 post ligadura, pero esto no ocurrio en el grupo
sham. Los valores promedio para este umbral fueron estadisticamente significativos desde el 3er dia (ANOVA de dos
vias) (**** p<0.001). El nimero de ratas en el grupo experimental fue de n=12 y en el grupo sham su nimero fue
semejante (n=10). C) Gréfica de la integral bajo la curva Puede observarse que el valor de ésta fue significativamente
menor para el grupo experimental (1,603) que para el sham (6,234) de acuerdo con el analisis con la prueba T de
Student (** p<0.001).

A

Campo claro

' Neurona O CGS

Fig. 21. Histologia de un corte de GRD lumbar. Imé&genes de un corte de un GRD L5 de grupo experimental a un
objetivo 20X obtenido A) por microscopia de campo claro como B) fluorescencia para DAPI que marca los nucleos
celulares, principalmente de las CGS, que rodean a las neuronas (figuras color amarillo en el diagrama de la derecha).
C) Esquema del GRD, busca representar el cuerpo principal del ganglio, compuesto por unidades de neuronas de
diferentes tamafios, cada una rodeada de CGS. Objetivo 40X. Barra de escala 50 pm.

En la Fig. 22 y Fig. 23 se muestran imagenes adquiridas mediante microscopia confocal de cortes de
GRDL sham adquiridos después de su incubacion con el anti-Cx36.

En la Fig. 22 se muestran cortes de GRD L4 de una rata sham (A) y el GRD L4 de una experimental
(B) ipsilateral a la ligadura de L5 y L6, adquiridas después de su incubacion con el Anti-Cx36. En
estas la marca Cx36-IF positiva se muestra en rojo y los nicleos tefiidos con DAPI con azul. Asi
mismo, las iméagenes en A y B muestran una fluorescencia difusa correspondiente a la marca anti-

Cx36-IF punteada en el soma de la mayoria de las neuronas del ganglio, sefial que no es detectada en
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los cortes incubados sélo con el atb-secundario (C y D). Lo anterior, documenta la especificidad de
la reaccion obtenida con el anti-Cx36. Asi mismo, la densidad de la marca anti-Cx36 no es homogénea
entre las neuronas de un mismo GRD. Estos resultados muestran ademas que la marca anti-Cx36-1F
positiva, no es diferente entre los GRDL4 de una rata sham y el de una experimental con lesion

ipsilateral de los nervios espinales L5y L6.

Para realizar una comparacion de las observaciones anteriores, la Fig. 23 se muestra, imagenes
adquiridas con microscopia confocal de cortes de GRDL5 de dos ratas sham incubados con anti-
Cx36. Estas muestran la marca anti-Cx36 punteada ya descrita (Ay B), las cuales no se observan en
los cortes incubados solo con anticuerpo secundario (C. D). Coincidiendo la heterogeneidad de la
intensidad de la marca entre las neuronas de un mismo GRDL5 como la encontrada en los cortes
GRDLS5 de diferentes ratas sham.

Una vez corroborada la expresion dentro de GRD de animales sham, se analizaron los cortes de GRD
de animales expuestos a ligadura de los nervios espinales L5y L6. Se realizaron estudios en los tejidos
correspondientes de los animales lesionados, con la intencion de corroborar si existen cambios en la
expresion de la Cx36 con respecto a la presentada en los animales sham.

La Fig. 24 muestra imagenes confocales de cortes de DRGL5 de dos ratas diferentes a las cuales se
les 1igo los nervios espinales L5 y L6. Estas muestran el maximo (A) y el minimo (B) de la marca
anti-Cx36-IF positiva. La marca anti-Cx36-1F punteada positiva en ambos cortes parecen ser mayores
a los observados para las imagenes de los ganglios control: tanto del GRDL4 (sham e ipsilateral)
como del GRDLS5 sham. Del mismo modo, esta marca no se observé en las imagenes correspondientes
a los cortes incubados Unicamente con el anticuerpo secundario (C y D). Lo anterior, sugiere que la
lesion de las aferentes del GRDLS5 incrementa la expresion de la Cx36-1F punteada positiva. Debido
a la emergencia sanitaria COVID-19, sélo fue posible estudiar los cortes del GRDLS5 ipsilaterales a
lalesion y no los contralaterales, asi como tampoco los GRDL6 lesionados y sus respectivos controles

contralaterales.
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La Cx36 tambien se ha localizado en fibras nerviosas (Pérez Armendériz, E.M. et al. 2018). A fin de
investigar este aspecto en nuestras condiciones experimentales, analizamos cortes de GRD de los
diferentes grupos. La Fig. 25 muestra la imagen por microscopia confocal de un corte de DRGL4 de
un animal experimental, adquirida después de su incubacion con el anti-Cx36. El recuadro indicado
con la letra “F” marca una zona donde pasa un paquete de fibras neuronales que es amplificado
digitalmente a la derecha para su mejor visualizacion. Puede observarse que en las fibras existe una
marca Cx36-1F punteada positiva, aunque estos puntos son mucho mas pequefios que los identificados
en las neuronas. Esto nos da un indicio que la expresion de la Cx36 se encuentra en las fibras nerviosas
de GRD sin exposicion a la lesion.

Con el resultado anterior se propuso investigar si la ligadura en L5 y L6 impide o cambia la deteccion
de la marca anti-Cx36 IF- positiva en las fibras nerviosas, para ello analizamos cortes co-incubados
con la anti-Cx36 y con anti-PanN, anticuerpo dirigido a un coctel de proteinas neuronales. La Fig.
26, muestra las imagenes obtenidas de cortes de GRDL5 de dos ratas que fueron expuestas a
ligamiento de los nervios espinales L5y L6 (A y B). En estas puede observarse la colocalizacion de
la marca anti-Cx36 (roja) en las fibras nerviosas positivas al anti- PanN (verde). Los paneles A’ y B’
muestran las imagenes de estos tejidos, pero en las cuales solo se expuso el laser rojo con el fin de
mostrar con més claridad la distribucion de la marca anti Cx36-IF punteada. Puede verse sin
ambigiiedad que la marca esta presente en las fibras estudiadas. En éstas el punteado Cx36-IF positivo
es mas fino, aspecto que también se habia observado en el GRDL4 sham (Fig. 25) como en estudios
previos (Pérez Armendariz, E.M. et al. 2018). Los resultados anteriores, nos permiten demostrar que
la ligadura en los nervios espinales L5 y L6 aparentemente no impide la expresion de la Cx36 en las
fibras nerviosas. No obstante, dado que esta marca fluorescente fue mas tenue no podemos aseverar
si altera sus niveles de expresion.

Ademas de las neuronas, la Cx36 también se ha descrito entre las CGS de los GRD lumbares (Pérez
Armendariz, E.M. et al. 2018). Intentando corroborar este aspecto, la Fig. 27 muestra una imagen
adquirida con microscopia confocal de un corte de GRDL4 donde las neuronas presentan una marca

positiva al anti-PanN (verde), y colocalizando con esta se observa la marca al anti-Cx36 (rojo). En
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los recuadros 1 y 2 puede observarse que hay células negativas al anti-PanN, sefializadas con un
asterisco (*). Estas son células pequefias que se encuentran rodeando a los somas neuronales y tienen
nucleos densamente tefiidos con DAPI (azul) caracteristicos de las CGS. Mostrandose con mayor
claridad en las amplificaciones a la derecha marcadas con los nimeros respectivos 1y 2. Aqui la
marca Cx36-1F positiva punteada esta presente en las zonas de aposicion membranal entre las CGS
(flechas delgadas). Lo anterior muestra que en nuestras condiciones experimentales también es
posible ver la expresion de la conexina 36 en las CGS cercano a las zonas de contacto entre las CGS

con células vecinas.

Aunado a lo antes descrito, en el presente trabajo encontramos por primera vez en forma consistente
que la marca anti-Cx36 también se localiza en el nucleo de algunas neuronas. Esto lo observamos
tanto en tejidos de ganglios sham (Fig. 22-A, Fig.23, Fig.25), asi como en ganglios expuestos a
ligadura de L5 y L6 como lo muestra la Fig. 22-B, Fig.24, Fig.28.

A partir de una observacion cualitativa en imagenes convencionales su incidencia en el grupo
experimental y sham es semejante (tabla 1V). Esta marca nuclear solo se observé en las neuronas y
no se encontrd en los nucleos de las CGS, ni en los nucleos de las células Schwann que rodean a
algunos nervios ganglionares. También como mencioné antes y ha sido descrito previamente, la
marca Cx36-IF positiva se localiza en mayor densidad hacia la periferia de la membrana neuronal,
dependiendo el plano de corte (Pérez Armendariz, E.M. et al. 2018).

A fin de investigar si esta distribucidn se conserva en los ganglios cuyos nervios espinales fueron
ligados, se analizaron algunos somas neuronales con la herramienta de “analisis de particulas™ del
software de Image J (ver métodos). La Fig. 28-A, muestra una imagen confocal de un GRD L5 de
una rata expuesta a ligadura de nervios espinales y donde la marca anti-Cx36- IF positiva se muestra
en rojo. Midiendo la intensidad de fluorescencia de forma lineal a lo largo del didmetro celular. En
B y C se muestra el registro de fluorescencia para ambas neuronas en sus espacios subcelulares.
Puede observarse que la fluorescencia relativa para anti-Cx36 tiene una distribucion mayor hacia la

periferia celular (regiones 1y 2; 1"y 2”) que corresponde a la membrana celular donde se establece el
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contacto con las CGS y en la region correspondiente al nticleo (region N y N”) la cual es 4-5 veces
mayor con respecto a las regiones que corresponden al citoplasma. Lo anterior apoya la hip6tesis de
que la Cx36 puede estar localizada de forma predominante en regiones donde existe aposicion
membranal. También, revela una localizacion nuclear en las neuronas del GRD.

Buscando evaluar la frecuencia relativa de expresion de la Cx36 en los compartimientos celulares de
los GRD, se analizaron diferentes imagenes adquiridas (total: 44 imégenes) con un microscopio
convencional de fluorescencia (Olympus 1x70) de cortes de 4 um de espesor. La tabla IV lista la
frecuencia de deteccion de la marca Cx36-IF positiva de acuerdo con su localizacién celular y
subcelular. En la parte superior de la tabla se listan los resultados de los cortes de los animales control
y en la parte inferior los resultados para los cortes de los animales experimentales. La deteccion
positiva de escribe en verde y la negativa en rojo, para su rapida identificacion. En las filas amarillas
se marca el porcentaje relativo de positividad encontrado para cada caso de la marca Cx36 IF positiva.
Esta tabla muestra que la distribucion porcentual es semejante entre el grupo control y experimentales
fue semejante para las diferentes células y distribuciones subcelulares. Lo anterior, apoya la idea de
que el ligamiento de los nervios espinales al dia 21 no imposibilita la expresion de la Cx36 en alguna
de estas distribuciones celulares y /o subcelulares en particular. No obstante, los resultados anteriores

no descartan que no pueda haber cambios en su densidad relativa.

Dado que ya no fue posible el hacer los experimentos de doble marcaje, por la pandemia COVID-19,
decidimos evaluar si el ligamiento de los nervios espinales induce un cambio en la expresion de la
marca de la proteina Cx36 se compard en forma semi-automatica la fluorescencia total (FT) de cada

corte, como se describe a continuacion.
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GRD4, S1 == | GRD4, R5

GRD4, S1

Fig. 22. La distribucion de la Cx36 en el GRDL4 es semejante en el grupo sham y experimental. Imagenes de
fluorescencia confocales de cortes del GRDL4 de una rata sham (A y C) y de una rata experimental (B y D) adquiridos
después de su incubacién con un anti-Cx36. A 'y B) Puede observarse que la marca de la Cx36-IF punteada y basal son
semejantes en los cortes de los GRDL4 del animal experimental como sham. (C y D) imagenes de cortes incubados
Gnicamente con el anticuerpo secundario. En todos los paneles los nucleos fueron tefiidos con DAPI. Objetivo 20X.
Zoom digital 3.5X. Barra de calibracion 20 pum.
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Fig. 23. Variacion de la expresion de la marca Cx36-1F positiva en los cortes del GRDLS5 de ratas sham. Imagenes
de fluorescencia adquiridas con microscopia confocal en cortes del GRDL5 de dos ratas sham incubados con anti-
Cx36. A y B) Puede observarse la distribucion caracteristica Cx36-IF positiva en los somas neuronales. También la
heterogeneidad en la intensidad de la marca, entre los cortes de dos ratas distingas. C y D) La marca anti Cx36-1F
puntea esta presente en las iméagenes de los cortes que fueron incubados s6lo con anticuerpo-secundario. La
fluorescencia basal también es méas baja con respecto a los ganglios incubados con anti-Cx36. Objetivo 20x. Zoom
digital 3.5x. Barra de calibracion 20 pm.
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Fig. 24. El ligamiento de los nervios espinales L5 y L6 no impide la expresion de la Cx36 en los somas neuronales
del GRDL5. Iméagenes confocales de cortes de GRDL5 experimentales. A 'y B) La marca anti-Cx36 puede observarse
claramente en los somas neuronales de los cortes del GRDL5 de ambas ratas. Su expresién relativa parece ser mayor
a la registrada en los cortes control. No obstante, lo anterior, puede observarse que la intensidad de la marca es mayor
en uno (A) de los dos ganglios, confirmando que existe heterogeneidad en la deteccion de la marca en los diferentes
cortes de los GRDL5 analizados. C y D) Imégenes de cortes s6lo incubados con anticuerpo secundario, en donde la
marca anti-Cx36 -IF positiva punteada esta ausente y la basal difusa es minima. Objetivo 20x. Zoom adicional 3.5x.
Barra de calibracion 20 pum.
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Fig. 25. Expresion de la Cx36 en fibras nerviosas de un GRDL4 de una rata experimental. A) Imagen confocal
de corte incubado con anti-Cx36 (izquierda). La region de la imagen enmarcada en el recuadro (F) es presentada a la
derecha a una mayor amplificacion. A’) Misma imagen de fluorescencia a la cual se le sobrepuso la imagen de
contraste de fase correspondiente, a fin de visualizar mejor la regién donde corren las fibras del ganglio a ambos
aumentos. Objetivo 40X. Barra de escala: 50 um
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Fig. 26. La marca de la anti-Cx36 es visible en fibras neuronales en cortes de GRDL5 de ratas expuestas a ligadura de
los nervios espinales L5 y L6. Iméagenes confocales de cortes de GRDLS5 de dos ratas expuestas a ligadura de nervios
espinales co-incubados con anti-Cx36 y anti PanN. Ay B). La marca anti-Cx36 IF positiva (roja) se colocalizé en las
fibras anti-PanN positivas (verde), demostrando su expresion en fibras neuronales. A’ y B”) muestran solo las imagenes
de la fluorescencia de la marca anti-Cx36 (rojo), para ambos cortes a fin de analizar en mayor detalle la marca. Los
nucleos tefiidos con DAPI (azul). Objetivo 20X, Zoom digital 3.5X. Barra de escala: 20 um.
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Fig. 27. La Cx36 se expresa en las células gliales satélites (CGC) del GRD5 experimental. Izquierda) Imagen
adquirida con microscopia confocal. El corte optico fue de 0.5 um. Se muestra la marca Cx36-1F, marcas positivas
dentro del tejido neuronal, marcado con Pan neuronal marker (PanN) (verde). También pueden observarse
conglomerados de células pequefias con nlcleos densos que rodean a las neuronas que son negativas al atb-PanN lo
que indica que son células gliales satélites (CGS). En las zonas de aposicion membrana de las CGS es posible ver
puntos muy finos Cx36-IF positivos (flechas blancas finas). Lo anterior, muestra que en los GRD5 obtenidos de ratas
expuestas a ligadura de L5 y L6, las CGS aun expresan la Cx36. Objetivo 40x, Barra de calibracién 50 um.
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Fig. 28. Existen cambios en la intensidad de la marca Cx36-IF con respecto a la region celular analizada. A)
Imagen de un GRD L5 de un animal experimental incubado con Cx36. Se observa la distribucion heterogénea de la
marca anti-Cx36 entre las neuronas. Utilizando la herramienta de andlisis de particulas del programa Image J se obtuvo
el registro de la intensidad de la fluorescencia en un soma neuronal. B y C) Muestran este anélisis para los dos somas
neuronales indicados. En estas puede verse que en la region cercana a la membrana (1, 1’ y 2, 2°) la intensidad es de
alrededor del doble con respecto a la fluorescencia basal en el citoplasma. También que en la region del nicleo (N y
N’) la intensidad de la marca anti-Cx36-IF positiva aumenta de 4 a 5 veces la basal. Objetivo 20 X, Zoom adicional
3.5 X, Barra de calibraciéon: 20 pum.

8.3 Incremento en la fluorescencia total registrada en secciones de GRDLS5 de los animales con
ligacién de los nervios espinales L5y L6.

A fin de registrar la fluorescencia total de cada corte y poder asi compararla entre los grupos,
desarrolle en colaboracion con la Ing. Abigail Ortega Valdivia, un software que permitiera cuantificar

el nimero de puntos fluorescentes y el area del corte estudiado.
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Grupo Sham. T ejidoNeuronal [T Tejidoglial
GRDL4 Marca de Cx36 en Soma. Marca de Cx36 en fibras Marca de Cx36 en nucleos. Marca de Cx36 en CGS.
GRDL4 - S1 (n=4) Positivo (4/4) Negativo (0/2) 56 neuronas / 15 nucleos (26.7%) |Positiva (3/4)
GRDL4 - S3 (n=4) Positivo (4/4) Negativo (0/2) 61 neuronas / 6 nucleos (9.8%) Negativo (0/4)
GRDL4 - S5 (n=3) Positivo (3/3) Positivo (1/2) 20 neuronas / 3 nucleos (15%) Positiva (3/3)
Porcentaje de positividad 3/3 (100%) 1/3 (33%) 3/3 (100%) (24 nucleos) 2/3 (66%)
GRDL5

GRDLS5 - S3 (n=3) Positivo (3/3) Negativo (1/1) 24 neuronas / 5 nucleos (20.8%) |Positivo (2/2)
GRDLS5 - $4 (n=4) Positivo (4/4) Positivo (2/2) 34 neuronas / 4 nucleos (11.7%) |Negativo (3/3)
GRDLS5 - S5 (n=3) Positivo (3/3) Negativo (0/2) 22 neuronas / 3 nucleos (13.6%) |Positivo (2/3)
Porcentaje de positividad 3/3 (100%) 1/3 (33%) 3/3 (100%) (12 nucleos) 2/3 (66%)
Grupo experimental. Tejido glial
GRDL4 Marca de Cx36 en Soma. Marca de Cx36 en fibras Marca de Cx36 en nuicleos. Marca de Cx36 en CGS.
GRDL 4 - R4 (n=6) Positivo (6/6) Positivo (5/5) 78 neuronas / 15 nucleos (19.2%) |Positivo (6/6)
GRDL4 - R5 (n=2) Positivo (2/2) Negativo (0/2) 16 neuronas / 6 nicleos (37.5%) |Positiva (1/2)
GRDL4 - R6 (n=2) Positivo (2/2) Sin fibras 36 neuronas / 5 nucleos (13.8%) |Positiva (1/2)
Porcentaje de positividad 3/3 (100%) 1/2 (50%) 3/3 (100%) (26 nucleos) 3/3 (100%)
GRDL5

GRDLS5 - R4 (n=3) Positivo (3/3) Positivo (1/1) 16 neuronas / 4 nicleos (25%) Positivo (3/3)
GRDLS5 - R8 (n=3) Positivo (3/3) Sin fibras 34 neuronas / 1 nicleo (3%) Positivo (3/3)
GRDL5 - R11 (n=3) Positivo (3/3) Positivo (1/1) 41 neuronas / 4 nicleos (9.7%) Positivo (2/2)
GRDLS - R12 (n=4) Positivo (4/4) Sin fibras 138 neuronas / 29 nucleos (21%) |Positivo (4/4)
Porcentaje de positividad 3/3 (100%) 2/2 (100%) 4/4 (100%) (38 niicleos) 4/4 (100%)

Tabla IV. Andlisis cualitativo de la prevalencia de la marca anti-Cx36-1F positiva en las diferentes células de

los ganglios GRDL experimentales y control.

La presencia o ausencia de la marca Cx36 fue evaluada en las

imagenes de fluorescencia por microscopia convencional adquiridas para los GRD analizados. La parte superior
muestra los ganglios sham analizados tanto en el GRDL4 como en el GRDLS5. La parte inferior muestra la tabla
correspondiente para los GRDL4 y GRDLJ5 con ligacion de nervios espinales. En todos se analiz6 en forma cualitativa
(positivo o negativo) la deteccién de la marca Cx36-1F positiva en los somas neuronales, el nucleo, fibras nerviosas y
células gliales satélite (SGC). (Sham GRDL4: 3 animales, Sham GRDLS5: 3 animales, Experimental GRDL4: 3
animales, Experimental GRDLS5: 4 animales).

Los puntos Cx36-1F positivos cuantificados estuvieron dentro de un rango de intensidad que fue
acotado por una Fb, definida a partir del rango encontrado en los controles negativos, y una Fmax
que suprimio artefactos con una resolucion espacial de un pixel®. También, se calculd el &rea del corte
mediante la saturaciéon de la fluorescencia y considerando el cociente entre el niUmero de puntos

fluorescentes y el area, se calculd la densidad de la marca en cada imagen de los GRD analizados (ver

métodos).
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La Fig. 29 muestra en A) La grafica 2 y en B) la tabla V que resumen estas observaciones. En esta,
las barras muestran la densidad promedio y SD registrada de puntos Cx36-1F positivos/um? en la
seccidn total analizada para cada grupo.

La grafica muestra (A) un incremento significativo en la densidad de puntos Cx36-IF positivos/ pm?
(media y la SD) en secciones de los GRD5 experimentales (0.447+ 0.19; n=4) con respecto a la de
los ganglios control, que incluyeron a los GRDLA4 de las ratas experimentales (0.126 + 0.04, n=3), asi
como a los GRDL5 (p=0.028 + 0.01, n=3) y GRDL4 (p=0.027 + 0.002, n=3) de los animales sham.
Estos valores y en el nimero de puntos Cx36-1F positivos totales registrados de toda el area de corte
analizada se muestran en la tabla B. El incremento en la densidad media de puntos Cx36-IF positivos,
fue significativos, considerando la prueba de ANOVA de una via fue posible determinar que existe
diferencia significativa entre los diferentes grupos (p =0.0065) con un valor de F = 8.032. Analizando
la diferencia directa entre grupos se encontr6 diferencia significativa entre los valores de GRDL5
sham con el GRDLS5 experimental (p=0.0119) y GRDL4 experimental (ipsilateral a la ligacion) con
GRDLS5 experimental (p=0.0492).
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Grupos Puntos totales (promedio)| Area medida (promedio) |Densidad de puntos (promedio)| Densidad de puntos (SD)
(um2) ( puntos fluorescentes / pm2)
GRDL4 Sham. 732 26,941 0.027 0.0026
GRDLS Sham. 695 23,646 0.028 0.0139
GRDL4 Experimental, 3,459 27,620 0.126 0.0421
GRDLS Experimental. 11,853 24,579 0.447 0.1974

Fig. 29, La densidad relativa de puntos Cx36 positivos es mayor en el grupo de GRDLS5 expuesto a ligamiento
de los nervios L5 y L6 que la de los grupos control. A) Mediay SD de la densidad total registrada de la marca anti
Cx36-1F en imégenes confocales de cortes de GRD de los siguientes grupos estudiados: Sham GRDL4 y GRDL5, y
experimental GRDL4 y GRDL5. La densidad se calcul6 utilizando un programa de elaboracién propia realizado en
Matlab (ver métodos). Utilizando la prueba de ANOVA de una via es posible observar que existe diferencia
significativa entre los diferentes grupos (p=0.0065). Analizando la diferencia directa entre grupos se encontraron
diferencias significativas entre los valores de GRDL5 sham con GRDLS5 experimental (p= 0.0119) y GRDL4
experimental con GRDL5 experimental (p=0.0492). El nimero de ganglios analizados para cada grupo fue: GRDL4
sham N= 3, GRDL5 sham N=3, GRDL4 experimental N=3 y GRDL5 experimental N=4). B) Tabla V. Valores de la
pseudo cuantificacién automatica de la marca antiCx36-1F positiva. Pseudo cuantificacién realizada utilizando un
programa de elaboracién propia en Matlab (ver métodos). Obtenidos tras el andlisis de los GRDL 4 y GRDL5 sham,
asi como GRDL4 y GRL5 posterior a la ligacién de nervios espinales L5 y L86.
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9. Discusidn.

Los resultados de la presente tesis confirman que la proteina Cx36 se expresa en las neuronas, fibras
y en las SGC de los GRD de acuerdo con un estudio previo de nuestro grupo (Pérez Armendariz,
E.M. et al. 2018). Més aun, utilizando un modelo de neuropatia inducido por cirugia de los nervios
espinales L5 y L6 se corrobora que la proteina Cx36 se expresa en tanto en el soma neuronal como
en las CGS que lo rodean y en las fibras nerviosas a 21 dias después de la lesién, cuando el animal
presenta alodinia mecanica. Asimismo, el analisis pseudo cuantitativo de las imagenes confocales
mediante un algoritmo de elaboracion propia disefiado para este fin muestra que los niveles relativos
de la fluorescencia total de la Cx36 registrada en los GRDLS experimentales es significativamente
mayor a la de los tres controles utilizados que incluyeron al GRDL4 ipsilateral a la ligacion de los
nervios espinales L5 y L6, asi como a los GRDL4 y GRDLS5 de ratas sham. Lo anterior, permite
proponer que la lesién por ligadura de L5 y L6 y la alodinia mecénica asociada a esta ocurren en

paralelo a un incremento de la proteina Cx36 en las neuronas.

9.1 Modelo de dolor y manifestaciones conductuales.

Existen diversos modelos de dolor con caracteristicas fisioldgicas particulares (Challa, S.R., 2015).
En este trabajo utilizamos el modelo de Kim & Chung, el cual ofrece la ventaja de segmentar en
forma individual cada nervio espinal, y en este estudio fueron los L5y L6. Tras la lesidn, encontramos
que el grupo experimental (n=12) con modificaciones conductuales caracteristicas de alodinia y una
disminucion del umbral para el retiro de la pata cercano al 75% del valor inicial desde la primera
evaluacion. Alcanzando su minimo al dia 14 y manteniéndose hasta el dia 21. En contraste, esta
reduccidn no se registré en grupo sham (N=10) con diferencia estadistica (p>0.0001) entre ambos.
Esta curva de disminucién en el umbral esta de acuerdo con lo previamente descrito (Kim, S.H.,
Chung, J.M. 1992). De lo anterior, es posible concluir que se generé en forma exitosa un modelo de
dolor neuropatico.
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9.2 Distribucion de la marca inmunofluorescente contra la proteina Cx36 en los componentes
celulares de GRD.

9.2.1 Somas neuronales.

Aunque el GRD esta compuesto por diferentes tipos celulares, en un corte perpendicular la mayor
area analizada corresponde a los somas neuronales. En el presente estudio contamos con imagenes
de la marca anti-Cx36 tanto de microscopia de fluorescencia confocal (48 imagenes) como
microscopia convencional (44 iméagenes) (tabla 1V) para cortes de GRDL de tres ratas diferentes de
cada grupo, que contaron con la mayor definicion espacial de la marca. A partir de su analisis
podemaos concluir lo siguiente:

La marca anti-Cx36-1F positiva en los somas de las neuronas expuestas a ligadura de los nervios
espinales fue detectada en forma de pequefias placas y puntos positivos fluorescentes, siendo
semejantes entre los grupos pudiendo formar placas entre las células gliales y las neuronas. Estas
marcas fueron especificas, ya que no se observaron en los cortes de los ganglios respectivos que se
incubaron solo con anticuerpos secundarios.

El rango de variacion de la marca anti-Cx36-IF registrado tanto en la fluorescencia basal como el
puntilleo fluorescente fue semejante entre los grupos, sugiriendo que ésta resulta de discretas
variaciones en la técnica que involucra multiples procesos experimentales, que van desde la cirugia
hasta la adquisicién de las imagenes.

La variacion de la marca anti-Cx36 punteada entre las diferentes neuronas de un mismo ganglio,
también fue semejante entre los grupos y puede deberse a cambios intrinsecos en la expresion de la
proteina Cx36, pudiendo depender del fenotipo molecular de la neurona y/o de la situacion fisioldgica
de las neuronas de cada ganglio al momento de sacrificio del animal. Esta variacion se observé en
los cuatro grupos de GRD estudiados y es consistente con la observacion de un estudio previo (Pérez
Armendariz, E.M. et al. 2018).

La media de la pseudo cuantificacion automética de la marca anti-Cx36-1F total fue de 2 hasta 5 veces
mayor en el grupo de GRDL5 de ratas expuestas a ligadura de los nervios espinales L5 y L6, con

respecto a los tres diferentes grupos control. Estos cambios fueron estadisticamente significativos
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entre el grupo GRDLS5 experimental con respecto a GRDL4 del lado ipsilateral a la lesion (p=0.0492)
asi como con respecto al del GRDL5 sham (p=0.0119).

Lo anterior, da sustento a la hipdtesis de que la ligadura del nervio espinal L5 al dia 21 induce un
aumento en el umbral al dolor que se acompafia de cambios en la expresion de la Cx36 en el GRDL5
correspondiente. Esta hipotesis, difiere de una previa, que sugirié la disminucion de esta conexina,
con base a un decremento cercano al 50% en el RNAm de la Cx36, detectado por estudios de qRTPCR
en el GRDLA de ratas al dia 86 post ligamiento del nervio sural (Pérez Armendariz, E.M. et al. 2018).
La diferencia entre estos resultados puede explicarse tanto por las diferentes fechas a las cuales se
determiné el cambio en la Cx36 post-ligamiento (21 vs 86 dias), asi como la metodologia empleada
para el desarrollo de la alodinia mecénica. Cabe recalcar que en este estudio presentado medimos la
expresion de la proteina, mientras que en el previo se midi6 mMRNA del GRD el cual no
necesariamente tiene una relacién lineal con respecto a la expresion de la proteina (Park, W-M. et al.
2011).

9.2.2 Fibras nerviosas.

Observamos que la marca Cx36 -1F en las fibras nerviosas del GRDL estuvo presente en los ganglios
de animales con ligamiento de los nervios espinales (Pérez Armendariz, E.M. et al. 2018) asi como
que sus niveles de expresion fueron aparentemente semejantes a los de los grupos sham y su control
ipsilateral (tabla 1V). Lo anterior, sugiere que en este modelo la ligacion en las aferencias que llegan
a través de los nervios espinales L5 y L6, no inhibe la expresion de esta proteina de los nervios
aferentes que vienen de la periferia y se dirigen hacia la medula espinal al dia 21 post ligamiento. Los
resultados obtenidos por Nakamura y colaboradores en astas dorsales reportaron una disminucién en
la expresion de Cx36 medidos mediante estudios de Western Blot, asi como de IF (Nakamura, Y., et
al., 2015). Esta disminucidn, se ha interpretado como resultado de una disminucion de su expresion
en la poblacion de interneuronas inhibitorias dentro de las astas dorsales y/o secundaria un cambio en
la expresidn de las terminales aferentes que provienen del GRDL. Los resultados aqui presentados

apoyan mas la primera opcién, ya que en nuestros resultados la expresion de esta proteina esta
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presente en los nervios periféricos.

9.2.3 Células gliales satélite.

Un hallazgo de interés en esta tesis fue la identificacion de la marca anti Cx36-IF en las zonas de
aposicion membranal de las CGS que rodean a los somas neuronales. Los experimentos de doble
marcaje con anti-Pan Neuronal Marker y anti-Cx36 confirman esta localizacion en ambos grupos. La
tabla IV muestra que la frecuencia de la deteccion de la marca anti-Cx36-IF en las CGS fue semejante
en los cuatro grupos analizados. Por lo anterior, es posible concluir que el ligamiento de los nervios
espinales L5 y L6 no inhibe la expresion de la Cx36 en las CGS. No obstante, para comparar sus
niveles de su expresion si se requerird de estudios de doble marcaje para realizar una pseudo

cuantificacion automatica que nos indigue los cambios de manera cuantitativa.

En diferentes modelos de dolor se ha documentado un incremento en la transferencia intercelular del
trazador fluorescente AL entre las CGS del GRD. Esta observacién se ha hecho tanto por la adicion
local de agentes proinflamatorios (Ledda, M., Blum, E. 2009), axotomizacion de nervio ciatico
(Pannese, E., Ledda, M. 2003) o de manera sistémica por la inyeccion intraperitoneal de
lipopolisacérido de E. Coli (LPS) (Blum, E. Procacci, P. 2014) valorado en distintos momentos tras
el trauma. Este incremento se ha observado en el intervalo de los 3 a los 7 dias posteriores a la lesion
(Zhang, H. et al. 2009; Pannese E., Ledda M., 2003) existiendo un mayor acople entre la poblacion
glial (Huang, T-Y., Belzer, V., 2010) asi como el incremento en transferencia intercelular entre
células gliales y neuronas que en condiciones fisiologicas no es detectable (Ledda, M., Blum, E. 2009;
Blum, E. Procacci, P. 2014).

Por otra parte, el uso de blogueadores de canales de unién comunicante conlleva a una disminucion
de este acople intercelular, paralelamente disminuye las manifestaciones conductuales en respuesta a
un estimulo mecanico nociceptivo, asi como reduce la presencia de neuronas con potenciales de

accion espontaneos dentro del GRD (Blum, E. Procacci, P. 2014; Huang, T-Y., Belzer, V., 2010)
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sugiriendo que las UC tienen un papel dentro de la generacion de dolor al permitiendo un incremento
en lacomunicacion celular. No obstante, varios de estos bloqueadores de canales intercelulares tienen
poca especificidad bloqueando otros tipos de canales, en particular los dependientes de voltaje, con
lo cual también habria una disminucion de la excitabilidad y del dolor. Por lo que resta demostrar

que su efecto anestésico no resulta de este aspecto.

En las células gliales este acople intercelular directo se ha documentado que resulta al menos en parte
de la expresion de la Cx43 (Wu, A., Green, C.R., 2012; Pérez Armendariz, E.M. et al. 2018). Existe
un incremento en la incidencia del acople con colorantes fluorescentes entre las células CGS posterior
a una lesion compresiva del GRD acompafiado de la presencia de marcadores de activacion glial y
cambios en las propiedades eléctricas membranales como: menor resistencia de entrada y mayor
capacitancia de membrana, cambios que se explicaron como secundarios al incremento en el acople
celular. Dichos cambios se revirtieron tras la adicion de bloqueadores de canales de UC (Zhang, H.
et al. 2009).

De forma similar, en las CGS del ganglio trigémino se vio incrementada la inmunoreactividad de
Cx43 posterior a la lesion y el silenciamiento de este gen se ha encontrado asociado a una reduccion
de las manifestaciones clinicas del dolor (Vit, J.P et al. 2006; Ohara, P.T. et al. 2008). Con ello se ha
pensado que las UC en las CGS juegan un papel importante en la amortiguacion del exceso de K*
intersticial que se produce por el aumento de la excitabilidad neuronal derivado de una lesion
neuropatica (Cherkas, P.S. et al. 2004; Zhang, H. et al. 2009).

El incremento de la expresion de Cx36 se ha identificado en distintos escenarios: durante el desarrollo
embrionario permitiendo la sinaptogénesis (Personius, K.E. et al. 2007), diferenciacién neuronal
(Hartfield, E.M. et al. 2011) y maduracion de circuitos cerebrales (Maher, B.J., McGinley, M.J. 2009)
y secundario a la lesién neuronal en modelos como: isquemia cortical, choque hipo osmotico e
hiperactividad (Wang, Y. etal. 2012). El incremento en la expresion de la Cx36 se observd en forma

aguda posterior a la lesion coincidiendo en forma temporal con la liberacion de glutamato de forma
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masiva (Storfel, M. et al. 2002). Este incremento de la expresion de la Cx36 se redujo cuando se
bloqueé la actividad de los receptores glutamatérgicos mGIuR Il (Wang, Y. et al. 2012).
Interesantemente, en cortes de GRD lumbar de ratén y humano la expresion de mGIuRIl se
encontrado colocalizando con marcadores especificos para neuronas peptidérgicas (anti-CGRP) y no
peptidérgicas (IB4) por estudios de inmunofluorescencia (Davidson, S., Golden, J.P. 2016; Carlton,
S.M., Largett G.L. 2007).

En este contexto, el incremento en la marca anti Cx36-1F total en los GRDL5 de ratas expuestas a la
ligadura, con respecto a la de los grupos del GRDL4 experimental y el GRDL4 y GRDLS5 de ratas
sham nos permiten proponer que en la hiperexcitacion neuronal secundaria al dolor inducido ocurre
un incremento en la comunicacién intercelular directa entre glia y neuronas formada por canales
intercelulares formados por la Cx36. Esta mayor intercomunicacién, contribuiria como como un

mecanismo modulatorio frenando la hiperexcitacion celular.

9.2.3 Nucleos celulares.

Finalmente, otro hallazgo novedoso del desarrollo de esta tesis ha sido el encontrar la marca de la
anti-Cx36 en el nucleo de algunas neuronas, pero no en los nucleos de las CGS ni en los ndcleos de
las células de Schwann que envuelven a los nervios periféricos. Igualmente, esta marca tampoco se
observo en los cortes incubados unicamente con anticuerpo secundario. Lo anterior indica el que la
marca anti-Cx36 IF nuclear es especifica y sugiere su papel funcional. No obstante, la frecuencia de
laidentificacion de la marca anti-Cx36 (tabla IV), muestran que la fraccidn de esta marca es semejante
entre los GRDL de las ratas sham como experimentales. De lo anterior, esta localizacion subcelular
de la marca no parece estar relacionada a la manifestacion de dolor.

Esta distribucion celular no es comdn a las conexinas. No obstante, existe el antecedente de la que la
transfeccion del cDNA que codifica para la cola de la Cx43, induce cambios en proliferacion de la
linea celular (Dang, X., Doble, B.W. 2003). La ampliacién a futuro en la deteccion de imagenes tanto

en el grupo control como experimental, permitira el tener mas informacion a este respecto.
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No obstante, nuestro estudio tiene la limitacion de que la pseudo cuantificacion se realiz6 en un
namero relativamente reducido de animales. De ahi que, como un paso inicial para confirmar las
observaciones anteriores, sera necesario la ampliacion de estas mediante el estudio de los GRD L6

que ya fueron preservados.

10. Conclusiones.

- Se logro generar un modelo de dolor neuropatico de forma exitosa, conduciendo a la
disminucion del umbral desde la primera evaluacion manteniéndose hasta el dia 21.

- En los ganglios estudiados como en los controles la Cx36 se localiza tanto en los somas
neuronales, fibras, asi como en las CGS de acuerdo con la distribucion previamente descrita
y publicada en ratas control por nuestro grupo.

- La marca Cx36 se localizé en las zonas de aposicion entre CGS y en el soma neuronal
formando pequefas placas IF positiva, lo que sugiere la existencia de comunicacion
intercelular tanto de tipo homocelular entre las CGS, como heterocelular entre las CGS y
las neuronas.

- La pseudo cuantificacion automatizada de la marca anti-Cx36-IF positiva total de los cortes
obtenida en iméagenes obtenidas por microscopia confocal mostré que los GRDL5 de ratas
experimentales mostraron una densidad relativa del inmuno-puntilleo mayor con respecto
a los ganglios utilizados como control. Lo anterior, indica el incremento en la expresion de
la Cx36 bajo condiciones de neuropatia.

- Lo anterior, sugiere que el dolor induce un incremento en las placas de Cx36 formadas entre
las neuronas y las CGS que las rodean. Lo anterior, permitiria una mayor sincronia entre la
actividad de ambos tipos celulares, lo cual contribuiria a frenar la hiperexcitabilidad
neuronal y mejorar la tolerancia al dolor. Por su parte la mayor sincronia entre las CGS es
posible que favorezca la mayor remocion de K™ intersticial, secundaria a la
hiperexcitabilidad neuronal ya descrita.
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11. Perspectivas del trabajo.

Las repercusiones sociales, fisicas y econdmicas que ocasiona el dolor neuropatico representan un
problema de salud publica por lo que es primordial investigar méas al respecto con la finalidad del
desarrollo de estrategias terapéuticas.

La identificacion de que la Cx36 se expresa en las CSG y neuronas en condiciones aun de dolor y la
evidencia de que su expresion aumenta en estas condiciones presentada en esta tesis, permite
identifica a esta proteina como otro blanco molecular posible entre los multiples mecanismos
involucrados en la fisiopatologia del dolor. El avance en la investigacion en esta linea permitira
entender mejor la fisiopatologia del dolor y generar alternativas para su manejo.

Experimentalmente, como perspectivas inmediatas de este estudio estan el confirmar el incremento
en la expresion de la Cx36 en condiciones de dolor inducidas por dafio a las aferentes del nervio
espinal L6, ya preservadas, y que por la pandemia no pudieron estudiarse. Para esto es posible
analizar con estos mismos métodos los cortes de los GRDL6, y comparar sus niveles de expresion de
la Cx36 con respecto a los controles (GRDL4 y GRLD6) de animales sham y el GRD4 ipsilateral.
Otra perspectiva seria el realizar estos estudios con doble marcaje utilizando anticuerpos especificos
para células gliales (anti-GFAP, anti-glutamina sintetasa) lo que nos permitira tener mayores
evidencias de que este aumento también ocurre en la glia, lo cual fortaleceria nuestra hipotesis de que
la comunicacion heterocelular entre glia y neuronas contribuye a la regulacion de la excitabilidad

neuronal dentro del ganglio.
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