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Abreviaciones

ABC: Area bajo la curva

ARD: Amplio rango dindmico

AVP: Vasopresina

CGRP: Péptido relacionado al gen de la calcitonina

CRP: Campo receptivo periférico

IB4: Isolectina B4

ip: Intraperitoneal

Ki: Constante de inhibicion

L3: L368,899 antagonista especifico del receptor de oxitocina.
NPV: Nucleo paraventricular

OTR: Receptor de oxitocina

OXT: Oxitocina

sc: Subcutanea

SNC: Sistema nervioso central

SNP: Sistema nervioso periférico

SR: SR49059 antagonista especifico del receptor 1a de vasopresina.

Vl1aR: Receptor de vasopresina la
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1. Resumen

La oxitocina (OXT) y la vasopresina (AVP) son dos neuropéptidos con multiples funciones
neuroendocrinas, una de ellas es la modulacion de la nocicepcion. Si bien la administracion
periférica de ambos péptidos puede producir antinocicepcion, poco se ha estudiado sobre el sitio
de accidon donde actuan estas neurohormonas. El presente estudio explora si la administracion via
subcutanea de OXT y AVP produce antinocicepcion periférica local, qué receptores participan en

ella y la localizacion de los mismos.

En la primera parte analizamos mediante registros extracelulares unitarios de neuronas de amplio
rango dindmico de la médula espinal, si la administraciéon de OXT o AVP en el campo receptivo
periférico modifica en estas neuronas la actividad evocada por fibras AP, Ad y C. Posteriormente,
utilizamos los modelos conductuales de dolor inducido por formalina y de coordinacién motriz
con Rotarod para conocer si la inyeccion subcutdnea de OXT o AVP produce analgesia conductual
y efectos motores, respectivamente. Ademads, investigamos con el uso de antagonistas especificos
si los receptores de OXT (OTR) y de AVP (V1aR) participan en dicha accidon antinociceptiva.
Finalmente, buscamos la presencia de estos los receptores en terminaciones nerviosas periféricas

mediante Western blot e inmunofluorescencia.

Tanto la OXT como la AVP inyectadas en el campo receptivo periférico producen una disminucion
de la actividad evocada por fibras Ad y C, lo que se interpreta como un efecto antinociceptivo.
Asimismo, ambos péptidos producen analgesia conductual en el modelo de formalina. Sin
embargo, la inyeccion de AVP se acompaia de notorios efectos sistémicos y sobre la motricidad.
Nuestros resultados apuntan a que el efecto antinociceptivo de la OXT y de la AVP es de tipo
local, puesto que la administracion subcutdnea en una zona distinta a la que recibe el estimulo

nocivo no produce antinocicepcion. Finalmente, se encontramos la proteina del OTR expresada en



el nervio ciatico y reportamos por primera vez en la literatura la presencia de OTR y V1aR en

terminaciones nerviosas de la piel.

En resumen, nuestros resultados indican que tanto la OXT como la AVP producen antinocicepcion
periférica local. La evidencia farmacologica e histologica sefiala que los OTR y V1aR participan
en las funciones antinociceptivas de ambas neurohormonas. Finalmente, la AVP parece tener
menor potencial como medicamento antinociceptivo por la acentuada respuesta sistémica que

c€voca.

2. Abstract

Oxytocin (OXT) and vasopressin (AVP) are two neuropeptides with multiple neuroendocrine
functions, one of which is nociceptive modulation. Although the peripheral administration of both
peptides can produce antinociception, little has been studied about the site of action where these
neurohormones act. The present study explores whether subcutaneous administration of OXT and
AVP produces local peripheral antinociception, which receptors participate in it and their

localization.

In the first part of the study, we analyze through extracellular unitary recordings of wide dynamic
range spinal cord neurons, if the OXT or AVP administration in the receptive field modifies the
activity of these neurons evoked by AP, Ad and C fibers. Subsequently, we used the behavioral
models of formalin-induced pain and motor coordination with Rotarod to know if the subcutaneous
injection of OXT or AVP produces behavioral analgesia and motor effects, respectively.
Moreover, we investigate, with the use of specific antagonists, if the OXT (OTR) and AVP (V1aR)

receptors participate in the antinociceptive action. Finally, we evaluated the presence of these



receptors in peripheral nerve endings through Western blotting and immunofluorescence

microscopy.

Both OXT and AVP injected into the receptive field produce a decrease in the activity evoked by
Ad and C fibers, an action that is interpreted as an antinociceptive effect. Likewise, both peptides
produce behavioral analgesia in the formalin test. However, AVP injection is accompanied by
notorious systemic and motor effects. Our results suggest that the OXT and AVP antinociceptive
action is locally produced since subcutaneous administration in a different area than the one
receiving the noxious stimulus does not produce antinociception. Finally, we found OTR protein
expression in the sciatic nerve and report for the first time in literature the presence of OTR and

V1aR in nerve endings of the skin.

In summary, our results indicate that both OXT and AVP produce local peripheral antinociception.
The pharmacological and histological evidence suggests that the OTR and V1aR participate in the
antinociceptive functions of both neurohormones. Finally, AVP seems to have less potential as an

antinociceptive drug because it evokes marked systemic responses.



3. Marco teorico

3.1 Oxitocina y vasopresina

En el sistema nervioso central (SNC), la oxitocina (OXT) y la vasopresina (AVP, de las
siglas de arginina-vasopresina) son dos neuropéptidos sintetizados y secretados por 3 nticleos
hipotaldmicos: supradptico, paraventricular y accesorio. Las neuronas magnocelulares de los
nucleos supradptico y paraventricular proyectan sus axones a la hipofisis posterior (neurohipofisis)
desde donde liberan OXT y AVP a la circulacion sistémica para actuar como hormonas. Otro tipo
de neuronas, las parvocelulares, se localizan en el nicleo paraventricular, cuyas proyecciones se
dirigen a distintas areas del SNC (sistema limbico, eminencia media, tallo encefalico y médula
espinal, entre otros), en estas regiones los péptidos liberados actian como neuromoduladores
(Stoop, 2012). Ademas del hipotdlamo otros o6rganos periféricos (incluyendo las glandulas
suprarrenales, ovarios, Utero, testiculos y piel) pueden sintetizar OXT o AVP; en estos tejidos, las

hormonas actilan de manera paracrina o autocrina (Arnold et al., 2002; Deing et al., 2013).

Para realizar sus funciones fisiologicas tanto a nivel periférico como a nivel central la OXT y la
AVP se unen y activan a sus receptores. Se considera que la OXT tiene un solo tipo de receptor
denominado receptor de oxitocina (OTR, por las siglas en inglés de oxitocin receptor). Este
receptor es de tipo metabotropico por lo que estd acoplado a proteinas G, principalmente a
proteinas Gaq, las cuales incrementan la actividad de la fosfolipasa C (Gimpl y Fahrenholz, 2001).
Sin embargo, el acoplamiento a otras proteinas G, incluyendo Gaui, las cuales disminuyen la
actividad de la adenilato ciclasa, también se reportd en la literatura (Busnelli et al., 2012). Mientras

tanto, la AVP tiene 3 tipos de receptores Vla, V1b y V2; los primeros dos estan acoplados a



proteinas Gaq mientras que el Gltimo est4 unido a proteinas de tipo Gas, las cuales aumentan la

actividad de la adenilil ciclasa (Raggenbass, 2008).

La OXT y la AVP son muy similares en su secuencia (nonapéptidos que solo varian en 2
aminoacidos) y tienen la particularidad de unirse y activar a los receptores propios de ambos
péptidos; posiblemente esta caracteristica les permite actuar de manera paralela en algunas
funciones. Actualmente conocemos que la OXT puede unirse y activar a los receptores Vla, V1b
y V2, mientras que la AVP puede unirse y activar al OTR. Sin embargo, la afinidad de union entre
ligando y receptor difiere para cada una de las combinaciones. Tomando en cuenta la constante de
inhibicion (Ki) de la OXT y AVP para los distintos receptores, encontramos que la OXT se une
con mayor afinidad a su receptor (Ki 0.79+£0.22 nM) con respecto a los receptores de la AVP (Ki
Vla: 64£12, V1b: 16712, V2: 1782+79 nM); mientras que resulta interesante que la AVP se une
con similar afinidad a sus receptores (Ki V1a: 1.7+£0.08, V1b: 1.1+0.1, V2: 1.1+0.05 nM) y al OTR
(Ki 1.65+£0.49 nM) (Koshimizu et al., 2012). A pesar de esto, los receptores de ambos péptidos
tienen una distribucion diferente en los distintos 6rganos, lo que podria explicar las distintas
funciones bioldgicas de la OXT y la AVP. Por ejemplo, los OTR se expresan principalmente en el
utero (miometrio y endometrio), en las células mioepiteliales mamarias, en rifiones, corazéon y
distintas areas del sistema nervioso (SN) (Gimpl y Fahrenholz, 2001). Mientras que los receptores
Vla se encuentran en lechos vasculares, plaquetas, higado, glandulas suprarrenales y SN; los V1b
en la hipofisis anterior y los V2 en los tibulos colectores renales (Koshimizu et al., 2012). La
localizacion de estos receptores coincide con las principales funciones atribuidas a ambos péptidos

como describimos a continuacion.

La OXT y la AVP tienen funciones bien conocidas y ampliamente descritas. Resumiendo, la OXT

es una hormona fundamental en el trabajo de parto, actuando como uterotonico y en la lactancia,



favoreciendo el reflejo de eyeccion de leche (Gimpl y Fahrenholz, 2001). En estudios recientes, se
describieron nuevos papeles de la OXT en la regulacion inmune (Li et al., 2017) y metabdlica
(Amri y Pizani, 2016). Mientras que las acciones mejor descritas de la AVP son el control de la
diuresis, de la osmolaridad plasmatica y la regulacion de la presion sanguinea a través de sus
efectos renales y vasculares (Koshimizu et al., 2012); por otra parte, también se conoce su
participacion en la respuesta inmune, en el control de la proliferacion celular y en el metabolismo

(Mavani et al., 2015).

Ademas de sus funciones hormonales clésicas, ambos péptidos participan en distintos procesos del
sistema nervioso entre ellos la regulacion de la conducta social (Benarroch, 2013). Sobre esta
ultima, se han investigado multiples funciones incluyendo el uso social de la deteccion de olores,
recompensa social, interaccion social, agresion, preferencia sexual y comportamiento parental
(Johnsony Young, 2017 ). Estas funciones estan reguladas por el efecto de la OXT y la AVP sobre
la amigdala, hipotdlamo, septum lateral y sustancia gris periacueductal entre otros sitios (Smith et
al., 2019). Es interesante mencionar que la OXT puede mediar sus funciones sobre la conducta
social a través de la activacion de los receptores de AVP, mientras que la AVP puede producir
conductas sociales a través de su unidn a receptores de OT (Smith et al., 2019). Otra funcion
conjunta de la OXT y la AVP es la modulacion central y periférica de la nocicepcion y el dolor
(Caldwell et al., 1987; Yang, 1994; Condés-Lara et al., 2005; 2006; 2008; Miranda-Cardenas et
al., 2006; Martinez-Lorenzana et al., 2008; Rojas-Piloni et al., 2008; DeLaTorre et al., 2009;
Gonzalez-Hernandez et al., 2014; Mavani et al., 2015; Xin et al., 2017) sobre estas funciones

profundizaremos a continuacion.



3.2 Generalidades de la fisiologia del dolor

El dolor se define como una experiencia sensorial o emocional desagradable asociada a un
dafo real o potencial en un tejido, o descrito en términos de dicho dafio (IASP Task Force, 1994).
Esta modalidad sensitiva tiene el propdsito de proteger al organismo de estimulos dafiinos
potenciales y se manifiesta con respuestas somatosensitivas y emocionales (Kucyi y Davis, 2017).
Es importante aclarar que el dolor se presenta como una experiencia altamente subjetiva mientras
que el término nocicepcion se refiere a los procesos celulares y moleculares que participan en la

transduccion, transmision, procesamiento y modulacion de los estimulos nocivos (Sneddon, 2018).

3.2.1 Mecanismos de la nocicepcion periférica

El estimulo dafiino suele ser de tipo mecanico, térmico, quimico o inflamatorio. Una de las
funciones del sistema nervioso periférico (SNP) es responder a los estimulos nocivos o
potencialmente nocivos transduciendo, transmitiendo y modulando la sefial nociceptiva. Las
células del SNP encargadas de esto son los nociceptores. Los nociceptores son neuronas
sensoriales primarias cuyos cuerpos celulares se localizan en los ganglios de la raiz dorsal; estas
células son de tipo pseudounipolar, es decir tienen solamente un axén que se bifurca en una rama
que se dirige al tejido periférico (terminaciones nerviosas libres) y otra rama que proyecta a las

laminas superficiales de las astas dorsales de la médula espinal (Basbaum et al., 2009).

Los nociceptores poseen distintas clases de receptores que se activan con moléculas especificas o
fendmenos fisicos de caracter nocivo; en general se considera que hay receptores para estimulos
térmicos, mecanicos y quimicos (Perl, 1968; Basbaum et al., 2009). Las proyecciones axonicas de

donde nacen las terminaciones nerviosas libres pueden ser clasificadas por su diametro, grado de



mielinizacion y velocidad de conduccion. Considerando estas variables, las fibras que transmiten
de forma normal la informacion nociceptiva son las fibras C (diametro pequefio, mielinizacion
ausente y lenta conduccion) y las fibras Ad (didmetro pequeio y mediano, poca mielinizacion e
intermedia velocidad de conduccion). En contraste, las fibras que transmiten informacién no
nociceptiva, por ejemplo el tacto, son clasificadas como de tipo A (didmetro grande, mielinizadas
y rapida conduccion) (Tabla 1, Fig. 1). La excitacion de las fibras Ad y C evoca sensaciones
dolorosas distintas. La actividad de las primeras produce un dolor de tipo agudo y bien localizado,
denominado “primer dolor o epicritico”’; mientras que las segundas evocan un dolor sostenido,

sordo y mal localizado, denominado “segundo dolor o protopatico” (Fig. 1).

Ademas de la clasificacion anterior los nociceptores pueden ser categorizados por el tipo de
estimulo que los activa en térmicos, mecanicos, polimodales y silentes y por la expresion de
distintos marcadores bioquimicos, e.g. péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP) o
isolectina B4 (IB4) (Dubin y Patapoutian, 2010). Respecto a este ultimo método de clasificacion
se reportd que las neuronas CGRP + suelen poseer fibras de tipo C y Ad, mientras que las neuronas

IB4+ predominantemente tienen fibras de tipo C (Snider y McMahon, 1998).

Velocidad

Tipo de fibra Mielinizacion Diametro

Fibras Ap Mielinizadas
Fibras Ao Poco mielinizadas 2—5um 3 a30 m/s*
Amielinicas 04—-1.2pm 0.1 a 1.4 m/s*

Tabla 1: Clasificacion de las fibras de las neuronas aferentes primarias.
*Dubin y Patapoutian, 2010.

6—12 um 30 a 70 m/s*
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Figura 1: Esquema representando los tipos de fibras de las aferentes primarias
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Se han descrito distintas sustancias endogenas inhibitorias de la nocicepcion periférica. En general,
estas sustancias desencadenan mecanismos para reducir la activacion de los nociceptores y
modular los procesos inflamatorios. Dentro de las sustancias antinociceptivas mejor estudiadas se
encuentran los opioides (Stein y Lang, 2009) y los cannabinoides (Kress y Kuner, 2009). Los
nervios expresan receptores para ambas sustancias y dicha expresion es modulada por la respuesta
inflamatoria local y por el dafio al tejido nervioso. Esto les confiere la capacidad de modular la
nocicepcion en condiciones de dolor inflamatorio y dolor neuropatico (Stein, 2016; Kress y Kuner,
2009). Los ligandos enddgenos pueden provenir de diferentes fuentes, por ejemplo distintas células
del sistema inmune, queratinocitos y los mismos nociceptores pueden secretar estas moléculas para
actuar de manera autocrina y paracrina. En este sentido y de importancia para el presente estudio
es destacable que los queratinocitos y los fibroblastos tienen la capacidad de sintetizar y secretar
OXT y pueden controlar la respuesta inflamatoria local en la piel (Deing et al., 2013). De hecho,

tanto la OXT como la AVP pueden modular la respuesta inflamatoria a distintos niveles (Li et



al., 2017). Sin embargo, hasta el presente trabajo no se habia descrito la presencia de OTR ni de

V1aR en las terminaciones nerviosas periféricas.

3.2.2 Mecanismos de la nocicepcion central

Como se menciond anteriormente las proyecciones centrales de las neuronas aferentes
primarias terminan en las astas dorsales de la médula espinal. En este sitio se lleva a cabo el relevo
de informacidn de las neuronas de primer orden a las de segundo orden. Estas tltimas pueden ser
de distintos tipos incluyendo neuronas de proyeccion e interneuronas locales. Las neuronas de
segundo orden también se clasifican por el tipo de estimulo al que responden, las hay especificas
a estimulos mecanicos no nocivos (mecanoceptores), a estimulos nocivos (nociceptivas
especificas) y de amplio rango dindmico (ARD). Las ultimas son de especial interés para el
presente proyecto y se caracterizan por responder a estimulos inocuos y nocivos, es decir estan

inervadas por fibras A, Ady C.

Las astas dorsales de la médula espinal son un sitio importante en la modulacion endégena del
dolor debido a que representan el primer sitio de relevo de la informacion nociceptiva. Ademas
de las aferencias de las neuronas de primer orden, a las astas dorsales llegan multiples proyecciones
axonicas descendentes provenientes de distintas regiones moduladoras del dolor, entre ellas el
sistema sustancia gris periacueductal-médula rostroventromedial, nucleos del rafe, el locus

coeruleus y el hipotdlamo (Millan, 2002).

La informacién nociceptiva se transmite desde la médula espinal a sitios supraespinales a través
de seis tractos principales: (1) espinotaldmico, (2) espinorreticular, (3) espinomesencefalico, (4)

cervicotalamico, (5) espinohipotalamico y (6) espinoparabraquial (Basbaum et al., 2009). Las
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neuronas de tercer orden se encuentran en distintas regiones tanto cerebrales como del tronco
encefalico. Las ubicadas en el tdlamo tienen eferencias que llegan a multiples areas de la corteza
cerebral que en conjunto codifican las distintas dimensiones sensitivas y emocionales del dolor.
Mientras que las ubicadas en el tallo cerebral y diencéfalo se encargan principalmente de codificar

respuestas autonomicas y de iniciar la modulacion endégena descendente (Millan, 2002).

3.3 Introduccion a las funciones antinociceptivas de la oxitocina y la vasopresina

3.3.1 Acciones centrales antinociceptivas de la oxitocina

Previamente se menciond que el hipotdlamo puede modular la transmision de la
informacion nociceptiva a nivel de la médula espinal (Millan, 2002). Se conoce desde finales de
la década de 1970 que existe una via descendente oxitocinérgica que nace en el nucleo
paraventricular (NPV) del hipotalamo y se extiende hacia las astas dorsales medulares de manera
ipsilateral (Buijs, 1978; Swanson y McKellar, 1979; Sawchenko y Swanson, 1982; Rousselot et
al., 1990; Condés-Lara et al., 2007). Las terminaciones de estos axones se localizan en areas en
donde se encuentran receptores de la OXT (Moreno-Lopez et al., 2013). Distintos estudios
demostraron que esta via tiene un papel importante en la nocicepcion; por ejemplo, las neuronas
oxitocinérgicas del NPV incrementan su actividad cuando se aplica un estimulo nociceptivo
periférico al animal de experimentacion (Wang et al., 2009; Condés-Lara et al., 2009; Matsuura et
al., 2016). De hecho, la estimulacion eléctrica del NPV produce un incremento de OXT tanto en
plasma como en liquido cefalorraquideo y médula espinal (Martinez-Lorenzana et al., 2008) y
multiples trabajos han comprobado que tanto la estimulacion eléctrica como optogenética del NPV

producen antinocicepcion y analgesia en modelos de dolor agudo y crénico a través de la liberacion
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de OXT anivel espinal (Condés-Lara et al., 2006; 2008; Miranda-Cardenas et al., 2006; Martinez-
Lorenzana et al., 2008; Rojas-Piloni et al., 2008; DeLaTorre et al., 2009; Eliava et al., 2016).
Adicionalmente, el NPV interactia a nivel supraespinal con otros centros moduladores
descendentes. En este sentido, la estimulacion eléctrica del NPV aumenta la expresion de c-Fos en
la sustancia gris periacueductal, rafé magno y locus coeruleus (Condés-Lara et al., 2015).
Conexiones que parecen funcionales pues la administracion de OXT en la sustancia gris
periacueductal produce antinocicepcion a estimulos térmicos y mecéanicos (Ge et al., 2002) y tanto
la lesion del rafe magno (Condés-Lara et al., 2012) como del locus coeruleus (Rojas-Piloni et al.,

2012) disminuyen el efecto antinociceptivo de la estimulacion eléctrica del NPV.

El potencial analgésico de la administracion de OXT exdgena por multiples vias también se ha
probado. La administracion intracisternal, intratecal y espinal de OXT produce antinocicepcion y
analgesia en distintos modelos experimentales de dolor (Caldwell et al., 1987; Yang, 1994;
Condés-Lara et al., 2005). Los mecanismos a nivel espinal ain se investigan, sin embargo
multiples hallazgos han comenzado a esclarecer como actiia la OXT a este nivel para producir
antinocicepcion. La microinyeccion de OXT en las astas dorsales puede inhibir o excitar distintas
poblaciones celulares, a pesar de eso cuando se coadministra con glutamato en la mayoria de las
ocasiones disminuye la activacion mediada por este neurotransmisor (Condés-Lara et al., 2003).
Ademas se demostr6 que la OXT puede reducir la actividad de neuronas de segundo orden evocada
por fibras Ad y C de las neuronas aferentes primarias (Condés-Lara et al., 2005; Rojas-Piloni et
al., 2010). Por lo que se postulé que una posibilidad es que la OXT active a interneuronas
GABA¢érgicas que a su vez disminuyan de manera presinaptica la actividad de las neuronas
aferentes primarias (Rojas-Piloni et al., 2007; Breton et al., 2008; Condés-Lara et al., 2009; Jiang

et al., 2014). El GABA no es el tnico neurotransmisor implicado, la participacion de mecanismos
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opioidérgicos (Gao & Yu, 2004; Condés-Lara et al., 2009) y serotonérgicos (Godinez-Chaparro et

al., 2016) también se ha descrito en la analgesia mediada por OXT.

3.3.2 Acciones centrales antinociceptivas de la vasopresina

Si bien los nucleos que sintetizan y secretan a la AVP son los mismos que a la OXT y las
proyecciones espinales del NPV pueden ser vasopresinérgicas (Buijs, 1978) el papel de la AVP en
la antinocicepcion parece ser diferente al de la OXT. Por ejemplo, la estimulacion eléctrica del
NPV produce antinocicepcion en ratas de cepa Brattleboro, caracterizadas por carecer de la
capacidad para sintetizar AVP (Yirmiya et al., 1990) apuntando a otras sustancias como las
mediadoras antinociceptivas; sin embargo, la microinyeccion de AVP en la sustancia gris
periacueductal (Yang et al., 2006a), en el nicleo caudado (Yang et al., 2006b) y en el nucleo del
rafe magno (Yang et al., 2006c) produce antinocicepcion. En este sentido, la estimulacion
nociceptiva periférica aumenta la expresion de AVP en los nicleos antes mencionados. Estos datos
sugieren la posibilidad de que la AVP actie a nivel supraespinal independientemente de la

actividad del NPV.

Farmacologicamente se mostro que la administracion intracerebroventricular e intratecal de AVP
o andlogos produce antinocicepcion en distintos modelos de dolor agudo (Bernston y Berson,
1980; Kordower et al., 1982; Kordower y Bodnar, 1984. Bodnar et al., 1984, 1985; Watkins et al.,
1986; Caldwell et al., 1987). Sin embargo, existen datos contradictorios sobre el efecto
antinociceptivo a nivel espinal. En un modelo in vivo de nocicepcion en ratas estudiado mediante
electrofisiologia, la microadministraciéon de AVP no produjo antinocicepcion en las astas dorsales

de la médula espinal (Rojas-Piloni et al., 2010). Por otra parte, en ratones en libre movimiento la
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administracién espinal de AVP produce antinocicepcion en el modelo de formalina, efecto
dependiente del GABA (Peng et al., 2015). Es posible que la discrepancia de los datos se deba a
una variacion entre las especies. Finalmente, los mecanismos de accién de la antinocicepcion
inducida por AVP han sido menos estudiados que los de la OXT. Unicamente el reporte de Peng
y colaboradores (2015) apunta a que posiblemente los canales GABA4 tengan un papel en los
efectos espinales de la AVP, mientras que los efectos supraespinales fueron reportados inicamente

de manera descriptiva.

3.3.3 Antecedentes de la modulacion periférica antinociceptiva de la oxitocina

Cronologicamente los primeros reportes sobre el posible efecto periférico antinociceptivo
de la administracion de OXT datan de los primeros afios de la década de 1990. En un reporte breve
Uvnés-Moberg y colaboradores (1992) describieron que la administracion intraperitoneal (i.p.) de
OXT en ratas, aumenta el tiempo de latencia en el modelo de nocicepcion térmica de retirada de
la cola (tail flick test), mientras que la administracion de un antagonista del OTR disminuye el
tiempo de latencia (Uvnds-Moberg et al., 1992). Posteriormente se describié que la administracion
i.p. de OXT también produce antinocicepcion en la prueba de nocicepcion térmica de la placa
caliente (hot plate test), en este reporte el efecto antinociceptivo fue maximo a los 30 minutos de
la administracién de la hormona y tuvo una duracion mayor de 90 minutos. También se investigd
la participacion de los OTR y de receptores a opioides, los resultados mostraron que tanto la
administracién del antagonista del OTR como de naltrexona, un antagonista no especifico de
receptores de opioides, redujeron el efecto antinociceptivo de la OXT (Arletti et al., 1993). Si bien
en el reporte anterior se describid que la OXT no producia efectos adversos significativos

posteriormente se publicd que la administracion i.p. de dosis elevadas de OXT produce sedacion,
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disfuncion locomotriz, vasoconstriccion e hipertension (Xu y Wiesenfeld-Hallin Z, 1994) y que
dichos efectos podian estar relacionados con el aumento de latencia en el modelo de nocicepcion.
Sin embargo, es necesario tomar en cuenta que Arletti y colaboradores (1993) encontraron el efecto
antinociceptivo usando dosis entre 11y 93 g, mientras que Xuy Wiesenfeld-Hallin administraron
dosis mayores a 250 pg. Por otra parte, la antinocicepcion inducida por la administracion i.p. de
OXT no se limita a modelos de nocicepcion térmica, en ratones también se probd el efecto
antinociceptivo en el modelo de formalina (Reeta, et al., 2006; Schorscher-Petcu, et al., 2010) y
de nocicepcion mecanica (Schorscher-Petcu, et al., 2010). La via i.p. no ha sido la tnica utilizada,
la administracion intravenosa (i.v.) de concentraciones fisiologicas de OXT reduce la actividad
evocada por fibras C en neuronas de amplio rango dinamico de las astas dorsales de la médula

espinal, asi como la respuesta de tipo wind-up (Juif'y Poisbeau, 2013).

A pesar de estar descrito el posible efecto antinociceptivo de la OXT periférica, el sitio en el cual
produce la antinocicepcion se ha abordado poco. Hasta ahora la mayor parte de las investigaciones
se han enfocado en el posible papel modulador de la OXT en los ganglios de la raiz dorsal. Moreno-
Lopez y colaboradores (2013) encontraron que el OTR se expresa en los cuerpos neuronales (no
asi en las proyecciones axénicas) de células de los ganglios de la raiz dorsal, de manera
predominante en las neuronas no peptidérgicas (positivas a IB4) aunque también fue encontrado
en menor proporcion en neuronas peptidérgicas (positivas a CGRP) (Moreno-Lopez et al., 2013).
Funcionalmente se describid que en células disociadas de ganglios de la raiz dorsal el tratamiento
con OXT inhibe la despolarizacion por KCI en neuronas sensibles a capsaicina (Hobo et al., 2012),
las corrientes inducidas por ATP (Yang et al., 2002) y por acidificacion del pH (Qiu et al., 2014a),
ambas importantes participes de la nocicepcion periférica. Finalmente, en cultivos de neuronas de

ganglios de la raiz dorsal se encontr6é que la administracion de OXT produce una disminucion de
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la excitabilidad neuronal, esta disminucion se debe a un aumento de las corrientes rectificadoras
de salida de K™ (Gong et al., 2015). Las vias intracelulares involucradas en el efecto periférico de

la OXT se han investigado poco.

Existe el debate de si el efecto periférico es mediado a través de la union y activacion a receptores
de OXT (OTR) o de AVP (V1a) (seccion 3.3.5). En linea general se encontrd que la OXT produce
un aumento en el calcio intracelular (Ayar et al., 2014; Gong et al., 2015) y que dicho aumento
participa en la produccion del efecto final de la OXT (Yang et al., 2002). Se ha propuesto la
participacion de distintas vias de sefializacion intracelular, por ejemplo, se reportdé que la
administracién de un inhibidor especifico de las proteinas Gq (Qiu et al., 2014a) y de la proteina
quinasa C (Ayar et al., 2014) interfiere con el efecto in vitro de la OXT. Gong y colaboradores
postularon que en los ganglios de la raiz dorsal la OXT, a través de la via de las proteinas Gog-
fosfolipasa C, incrementa la actividad de la sintasa de 6xido nitrico, aumenta el GMP ciclico y
finalmente incrementa la actividad de los canales rectificadores de K*, lo que disminuye asi la

excitabilidad neuronal (Gong et al., 2015).

Algunos hallazgos sugieren que la OXT periférica podria actuar de manera fisioldgica como un
modulador de la respuesta nociceptiva. En ratas, la estimulacion eléctrica del nervio cidtico en
parametros suficientes para activar fibras C y la estimulacion sensitiva dolorosa aumentan la
liberacion de OXT en el torrente sanguineo (Stock y Uvnds-Moberg, 1988) y la administracion de
un antagonista al OTR disminuye el umbral basal en el modelo de retirada de la cola (tail flick
test). Asimismo, la administracion i.v. de OXT en concentraciones semejantes a las presentadas
de manera fisiologica durante el trabajo de parto produce antinocicepcion (Juif'y Poisbeau, 2013).

Ademas, la administracion i.v. de un antagonista del OTR previene la antinocicepcion producida
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en el modelo de analgesia generada por estrés (Juif'y Poisbeau, 2013) la cual es mediada por OXT

(Robinson et al., 2002).

En resumen, la administracion periférica de OXT por via intravenosa e intraperitoneal produce
antinocicepcion. Hasta ahora los trabajos de investigacion se han enfocado en el posible efecto a
nivel de los ganglios de la raiz dorsal; sin embargo, la posible accién de la OXT también se podria
presentar a nivel de las terminaciones nerviosas periféricas, cuestion que no se ha abordado hasta

el presente estudio.

3.3.4 Antecedentes de la modulacion periférica antinociceptiva de la vasopresina

Desde la década de los 1980 se describid que la administracion periférica de AVP o un
andlogo produce antinocicepcion en modelos de nocicepcion térmica, quimica, mecanica e
inflamatoria (Berkowitz y Sherman, 1982; Berson et al., 1983; Schorscher-Petcu et al., 2010;
Mogil et al., 2011). A pesar de las multiples descripciones del efecto antinociceptivo periférico de
la AVP, se ha estudiado poco el posible sitio de accion en el cual actiia. Hasta este momento los
ganglios de la raiz dorsal eran el sitio propuesto, debido a que la AVP aumenta las corrientes
GABAA a este nivel (Qiu et al., 2014b). Recientemente se sugirié que la AVP también podria
actuar de manera periférica local, ya que la administracion de AVP subcutanea (sc) produce

antinocicepcion en un modelo de dolor quimico (Qiu et al., 2014a).

También se ha abordado el posible papel fisiologico antinociceptivo de la AVP. La cepa de ratas
Brattleboro, caracterizada por la imposibilidad de secretar AVP, presenta hiperalgesia y
disminucién en la potencia antinociceptiva en el modelo de analgesia generada por estrés (Bodnar

et al., 1982). Asi mismo un modelo de liberacion fisioldgica de AVP inducida por la inyeccion de
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una solucion hiperosmotica produce antinocicepcion en animales de experimentacion (Baylis y
Robertson, 1980). En este sentido, la aplicacion de un estimulo nociceptivo produce un incremento
en la AVP plasmatica tanto en animales de experimentacion (Suzuki et al., 2009) como en seres

humanos (Kendler et al., 1977; Aubdck y Konzett, 1983; Yang et al., 2012).

3.3.5 Receptores involucrados en la antinocicepcion mediada por oxitocina y

vasopresina

Hasta el momento existe debate sobre cudl es el receptor que utiliza la OXT y la AVP para
producir antinocicepcion y analgesia. En términos generales el consenso era que la OXT se une a
su receptor OTR para producir antinocicepcion, como lo demuestran distintos trabajos en los
cuales se revirtio o se bloqueo el efecto antinociceptivo de la OXT con la administracion de
distintos antagonistas del OTR (Uvnis-Moberg et al., 1992, 1993; Arletti et al., 1993; Yang, 1994;
Robinson et al., 2002; Yang et al., 2002; Condés-Lara et al., 2006, 2008, 2009; Miranda-Cardenas
et al., 2006; Rojas-Piloni et al., 2007, 2010); por el contrario se cree que la AVP a su vez utiliza el
receptor Vla (Berkowitz y Sherman, 1982; Kordower y Bodnar, 1984) para producir
antinocicepcion. Sin embargo, un estudio publicado en el 2010 por Schorscher-Petcu y
colaboradores (Schorscher-Petcu et al., 2010) comenz6 el debate sobre el receptor utilizado por
estos péptidos. En el citado estudio se describid que la administracion sistémica de OXT en ratones
knock-out (KO) al OTR continuaba produciendo analgesia en distintos modelos de dolor producido
por estimulos térmicos, mecdnicos y quimicos. Sin embargo, la analgesia mediada por la OXT no
estaba presente en ratones KO al V1aR. Adicionalmente describieron que la analgesia mediada
por OXT también podia ser revertida por un antagonista al V1a. A partir de ese afio se publicaron

tanto estudios que descartaron que la OXT utiliza el receptor V1a para producir analgesia (Juif'y
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Poisbeau, 2013; Jiang et al., 2014; Garcia-Boll et al., 2018) como estudios que indican que el
receptor Vla esta implicado en las funciones antinociceptivas de la OXT (Qiu et al., 2014a; Kubo
et al., 2017; Han et al., 2018). Solo un estudio propone que ambos receptores pueden estar

involucrados al mismo tiempo en la funcion analgésica de la OXT (Hobo et al., 2012).
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4. Planteamiento del problema y preguntas de investigacion

Existen evidencias de que la administracion intravenosa e intraperitoneal de los péptidos
OXT y AVP produce antinocicepcion en distintos modelos de dolor, lo que sugiere que ambas
hormonas pueden modular la transmision de la informacion nociceptiva a nivel periférico. Sin
embargo, el sitio donde actiian en la periferia para producir antinocicepcion se ha estudiado poco.
Estudios sefialan que la modulacion antinociceptiva puede llevarse a cabo en los ganglios de la
raiz dorsal en donde se expresan OTR y V1aR; no obstante, atin continia un debate sobre cual es
el receptor utilizado por la OXT y la AVP para producir analgesia. Finalmente, no se ha abordado
la hipotesis de que la OXT y la AVP actiien de manera local sobre las terminaciones nerviosas

libres, pues no se ha reportado en la literatura la presencia de OTR o de V1aR en las mismas.

Tomando en cuenta lo anterior nos hicimos las siguientes preguntas de investigacion.

e ;Laadministracion sc (periférica local) de OXT produce un efecto antinociceptivo local?

e (EI OTR y el VlaR participan en el efecto antinociceptivo local de la administracion sc de
OXT?

e ;Laadministracion sc de AVP produce un efecto antinociceptivo local?

e (EI OTR y el VlaR participan en el efecto antinociceptivo local de la administracion sc de
AVP?

e ;Las terminaciones nerviosas periféricas de la piel expresan OTR y V1aR?

e ;Qué tipo de fibras nerviosas periféricas expresan el OTR y V1aR?
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. Hipotesis

La administracion sc de OXT produce un efecto antinociceptivo en pruebas electrofisiologicas
y conductuales. Este efecto estd mediado principalmente a través de la union de la OXT con el
OTR. El V1aR no participa en los efectos antinociceptivos de la OXT.

La administracion sc de AVP produce un efecto antinociceptivo en pruebas electrofisiologicas
y conductuales. Este efecto estd mediado tanto por la union de la AVP al V1aR como al OTR.
Las terminaciones nerviosas periféricas de la piel expresan OTR y V1aR. Estos receptores son

expresados por neuronas amielinicas de tipo peptidérgico.

. Objetivos

Objetivo 1: Determinar si la administracion sc de OXT produce antinocicepcion en un modelo
electrofisiologico de nocicepcion y en un modelo conductual de dolor.

Objetivo 2: Determinar si el pretratamiento local con un antagonista especifico del OTR o del
V1aR bloquea los efectos de la administracion sc de OXT.

Objetivo 3: Determinar si la administracion sc de AVP produce antinocicepcion en un modelo
electrofisiologico de nocicepcion y en un modelo conductual de dolor.

Objetivo 4: Determinar si el pretratamiento local con un antagonista especifico del V1aR o del
OTR bloquea los efectos de la administracion sc de AVP.

Objetivo 5: Determinar si las terminaciones nerviosas periféricas de la piel expresan OTR o
V1aR mediante microscopia de fluorescencia.

Objetivo 6: Determinar en qué tipo de fibras, peptidérgicas o no peptidégicas, se expresan OTR

o Vl1aR
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7. Materiales y Métodos
7.1 Animales

Para el desarrollo del presente trabajo se llevaron a cabo experimentos electrofisioldgicos,
conductuales e histologicos con finalidades complementarias. Todos los protocolos
experimentales fueron aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia y siguen
los principios éticos de experimentacion en animales de la Asociacion Internacional para el Estudio
y Tratamiento del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés) y la NOM-062-ZO0-1999. Se usaron
ratas Wistar macho entre 250g-300g (n = 208), en ciclo luz-obscuridad 12:12, con alimentacion e
hidratacion ad libitum, en la tabla 2 se realiza un resumen de los animales usados por técnica

experimental y por grupo.

7.2 Compuestos

Los farmacos utilizados en el presente estudio fueron: [Arg®]-vasopresina de sal de acetato
(AVP), oxitocina hidrato de sal de acetato (OXT), el antagonista del receptor de oxitocina (OTR)
(2S)-2-Amino-N-[(18S,2S,4R)-7,7-dimetil-1-[[[4-(2-metilfenil)-1
piperazinil]sulfonil]methil]biciclo[2.2.1]hept-2-yl]-4-(metilsulfonil)butanamida (L368,899) y el
antagonista del receptor a vasopresina (V1a) (2S)-1-[[(2R,3S)-5-Cloro-3-(2-clorofenil)-1-[(3,4-
dimetoxifenil)sulfonil]-2,3-dihidro-3-hidroxi-1H-indol-2-yl]carbonil]-2- pirrolidinecarboxamida
(SR49059). Todos los farmacos se obtuvieron de Sigma-Aldrich. AVP y OXT se diluyeron en
solucion salina, mientras que L368,899 y SR49059 se diluyeron en DMSO 10% y fueron

administrados por via sc.
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Electrofisiologia Grupo Numero de animales
utilizados

Control 6
OXT 1 pg /pata 5
OXT 10 pg /pata 7
OXT 56 pg /pata 8
OXT 56 pg /pata + 1.368,899 10ug /pata 5
OXT 56 pg /pata + SR49059 10ug /pata 5
AVP 0.1 pg /pata 6
AVP 1 ug /pata 5
AVP 10 pg /pata 6
AVP 10 pg /pata contralateral 5
AVP 10 ug /pata + SR49059 10ug /pata 5
AVP 10 pg /pata + L368,899 10ug /pata 5
L368,899 10pg /pata 5
SR49059 10pg /pata 6
Subtotal de animales usados 79

Formalina Grupo Numero de animales
utilizados

OXT 0.1 pg /pata 8
OXT 10 pg /pata 9
OXT 31 pg /pata 8
OXT 100 pg /pata 5
OXT 100 pg /pata contralateral 6
OXT 31 pg /pata + L.368,899 10ug /pata 6
OXT 31 pg /pata + SR49059 10ug /pata 6
AVP 0.1 pg /pata 6
AVP 1 ng /pata 6
AVP 10 pg /pata 6
AVP 10 ng /pata contralateral 5
AVP 10 ug /pata + SR49059 10ug /pata 6
AVP 10 pg /pata + L368,899 10ug /pata 9
1.368,899 10ug /pata 5
SR49059 10ug /pata 7
Subtotal de animales usados 98
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Rotarod Grupo Numero de animales
utilizados
1 grupo experimental 10

Western blot Grupo Numero de animales
utilizados
Control 4
Salina 4
Formalina 4
Microscopia Grupo Numero de animales
utilizados
9
Total de animales utilizados: 208 ratas

Tabla 2: Numero de ratas utilizado por abordaje experimental y resumen de grupos.

7.3 Experimentos electrofisiologicos

7.3.1 Procedimiento quirurgico

Durante el procedimiento quirtrgico los animales de experimentacion se encontraron bajo
anestesia general (sevoflurano 3% por vaporizador.), control de temperatura a 38°C por medio de
un sistema circulante de agua, ventilacion asistida (55 ventilaciones/min, 2/3 NoO y 1/3 O2) y
monitorizacion capnografica (Capstar-100 CO2 analyzer; CWI Inc., Ardmore PA, USA). Los
animales intervenidos fueron montados en un aparato estereotdxico y se les realizd6 una
laminectomia, con exposicion de los segmentos L4 y L5 de 1la médula espinal con retiro cuidadoso
de las meninges. Para garantizar la estabilidad de los registros el aparato estereotaxico cuenta con

un sistema de fijacion espinal.

24



7.3.2 Registros electrofisiologicos

Se realizaron registros extracelulares unitarios de neuronas localizadas en las astas dorsales
de la médula espinal usando electrodos de tungsteno (=3 a 9 MQ). La actividad unitaria se
amplifico (x1000), filtr6 (300Hz-3KHz), digitaliz6 y analizé usando el software Spike2 (CED,

Cambridge, UK).

Se registraron neuronas con un campo receptivo periférico (CRP) en las patas posteriores de los
animales de experimentacion. El CRP se localizé mediante estimulacion tactil de bajo umbral
(golpeteo de la pata). Una vez localizado el CRP se insertaron dos electrodos subcutaneos de
estimulacion conectados a un estimulador Grass (Estimulador de Grass S11). Se dieron pulsos de
intensidad creciente para determinar el umbral de activacion de las fibras Ad y C (de alto umbral).
Unicamente las células que respondieron tanto a la estimulacién de bajo umbral como de alto
umbral se incluyeron en el estudio, estas neuronas son clasificadas como de amplio rango dindmico

(ARD).

Con la actividad digitalizada se construyeron histogramas peri-estimulos lo que permitié
caracterizar la actividad evocada por cada tipo de fibra tomando en cuenta la latencia entre el
estimulo del CRP y los potenciales de accion registrados. De esta forma se clasificd en actividad
mediada por: fibras AP (0— 20 ms), fibras Ad (20-90 ms), fibras C (90-300 ms) y posdescarga

(300-800 ms) (Urch y Dickenson, 2003) (Fig. 2).

7.3.3 Diseiio experimental (electrofisiologia)

Cada histograma peri-estimulo se construy6 con las respuestas neuronales evocadas por

una serie de veinte estimulos eléctricos del CRP (Fig. 2 D). Los estimulos fueron hechos con una
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intensidad tres veces superior al umbral de activacion de las fibras C, una duracion de 1

milisegundo y una frecuencia de 0.5 Hz.

Para considerar una célula registrada como estable, la variacion en la actividad evocada por cada
tipo de fibra debia ser menor de +/- 10% a lo largo de cuatro series control de estimulacion eléctrica

del CRP, cada una de estas series separada por intervalos de cinco minutos.

Después de las cuatro series control, se realizé la administracion sc en el CRP de OXT (1, 10 o
S6ug /pata) o de AVP (0.1, 1 o 10 pg /pata), utilizdndose solo una dosis para cada animal de
experimentacion. Se construyeron y evaluaron los histogramas peri-estimulo a los 0, 5, 10, 20, 30,

40, 50 y 60 minutos posteriores a la aplicacion del farmaco.

Para diferenciar entre los posibles efectos locales y sistémicos de la AVP en un grupo de ratas se

administr6 AVP 10 pg sc en la pata contralateral a la que poseia el CRP.

Para investigar la participacion de los receptores de OXT (OTR) y de AVP (V1aR) se administro
sc el antagonista del OTR: L368,899 (10ug /pata) o del V1aR: SR49059 (10ug /pata) en el CRP,
cinco minutos previos a la administracion de OXT o de AVP. Posteriormente se realizo el

protocolo antes mencionado.

7.3.4 Analisis de los datos obtenidos en los experimentos electrofisiologicos

El promedio de los potenciales de accidon evocados por cada tipo de fibra durante las 4
series control fue considerado como el 100% de actividad. Después de administrar el fA&rmaco
(OXT o AVP) se promedi6 el nimero de potenciales de accién evocados por cada tipo de fibra a

los 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos y se normalizaron los datos con respecto al control.
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Electrodo de
registro c

Fibras-C Posdescarga

Estimulacién
eléctrica
del CRP

Tiempo

Figura 2. Esquema del diseflo experimental. Registros unitarios extracelulares de respuestas a la estimulacion eléctrica
del campo receptivo periférico (CRP). (A) Imagen que representa el tipo de preparacion experimental, se esquematiza
el sitio de registro en la médula espinal lumbar, el sitio de estimulacion del CRP y el registro capnografico. (B) Se
observan tres estimulaciones del CRP (trazo superior) y la respuesta de una neurona de amplio rango dindmico (trazo
inferior). (C) Detalle de una respuesta a la estimulaciéon CRP indicandose la actividad evocada correspondiente a cada
tipo de fibra. (D) Muestra un histograma peri-estimulo construido con 20 respuestas a la estimulacion del CRP.

El anélisis de los datos obtenidos se realizd con dos aproximaciones distintas. (1) Se evalu6 el
efecto de la OXT y de la AVP a través del tiempo del experimento mediante la prueba de ANOVA
de dos vias y (2) se compar¢ el efecto global sobre la actividad evocada mediante la prueba de
ANOVA de una via. La comparacion de medias se realizo entre el grupo control y los grupos
farmacoldgicos con o sin antagonista. Para cuantificar el efecto global se calculd el area bajo la
curva (ABC) de la repuesta neuronal y el promedio de potenciales de accién a lo largo de todo el

experimento.

Los datos se presentan como promedio + error estandar de la media. Para el analisis estadistico

utilizamos el software GraphPad Prism® V 6.01 (La Jolla, CA, USA). Comprobamos la
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distribucién normal de los datos con el test de Shapiro-Wilk y posteriormente se realizo la prueba
de ANOVA correspondiente. Utilizamos la prueba post hoc de Dunnett para comparar los grupos
tratados contra el grupo control; en los andlisis que requirieron de multiples comparaciones
utilizamos la prueba post hoc de Tukey (indicado en los pies de figura). Consideramos un valor de
probabilidad de p < 0.05 como estadisticamente significativo. El nimero de animales usados en

cada experimento esta reportado en la seccion de resultados.

7.4 Experimentos conductuales

7.4.1 Modelo de dolor agudo inducido por formalina

Todos los animales pasaron por un periodo de habituacion en una camara de observacion
por un periodo de treinta minutos durante tres dias consecutivos. El dia de experimentacion fueron
inicialmente colocados durante treinta minutos en la cdmara de observacion y posteriormente se
administré la formalina (50 pl sc, 1%) en la pata posterior derecha. En estas condiciones
experimentales se llevd a cabo la medicion dela conducta nociceptiva, manifestada como
sacudidas de la pata inyectada (flinches/shakes) (Wheeler-Aceto et al., 1990); las sacudidas se
cuantificaron en periodos de un minuto cada cinco minutos hasta completar sesenta minutos a
partir de la administracion de la formalina. Esta temporalidad se utilizé con la finalidad de estudiar
las tres fases del modelo de formalina: fase 1 (0:10 min), interfase (10:20 min) y fase 2 (20:60

min) (Tjelsen et al., 1992).

En los grupos experimentales se administr6 OXT (0.1, 10, 31, 100 pg /pata) o AVP (0.1, 1, 10 ug
/pata) sc en el dorso de la pata posterior derecha cinco minutos previos a la administracion de

formalina y se continud con el proceso anteriormente descrito. Para discernir entre un efecto local
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0 uno sistémico se realizaron grupos con administracion de OXT (100 pg/pata) o de AVP (10

pg/pata) sc en el dorso de la pata posterior izquierda (contralateral a la aplicacion de formalina).

Con la finalidad de estudiar el receptor involucrado en los efectos de la OXT y AVP se administro
sc ipsilateralmente el antagonista del OTR (L368,899-100 pg/pata) o el antagonista al V1aR
(SR49059-10 pg/pata) cinco minutos previos a la administracion de OXT (31pg/pata) o de AVP

(10 pg/pata) y posteriormente se continud con el procedimiento anteriormente descrito.

7.4.1.1 Andlisis de los datos obtenidos con el modelo de formalina

Se valoraron las areas bajo la curva (ABC) de la fase 1, interfase y fase 2 para cada situacion
experimental. Realizamos la comparacion de medias entre los distintos grupos mediante un test de
ANOVA de una via y posteriormente aplicamos el analisis post hoc de Dunnett; en los andlisis
que requirieron de multiples comparaciones utilizamos la prueba post hoc de Tukey (indicado en

los pies de figura). Consideramos los datos estadisticamente significativos a partir de una p <0.05.

7.4.2 Modelo de coordinacion motora con Rotarod

Con la intencion de evaluar la coordinacion motora utilizmos la prueba de coordinacién
motriz con un equipo Rotarod (Cartmell et al., 1991); este modelo consiste en colocar a los
animales de experimentacion en un cilindro giratorio motorizado. Entrenamos a las ratas en el
Rotarod por tres dias (2 sesiones/dia). Cada sesion de entrenamiento consistia en tres ciclos de
locomociéon con duracién de 180 segundos a una velocidad de 15 revoluciones por minuto
(didmetro del cilindro de 9.52 cm). Después del entrenamiento se realizaron las sesiones
experimentales durante dos semanas. Cada sesion experimental consistia en la administracion sc

en la pata posterior derecha de solucion salina (grupo control) o del farmaco: OXT (100 pg/pata)
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o AVP (10 pg/pata) 10 minutos previos a colocar la rata en el cilindro; a continuacion, se evalud
el tiempo que permanecia el animal sobre el Rotarod durante los tres ciclos de cada sesion. Para

cada rata, entre la administracion de farmacos, transcurriecron mas de veinticuatro horas.

7.4.2.1 Analisis de los datos obtenidos con el modelo de Rotarod

Para el andlisis estadistico realizamos comparaciones de medias entre los distintos grupos
usando el test de ANOVA de una via y posteriormente aplicamos el andlisis post hoc de Dunnett,

consideramos estadisticamente significativos los datos con una p<0.05.

7.5 Western blot

Para indicar la presencia de los OTR en nervios periféricos realizamos la técnica de
Western blot. Utilizamos 12 ratas (250 g) que dividimos en 3 grupos con n=4: (1) grupo control;
(2) administracion sc de solucion salina (50 pl/ pata) y (3) inyeccion sc de formalina 1% (50 pl/
pata). Después de 1 dia de la administracion del compuesto segiin el grupo se sacrificaron los
animales por decapitacion. Mediante diseccion expusimos el nervio ciatico izquierdo (ipsilateral
al sitio de administracion del compuesto), removimos el tejido conectivo y obtuvimos una porcion

de =2 cm de longitud. Congelamos y almacenamos a -70 °C estos fragmentos del nervio.

El tejido se homogenizé mediante agitacion en solucion fria hipotonica buffer Tris-HCl (Tris 50
mM, pH 9) la cual contenia un coctel de inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche
Mannheim, Alemania) y 0.5 mM de fluoruro de metilfenilsulfonilo (Sigma St. Louis, MO).
Centrifugamos los homogenizados a 10,000 rpm por 20 min a 4 °C, posteriormente recolectamos
los sobrenadantes y cuantificamos la proteina con el método de Bradford (1976). Al sobrenadante

se le agrego buffer Laemmli (1970) y posteriormente para 30 pg de cada muestra utilizamos el
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protocolo SDS-PAGE con geles de poliacrilamida al 12% en un equipo Mini-PROTEAN II (Bio-
Rad, Hercules, CA). Las muestras se corrieron bajo condiciones reductoras (en presencia de 2-
mercaptoetanol al 5%) y con un voltaje constante (100 V en el gel de apilamiento; 150 V en el gel
de resolucion). Usamos marcadores de peso molecular premarcados (Bio-Rad) para estimar el peso
molecular de las muestras. Después de la electroforesis los bloques se equilibraron en buffer de
transferencia frio (25 Mm Tris-HC1,192 mM glicina, 20% metanol v/v, pH 8.3) por 30 minutos y
electrotransferidos (200 mA por lhr) (Towbin et al., 1979) a membranas de nitrocelulosa (Bio-
Rad, Hercules, CA). Después de la transferencia lavamos las membranas con 30mM Tris, 500 mM
NaCl, pH 7.5 (TBS) por 10 min y después bloqueamos con leche deshidratada al 5% (Bio-Rad)
en TBS por 2 hrs. Después de lavar las membranas 3 veces las incubamos a temperatura ambiente
en una mezcla de TBS con tween 20 (TTBS) con el anticuerpo anti-OTR (desarrollado en cabra,
dilucién 1:500, Cat.no. sc-8103, Santa Cruz Biotechnology Inc., C). Posteriormente, lavamos las
membranas 3 veces (10 minutos cada vez) en TTBS y fueron incubadas por 2 hrs a 4 °C con el
anticuerpo secundario (conejo anti-cabra IgG-HRP, diluido 1:3000; Cat.no. 81-1620,
Invitrogen™). La deteccion de sefiales proteicas se consiguio al incubar las membranas en el
agente para quimioluminiscencia mejorada (ECL) (Amersham-Pharmacia, Buckinghamshire, UK)
por 5 minutos y expuestas a una pelicula fotografica Kodak BioMax ML. El dia siguiente
incubamos los blots durante la noche a temperatura ambiente con el anticuerpo anti-GAPDH
(desarrollado en conejo, diluido 1:1000; Cat.no. 2118, Cell Signaling Technology; GAPDH:
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa), posteriormente las lavamos 3 veces con TTBS e
incubamos por 2 horas con el anticuerpo secundario (cabra anti-conejo IgG-HRP, diluido 1:3000:
Cat.no. 65-6120, Invitrogen™). Usamos el anti-GAPDH como un control interno para normalizar

la expresion de la proteina del OTR. En ambos casos escaneamos los inmunoblots y analizamos
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las bandas de manera semicuantitativa con el software Image Lab (v5.2.1, Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA).

7.6 Histologia
7.6.1 Inmunofluorescencia de las fibras aferentes primarias

Usamos 9 ratas que fueron decapitadas e inmediatamente después obtuvimos el tejido
cutdneo mediante la escision de la piel pilosa de la parte lateral de la pata del animal de
experimentaciéon. Congelamos el tejido en el medio de montaje Tissue-Tek® (Sakura Finetek
USA, Inc.), posteriormente lo colocamos en isopentano de nitrogeno liquido y lo almacenamos a

una temperatura de -80°C.

Para la busqueda del OTR en piel, seccionamos el tejido con el uso de un criostato en cortes de 50
um de grosor y posteriormente lo fijamos en paraformaldehido 4% por 10 minutos a temperatura
ambiente. Después de lavar el tejido en buffer fosfato 0.1 M realizamos la primera incubacion (24
hrs, temperatura 4°C) en un coctel con los siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo anti-OTR
(desarrollado en cabra, dilucion 1:400, policlonal; Cat.no. sc-8103, Santa Cruz Biotechnology Inc.,
CA), anticuerpo anti-CGRP (desarrollado en conejo, dilucion 1:2000, policlonal; Cat.no.
AB15360, Chemicon International, Temecula CA). Posteriormente lavamos los cortes en buffer
fosfato 0.1 M y los incubamos con el anticuerpo secundario apropiado (24 hrs, temperatura 4°C).
Los anticuerpos secundarios que utilizamos fueron: anticuerpo anti-cabra desarrollado en burro
(Alexa Fluor® 488, Cat.no. A-11055, Invitrogen™), anticuerpo anti-conejo desarrollado en burro
(Alexa Fluor ® 647, Cat.no. A-31573, Invitrogen™). Para detectar la isolectina B4 (IB4) se

utilizamos GS-IB4 (Alexa Fluor® 568, 121412, Invitrogen™) durante la incubacion secundaria.
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Ademas, realizmos un grupo control (n=3) en el que Gnicamente llevamos a cabo la incubacion

con los anticuerpos secundarios.

Para la bisqueda de V1a en piel el tejido seccionamos con el uso de un criostato en cortes de 20
um de grosor y realizamos la fijacion. Hicimos la primera incubacién en un cdctel con los
siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo anti-Vla (desarrollado en conejo, dilucion 1:300,
Cat.no. A53272, Epigentek Group Inc., USA) y anticuerpo anti-OTR (desarrollado en cabra,
dilucion 1:400, policlonal; Cat.no. sc-8103, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA). Después del
lavado durante la incubacion secundaria utilizamos el anticuerpo anti-cabra desarrollado en burro
(Alexa Fluor® 488, Cat.no. A-11055, Invitrogen™) y el anticuerpo anti-conejo desarrollado en
burro (Alexa Alexa Fluor® 555, Cat.no. A-31572, Invitrogen™). También realizmos un grupo

control Unicamente con la incubacioén con los anticuerpos secundarios.

7.6.2 Microscopia confocal y analisis de imagenes

Observamos los cortes en un microscopio confocal LSM 510 o LSM 780 (Zeiss, México)
con objetivos de inmersion 25x/0.8 40x/1.3 y 63x/1.32. Excitamos el Alexa Fluor 488 mediante
un laser de argén (488 nm), el Alexa Fluor 555 y 568 con un laser diodo (561 nm) y el Alexa Fluor
647 con un laser de helio/nedén (633 nm). Mantuvimos el pinhole y los intervalos de corte en Z
constantes en todas las imagenes. Obtuvimos entre 40 y 100 cortes en Z de 0.5-1 um de grosor de

cada tejido.

Adquirimos cada imagen a un tamafio de 1024 x 1024 pixeles. Y la analizamos usando el programa
ZEN 1 Blue edition (Carl Zeiss Microscopy GmBH, Gottingen, Alemania). En el presente trabajo

reportamos secciones simples, proyecciones en Z y ortogonales.
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8. Resultados

8.1 Experimentos electrofisiologicos

8.1.1 Efecto de la administracion periférica de oxitocina sobre la actividad evocada en

neuronas de amplio rango dinamico

Este grupo de experimentos tuvo por objetivo estudiar si la administracion sc de OXT
produce antinocicepcion periférica de tipo local. Encontramos que la administracion sc de OXT-1
ng/50 ul (n=5) no modifico de forma significativa la activacién neuronal inducida por fibras AP,
Ad, C ni la posdescarga a lo largo de la prueba de 60 min. de duracion. Las dosis de 10 pg/50 pl
(n=7) y de 56 ng/50 pl (n=8) redujeron la actividad global mediada por fibras a Ad y C, sin afectar
la actividad evocada por fibras AP (Fig. 3 F, J, G, K), debido al tipo de informaciéon que
transportan este tipo de fibras este resultado indica un efecto antinociceptivo. Por otra parte,
unicamente la dosis de 56 ug/50 pl redujo la posdescarga (Fig. 3 D). Una prueba ANOVA de 2
vias mostré que la reduccion de la actividad mediada por fibras C se mantuvo durante todo el
experimento excepto a los 50 min (Fig. 3 C). Es interesante sefialar que se puede observar mediante
una regresion lineal la relacion de dosis respuesta en la disminucion de la actividad producida por
las dosis de 1 10 y 56 ng/50 ul en la actividad evocada por fibras Ad, C y posdescarga (Fig. 3 F,

GyH).

8.1.2 Participacion del receptor de oxitocina en el efecto de la administracion de

oxitocina

Estudiamos la participacion de los OTR en el efecto antinociceptivo de la OXT. En esta

serie de experimentos utilizamos la dosis de OXT con mayor efecto antinociceptivo (56 pug/50 ul).
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El pretratamiento con el antagonista 1.368,899-10 pg/50 pl (L3) administrado sc, cinco minutos
previos a la administracion de OXT-56 ug/50 pl (n=5), provoco un bloqueo parcial del efecto de
la OXT sobre la actividad mediada por las fibras Ad y C y la posdescarga (Fig. 4). Una prueba
ANOVA de 2 vias mostr6 que el bloqueo por el L3 del efecto de la OXT sobre la actividad mediada
por fibras C se mantuvo durante todo el experimento excepto al minuto 5 (Fig. 4 C). Resulta
interesante sefialar que la administracion del antagonista no provocod cambios per se (n=5) en la

actividad mediada por los distintos tipos de fibras ni en la posdescarga (Fig. 4).

8.1.3 Participacion del receptor de vasopresina Vla en el efecto de la administracion de

oxitocina

Posteriormente abordamos si el V1aR también podria estar participando en el efecto
antinociceptivo de la OXT. En este grupo de experimentos se utilizo la dosis de OXT con mayor
efecto antinociceptivo (56 pg/50 pl). El pretratamiento con el antagonista SR49059-10 pug/50 pl
(SR) administrado sc, cinco minutos previos a la administracion de OXT-56 pg/50 pl (n=5),
provoco la reversion parcial del efecto de la OXT sobre la actividad mediada por las fibras Ad y
C y la reversion completa del efecto sobre la posdescarga (Fig. 5). Si bien la prueba ANOVA de
2 vias no mostrd que el bloqueo mediado por el SR del efecto de la OXT sobre la actividad mediada
por fibras C se mantuvo durante todo el experimento, es visible que el bloqueo fue menor en los
primeros 20 minutos del experimento (Fig. 5 C). Por ultimo, la administracion del antagonista no
provocd cambios per se (n=6) en la actividad mediada por los distintos tipos de fibras ni en la

posdescarga (Fig. 5).
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Figura 3. Graficas que muestran los efectos de la administracion sc de OXT en el CRP sobre la actividad de neuronas
ARD en médula espinal. (A, B, C, D) Muestran el curso temporal de la actividad normalizada durante 60 minutos
posteriores a la administracion de OXT (linea punteada) para cada tipo de fibra. *=p<0.05, ANOVA 2 vias (control
contra OXT 56ug). (E, F, G, H) Representan el area bajo la curva (ABC) construida con el curso temporal de la
respuesta durante los 60 minutos posteriores a la administracion del farmaco, se realizé un analisis de regresion lineal
y se muestran los que resultaron significativos con sus respectivas R cuadradas (R?). (I, J, K, L) Muestran la
distribucion de los datos obtenidos, media (percentiles 95 y 5, valores minimos y maximos). Diferencia significativa
*=p<0.05, **=p<0.01, ANOVA 1 via, prueba post hoc de Dunnett.
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Figura 4. Graficas que muestran los efectos del pretratamiento con el antagonista del OTR L368,899 (L3) sobre la
accion de la OXT. (A, B, C, D) Muestran el curso temporal de la actividad normalizada durante 60 minutos
posteriores al pretratamiento con el antagonista (B) y a la administracion de OXT (linea punteada) para cada tipo de
fibra, *=p<0.05, ANOVA 2 vias (control contra OXT+L3). (E, F, G, H) Representan el area bajo la curva (ABC)
construida con el curso temporal de la respuesta durante los 60 minutos posteriores a la administracion del farmaco.
(1, J, K, L) Muestran la distribucion de los datos obtenidos, media (percentiles 95 y 5, valores minimos y maximos).
Diferencia significativa *=p<0.05, **=p<0.01, ANOVA 1 via, prueba post hoc de Tukey.
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Figura 5. Graficas que muestran los efectos del pretratamiento con el antagonista del V1aR SR49059 (SR) sobre la
accion de la OXT. (A, B, C, D) Muestran el curso temporal de la actividad normalizada durante 60 minutos posteriores
al pretratamiento con el antagonista (B) y a la administracion de OXT (linea punteada) para cada tipo de fibra. (E, F,
G, H) Representan el area bajo la curva (ABC) construida con el curso temporal de la respuesta durante los 60 minutos
posteriores a la administracion del farmaco. (I, J, K, L) Muestran la distribucion de los datos obtenidos, media
(percentiles 95 y 5, valores minimos y maximos). Diferencia significativa *=p<0.05, **=p<0.01, ANOVA 1 via,
prueba post hoc de Tukey.
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8.1.4 Efecto de la administracion periférica de vasopresina sobre la actividad evocada

de neuronas de amplio rango dindamico

Los registros electrofisiologicos de la actividad neuronal en la médula espinal mostraron
que la dosis mas baja de AVP-0.1 pg/50 pl (n=6) no provoco cambios en la actividad evocada por
las fibras AP, Ao, C ni en la posdescarga (Fig. 6). La dosis intermedia de AVP 1 pg/50 pl (n=5)
no afect6 a la actividad mediada por fibras AB (Fig. 6 A, E, I). Sin embargo, esta dosis produjo
una reduccion en la actividad global mediada por las fibras Ao (Fig. 6 F, J) y una reduccion no

significativa en la actividad mediada por las fibras C (Fig. 6 G, K).

La dosis mas alta de AVP-10 pg/50ul (n=6) no afect6 la actividad mediada por fibras A (Fig. 6
A, E, I) pero produjo una reduccion en la actividad global mediada por las fibras Ad (Fig. 6 B, F,
J) y C (Fig. 6 C, G, K) Ademas, esta dosis produjo una disminucion en la posdescarga global (Fig.
6 H, L). Se encontré una dosis respuesta en el efecto sobre las fibras Ad y C (Fig. 6 F, G). La
administracion de la dosis mas alta AVP-10 ug/50 pl (n=5) en la pata contralateral a la estimulada

eléctricamente no redujo la actividad mediada por AP, Ad y C (Fig. 6 F, G).

Una prueba de ANOVA de dos vias mostrd una disminucion significativa en la actividad mediada
por fibras Ad a lo largo de todo el experimento, excepto en el minuto 20 después de ser
administrada la AVP. Y una reduccion significativa en la actividad mediada por fibras C a partir
del minuto 20 (Fig. 6 B,C). Adicionalmente, la disminucién en la posdescarga se present6 con un

efecto maximo entre 30 y 40 minutos de la administracién de la AVP (Fig. 6 D).
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8.1.5 Participacion del receptor de vasopresina Vla en el efecto de la administracion de

vasopresina

En este grupo de experimentos se utiliz6 la dosis de AVP con mayor efecto antinociceptivo
(10 pg/50 pl). El pretratamiento local con el antagonista del V1aR SR49059 (10 pg/50 pl, n=5)
(SR) bloque6 completamente el efecto de la AVP (10 ug/50 pl) sobre la actividad global evocada
por fibras Ad y Cy en la posdescarga (Fig. 7 F, J, G, K). La prueba ANOVA de dos vias mostro
que el bloqueo del efecto antinociceptivo de la AVP se presentd durante todo el experimento (Fig.
7 B, C, D). La administracion del SR-10 pg/50 pl (n=5) no provocd cambios per se en la actividad

mediada por los distintos tipos de fibras ni en la posdescarga (Fig. 7).

8.1.6 Participacion del receptor de oxitocina en el efecto de la administracion de

vasopresina

En otro grupo de ratas, el pretratamiento local con el antagonista del OTR L368,899-10
ng/50 ul (L3) bloqued parcialmente el efecto de la AVP-10 ug/50 ul (n=5) sobre la actividad global
evocada por fibras Ao y C (Fig. 8 F, J, G, K) y completamente la posdescarga (Fig. 8 H, L). La
prueba de ANOVA de dos vias probo que el efecto se mantuvo a lo largo de todo el experimento,
excepto en el minuto 60 para las fibras Ad (Fig. 8 B, C, D). La administracion del L3 no provoco
cambios per se (10 pg/50 pl, n=5) en la actividad mediada por los distintos tipos de fibras ni en la

posdescarga (Fig. 8).
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Figura 6. Efecto de la administracion sc de AVP en el CRP sobre la actividad de neuronas de ARD en médula espinal.
(A, B, C, D) Muestran el curso temporal de la actividad normalizada durante 60 minutos posteriores a la
administracion de AVP (linea punteada) para cada tipo de fibra. Diferencia significativa *=p<0.05, ANOVA 2 vias
(control contra AVP-10pg). (E, F, G, H) Representan el area bajo la curva (ABC) construida con el curso temporal
de la respuesta durante los 60 minutos posteriores a la administracion del farmaco, se realizé un analisis de regresion
lineal y se muestran los que resultaron significativos con sus respectivas R cuadradas (R?). (I, J, K, L) Muestran la
distribucion de los datos obtenidos, media (percentiles 95 y 5, valores minimos y maximos). Diferencia significativa
*=p<0.05, **=p<0.01, ANOVA 1 via, prueba post hoc de Dunnett
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Figura 7. Efecto del pretratamiento con el antagonista del V1aR SR49059 (SR) sobre la accion de la AVP. (A, B, C,
D) Muestran el curso temporal de la actividad normalizada durante 60 minutos posteriores al pretratamiento con el
antagonista (SR) y a la administracion de AVP (linea punteada) para cada tipo de fibra. Diferencia significativa
*=p<0.05, ANOVA 2 vias (control contra AVP+SR). (E, F, G, H) Representan el area bajo la curva (ABC) construida
con el curso temporal de la respuesta durante los 60 minutos posteriores a la administracion del farmaco. (I, J, K, L)
Se representa la distribucion de los datos obtenidos, media (percentiles 95 y 5, valores minimos y maximos)..
Diferencia significativa *=p<0.05, ANOVA 1 via, prueba post hoc de Tukey.
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Figura 8. Efecto del pretratamiento con el antagonista del OTR L368,899 (L3) sobre la accion de la AVP. (A, B, C,
D) Muestran el curso temporal de la actividad normalizada durante 60 minutos posteriores al pretratamiento con el
antagonista (B) y a la administracion de AVP (linea punteada) para cada tipo de fibra. Diferencia significativa
*=p<0.05, ANOVA 2 vias (control contra AVP+L3). (E, F, G, H) Representan el area bajo la curva (ABC) construida
con el curso temporal de la respuesta durante los 60 minutos posteriores a la administracion del farmaco. (I, J, K, L))
Muestran la distribucion de los datos obtenidos, media (percentiles 95 y 5, valores minimos y méaximos). Diferencia
significativa *=p<0.05, ANOVA 1 via, prueba post hoc de Tukey.
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8.1.7 Disminucion del CO; espirado posterior a la administracion periférica subcutinea

de vasopresina

Después de la administracion de AVP se presentaron cambios sistémicos importantes.
Durante los experimentos electrofisiologicos, con el animal bajo anestesia general y ventilacion
asistida, se observd mediante capnografia, que la administracion periférica sc de AVP 1 pg (n=6)
y de 10 pg (n=6) provocd la disminucién del CO; espirado entre los minutos 5 y 20 de su

administracion; este efecto no se encontr6 con la administracion de OXT 31ug (n=6) (Fig. 9).

9,91 O OT-31ug
o <> AVP-1ug
©
© 3.0 V¥ AVP-10ug
=
(7]
Q
8 2.5
&)

2-0 T L] L) L T L)

0 5 10 20 30 40 50 6
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Figura 9. Efecto de la administracion sc de OXT y AVP en el CO: espirado. Se muestra una representacion del
experimento electrofisiologico con monitorizacion del CO: espirado, la flecha roja indica el trazo de reduccion del
mismo 5 minutos después de administrarse la AVP. La grafica muestra la reduccion total del COz espirado después

de distintos tratamientos.
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8.2 Experimentos conductuales

8.2.1 Conducta nociceptiva inducida por formalina

8.2.1.1 Efecto de la administracion periférica de oxitocina sobre la conducta

nociceptiva inducida por formalina

La administracion sc en la en la parte dorsal de la pata del animal de la rata evoca la
conducta nociceptiva en forma de sacudidas de la pata. Estas pueden ser divididas en fases por su
temporalidad: fase 1 (de 0 a 10 minutos después de la administracion), interfase (del minuto 10 al
20 )y fase 2 ( del minuto 20 al min 60) que se ilustran en la Fig. 10 A. Se determin¢ el efecto de
la aplicacion periférica local sc de diferentes dosis de OXT-0.1, 10, 31 y 100 pg/pata sobre la

conducta nociceptiva inducida por la administracion intraplantar de formalina al 1% (Fig. 10).

Las dosis 0.1pg (n=8) y 10ug (n=9) no resultaron efectivas para disminuir la respuesta conductual
inducida por formalina (expresadas como area bajo la curva). La dosis de 31 pg (n=8) de OXT
disminuy¢ significativamente la fase 1 y la fase 2 del modelo de formalina. La dosis de 100 pg
(n=5) de OXT produjo la inhibicién significativa de la conducta nociceptiva de las fases 1,
interfase y fase 2. La administracion de OXT-100 pg en la pata contralateral a la administracion

de formalina no mostré efectos sobre la conducta nociceptiva (n=6).

8.2.1.2 Efecto del antagonista del receptor de oxitocina sobre la accion

antinociceptiva de la oxitocina

El pretratamiento local con el antagonista L368,899 (L3)-10 pg (n=6), 5 minutos previos a

la de OXT-31 pg, produjo un bloqueo total del efecto antinociceptivo de la OXT en el modelo de
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formalina. La administracion tnica del antagonista (10 pg, n=5) no provoco cambios per se en la

conducta nociceptiva (Fig. 11).

8.2.1.3 Efecto del antagonista del receptor de vasopresina Va sobre la accion

antinociceptiva de la oxitocina

El pretratamiento local con el antagonista SR49059-10ug (n=6), 5 minutos previos a la de
OXT-31pg, produjo un bloqueo total del efecto antinociceptivo de la OXT en el modelo de
formalina. La administracion Unica del antagonista (n=5) provoc6 un aumento significativo de la

conducta nociceptiva durante la interfase y la fase 2 (Fig. 12).

OV ¢ 01010 v 31 a 100 @ 100CL

Promedio sacudidas/min

Tiempo (min)

vs)

-
(5]
o

Fase 1 250 Interfase 800 Fase 2

-
(=]
o

Sacudidas (ABC)
3

Sacudidas (ABC)
Sacudidas (ABC)

10 31 100 100 CL
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Figura 10. Modificacion de la respuesta nociceptiva en el modelo de formalina por la aplicacion sc de OXT. (A) Se
observa el nimero promedio de sacudidas de pata para cada tiempo de medicion durante 1 hora, se indica sombreado
y entre lineas punteadas la interfase; V= vehiculo (solucion salina). (B) Se presentan las diferencias en la conducta
nociceptiva expresada como area bajo la curva (ABC) en cada una de las fases, note la disminucion de la conducta
nociceptiva con la administracion ipsilateral, pero no contralateral de OXT. Diferencia significativa *=p<0.05,
**p=p<0.01, ANOVA 1 via, prueba post hoc de Dunett.
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Figura 11. Efecto del pretratamiento con el antagonista del receptor de oxitocina L368,899 (L3) sobre la accion
antinociceptiva de la OXT. (A) Se observa el numero promedio de sacudidas de pata para cada tiempo de medicion
durante 1 hora, se indica en sombreado y entre lineas punteadas la interfase; V= vehiculo (solucién salina). (B) Se
presentan las diferencias en la conducta nociceptiva expresada como area bajo la curva (ABC) en cada una de las
fases. Diferencia significativa *=p<0.05, **p=<0.01, ANOVA 1 via, prueba post hoc de Tukey.

8.2.1.4 Efecto de la administracion periférica de vasopresina sobre la conducta

nociceptiva inducida por formalina

Determinamos el efecto de la administracion periférica local de diferentes dosis de AVP-
0.1, 1 y 10 pg/pata sobre la conducta nociceptiva inducida por la administracion intraplantar de
formalina al 1% (Fig. 13). La dosis de 0.1pg (n=6) no result6 efectiva para disminuir la respuesta
conductual nociceptiva en ninguna fase. Las dosis de 1 (n=6) y 10ug (n=6) provocaron la
disminucion significativa de la respuesta nociceptiva de las tres fases del modelo de formalina. La
administracion de AVP-10pug (n=5) en la pata contralateral también disminuyé de forma
significativa la respuesta nociceptiva de la fase 1 y la interfase y sigui6 el comportamiento del

vehiculo (V) durante la fase 2.
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Figura 12 Efecto del pretratamiento con el antagonista del receptor de vasopresina SR49059 (SR) sobre la accion
antinociceptiva de la OXT. (A) Se observa el numero promedio de sacudidas de pata para cada tiempo de medicion
durante 1 hora, se indica en sombreado y entre lineas punteadas la interfase; V= vehiculo (solucion salina). (B) Se
presentan las diferencias en la conducta nociceptiva expresada como area bajo la curva (ABC) en cada una de las
fases. Diferencia significativa *=p<0.05, **=p<0.01, ANOVA 1 via, prueba post hoc de Tukey.

8.2.1.5 Efecto del antagonista del receptor de vasopresina Va sobre la accion

antinociceptiva de la vasopresina

El pretratamiento local con el antagonista SR49059-10ug (SR) (n=6), 5 minutos previos a
la de AVP-10pg, produjo un bloqueo parcial del efecto antinociceptivo de la AVP en la fase 2 del
modelo de formalina, sin modificar la fase 1 e interfase. La administracion Unica del antagonista
(n=7) provocd un aumento significativo de la conducta nociceptiva al ser comprado con el vehiculo

(V) durante la interfase y la fase 2 (Fig. 14).
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Figura 13. Modificacion de la respuesta nociceptiva en el modelo de formalina por la aplicaciéon sc de AVP. (A) Se
observa el numero promedio de sacudidas de pata para cada tiempo de medicion, se indica sombreado y entre lineas
punteadas la interfase. (B) Se presentan las diferencias en la conducta nociceptiva expresada como area bajo la curva
(ABC) en cada una de las fases. Es posible que los efectos sobre la fase 1 y la interfase se deban a efectos sistémicos
(discusion). Diferencia significativa *=p<0.05, **=p<0.01, ANOVA 1 via, prueba post hoc de Dunett.

8.2.1.6 Efecto del antagonista del receptor de oxitocina OTR sobre la accion

antinociceptiva de la vasopresina.

El pretratamiento local con el antagonista L368,899-10ug (n=9), 5 minutos previos a la de
AVP-10pg, produjo un bloqueo parcial del efecto antinociceptivo de la AVP en la fase 2 del
modelo de formalina, sin modificar la fase 1 e interfase. La administracion tinica del antagonista

(n=5) no provoco cambios per se en la conducta nociceptiva (Fig. 15).
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Figura 14. Efecto del pretratamiento con el antagonista del receptor de vasopresina SR49059 sobre la accion
antinociceptiva de la AVP. (A) Se observa el numero promedio de sacudidas de pata para cada tiempo de medicion,
se indica sombreado y entre lineas punteadas la interfase. (B) Se presentan las diferencias en la conducta nociceptiva
expresada como area bajo la curva (ABC) en cada una de las fases. Diferencia significativa *=p<0.05, **p<0.01,
ANOVA 1 via, prueba post hoc de Tukey.
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Figura 15 Efecto del pretratamiento con el antagonista del receptor de vasopresina L368,899 sobre la accion
antinociceptiva de la AVP. (A) Se observa el numero promedio de sacudidas de pata para cada tiempo de medicion,
se indica sombreado y entre lineas punteadas la interfase. (B) Se presentan las diferencias en la conducta nociceptiva
expresada como area bajo la curva (ABC) en cada una de las fases. Diferencia significativa *=p<0.05. **=p<0.01,
ANOVA 1 via, prueba post hoc de Tukey.

8.2.2 Conducta motriz evaluada con Rotarod

Se determind cada dia experimental el tiempo promedio que duraba el animal sobre el
cilindro del Rotarod durante tres ciclos de locomocion (Fig. 16). Los tiempos promedio que
duraron los animales durante las pruebas control (sin administraciéon de fairmaco), después de la
administracion sc del vehiculo (solucion salina) y después de la administracion de OXT (100 pg)
no difirieron significativamente. Por otro lado, la administracion sc de AVP (10 pg) redujo

significativamente la duracion de los animales sobre el cilindro motorizado (Fig. 16 B).
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Determinamos que este efecto era transitorio, puesto que a 1 hora de haberse administrado la AVP

el tiempo promedio que soportaba el animal sobre el Rotarod era similar al tiempo control.
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Figura 16 Efectos de la administracion de OXT y AVP sobre la coordinaciéon motora. (A) Se observa la media de
tiempo de permanencia sobre el Rotarod en un curso temporal de 21 dias en situacion control (C) y los efectos de los
tratamientos con AVP, OT y V (salina). AVP+1h representa el efecto en la coordinaciéon motriz tras una hora de ser
administrada la AVP. (B) Se indica el promedio de tiempo total sobre el Rotarod para cada tratamiento. *p<0.05,
ANOVA una via, prueba post hoc de Dunnett.

8.3 Expresion de OTR en el nervio ciatico evaluado por Western blot

Mediante andlisis por Western blot identificamos que el OTR se expresa en el nervio
ciatico de ratas control (n=4). Sin embargo, contrario a nuestra hipotesis ni la inyeccion de solucion

salina (n=4) ni la de formalina (n=4) parecen modificar la expresion del péptido (Fig. 17)
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Figura 17 Expresion del receptor de oxitocina (OTR) en el nervio cidtico. Arriba, western blot ejemplo que muestra
la expresion del receptor de oxitocina (OTR) en el nervio cidtico de un animal control y la expresion control de
GAPDH . Abajo, expresion media del receptor representada mediante intensidad Optica integrada, no se observan
cambios significativos entre la expresion de los animales control (C, n=4), animales a los que se les administrd
soluciodn salina isotonica (ISS, n=4) y animales a los que se les inyect6 formalina 1% (F1%, n=4).

8.4 Localizacion de OTR y V1aR por microscopia confocal

Con la finalidad de evaluar la localizacion del receptor periférico de oxitocina involucrado
en los efectos antinociceptivos de la oxitocina se realizd una inmunofluorescencia triple para el
OTR (verde), IB4 (rojo) y CGRP (azul). La figura 18 muestra la inmunofluorescencia en piel pilosa
para el OTR, IB4 y CGRP en 3 experimentos diferentes. Se presenta la proyeccion en Z (Fig. 18
Al, Bi, Ci), un solo plano focal (Fig. 18 Aii, Bii, Cii) y el control con la incubacion tnicamente
del anticuerpo secundario. Es importante destacar que en ausencia del anticuerpo primario no se

encontr6 marcaje no especifico.

La figura 17 nos permite observar que el OTR colocaliza principalmente con el CGRP y no lo hace
con el IB4 (Fig. 19 Aiv, B). Este resultado es mas evidente con la ayuda de la proyeccion ortogonal
(Fig. 19 Aiv), en la cual el color blanco representa sitios de colocalizaciéon de OTR con CGRP.
Adicionalmente las imdgenes Ci a Civ muestran un mismo plano 6ptico donde se observa la

colocalizacion del OTR y CGRP y la ausencia de la misma entre el OTR y el IB4.
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Adicionalmente, evaluamos la existencia de la expresion del receptor Vla en piel pilosa y su
localizacién mediante inmunofluorescencia doble para V1a y OTR, con la finalidad de saber si
colocalizaban ambos tipos de receptores. En la figura 20 se puede observar en la proyeccion en Z
(Fig. 20 A) y en el plano focal (Fig. 20 B) la inmunofluorescencia al V1aR al OTR y la ausencia
de colocalizacion en los empalmes de ambas proyecciones. Es interesante hacer notar que si bien
no hay colocalizacion de los receptores ambos se encuentran en proximidad, como se ilustra en la

proyeccion ortogonal (Fig. 20 C).
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Negative-control

Negative-control

Negative-control

Figura 18. Imagen de microscopia confocal de corte de piel pilosa con inmunofluorescencia para OTR, CGRP e IB4.
(Ai, Bi, Ci) son proyecciones en Z (40 planos opticos, 25x/0.8 AN) de 3 distintos experimentos. (Aii, Bii, Cii) plano
optico obtenido de la proyeccion en Z donde se observa la mayor inmunofluorescencia para OTR (25x/0.8 AN). (Aiii,
Biii, Ciii) experimentos control con la incubacion del anticuerpo secundario en ausencia del anticuerpo primario
(25x/0.8 AN). Barras de escala: 50 pm.
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Figura 19. Colocalizacion del OTR y CGRP. (Ai, Aii, Aiii, Aiv) son proyecciones en Z (8 planos opticos, 25x/0.8
AN) en las cuales se observa la inmunofluorescencia al OTR en verde (Ai), al IB4 en rojo (Aii), al CGRP en azul
(Aiii) y el empalme (Aiv). La flecha blanca indica una terminacion nerviosa libre positiva a OTR. (B) muestra la
proyeccion ortogonal en Z (8 planos opticos, 40x/1.3 AN) del area encuadrada en Ai; los ejes z y x muestran la
colocalizacion del OTR con CGRP, pero no con IB4. (Ci, Cii, Ciii, Civ) muestran la inmunofluorescencia a OTR,
IB4, CGRP y el empalme en un mismo plano optico (25x/0.8 AN), nétese la coincidencia en el plano de la
inmunofluorescencia al OTR y CGRP, pero no al IB4 (flecha blanca). Barras de escala: 50 pm.
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Orthogonal projection

Figura 20. Imagen de microscopia confocal de corte de piel pilosa con inmunofluorescencia para V1aR y OTR. (Panel
A) son proyecciones en Z (4 planos dpticos, 25x/0.8 AN). (Panel B) plano 6ptico obtenido de la proyeccion en Z
donde se observa la mayor inmunofluorescencia para Vla'y OTR (25x/0.8 AN). Barras de escala: 50 pm. (Panel C)
muestra la proyeccion ortogonal en Z (4 planos opticos, 25x/1.3 AN). En A, B y C puede observarse la ausencia de
colocalizacion del V1aR y el OTR.
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9. Discusion

El presente trabajo demuestra con evidencia electrofisioldégica y conductual que la
administraciéon sc de OXT y AVP produce antinocicepcion. Mediante el uso de antagonistas
especificos encontramos datos que sugieren que tanto los OTR como los V1aR participan en dicho
efecto antinociceptivo. Ademas con el uso de antagonistas, Western-Blot y microscopia de
inmunofluorescencia reportamos, por primera vez en la literatura, que los receptores OTR y V1aR
se expresan por las terminaciones nerviosas en la piel. Finalmente, en conjunto nuestros datos
sefialan que la OXT posee mayor potencial traslacional para su aplicacion clinica, debido a que

carece de los efectos sistémicos que encontramos al administrar AVP.

Previamente se demostrd en distintos modelos que las neurohormonas OXT y AVP tienen
multiples funciones antinociceptivas tanto a nivel central (Condés-Lara et al., 2006; 2008;
Miranda-Cardenas et al., 2006; Yang et al., 2006 a,b,c; Martinez-Lorenzana et al., 2008; Rojas-
Piloni et al., 2008; DeLaTorre et al., 2009; Eliava et al., 2016) como periférico (Berkowitz y
Sherman, 1982; Berson et al., 1983; Uvnis-Moberg et al., 1992; Arletti et al., 1993; Schorscher-
Petcu, et al., 2010; Juif y Poisbeau, 2013). Sobre el efecto periférico, en la mayoria de estudios
previos administraron los péptidos via intraperitoneal o via intravenosa e hipotetizaron que las
acciones antinociceptivas observadas podrian llevarse a cabo en los ganglios de la raiz dorsal. El
presente estudio explora la posibilidad de que la OXT y la AVP funcionen como moléculas
antinociceptivas a nivel periférico. Para abordar dicha hipotesis de trabajo utilizamos técnicas de
electrofisiologia, modelos conductuales, técnicas de biologia molecular y microscopia de
inmunofluorescencia. Ademads investigamos algunas evidencias farmacoldgicas del posible
receptor involucrado en los efectos antinociceptivos de ambas hormonas. Finalmente, ante la

ausencia en la literatura de la descripcion del receptor de OXT y del receptor de Vla de AVP en
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terminaciones nerviosas periféricas, examinamos mediante biologia molecular y microscopia de

inmunofluorescencia la existencia de dichos receptores en la piel.

9.1 Efecto antinociceptivo de la administracion subcutanea de oxitocina

Encontramos dos evidencias electrofisioldgicas y conductuales del efecto antinociceptivo

de la OXT a nivel periférico local.

9.1.1 Evidencias electrofisiolégicas

La administracion sc de OXT redujo selectivamente la actividad evocada por fibras Ad y
C, mientras que no modific6 de forma significativa la actividad evocada por fibras AP. Este es un
dato que sugiere un efecto antinociceptivo especifico pues las fibras Ad y C conducen
predominantemente informacion de tipo nociceptivo en condiciones fisiologicas, al contrario las
fibras AP son tactiles y propioceptivas bajo las mismas condiciones (Basbaum et al., 2009). Es
interesante hacer notar que dicho efecto se comportd de forma dosis-dependiente y que fue
duradero ya que se mantuvo durante al menos 60 minutos después de administrarse el farmaco,

dato que concuerda con lo reportado en la literatura.

9.1.2 Evidencias conductuales

El otro modelo en donde encontramos un efecto antinociceptivo de la OXT fue el modelo
de dolor subagudo producido por la administracion sc de formalina. Después de la administracion

de formalina en la pata trasera, el animal de experimentacion presenta una respuesta conductual
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nociceptiva (sacudidas de pata) dividida en 3 fases diferenciables. La fase 1 se presenta en los
primeros 10 minutos después de administrada la formalina, se postula que es principalmente
mediada por la estimulaciéon quimica directa de los nociceptores (principalmente a través de
receptores de la familia TRP) (McNamara et al., 2007). Posteriormente se presenta una interfase
con una duracion aproximada de 10 minutos, caracterizada por una disminucion en la conducta
nociceptiva; no es claro si la disminuciéon en la respuesta conductual es producida por la
modulacion central de la nocicepcion o por ausencia del efecto de la formalina. Por ultimo, se
presenta la fase 2, la cual se extiende entre los minutos 20 y 60 después de inyectada la formalina;
esta fase parece estar provocada por la respuesta inflamatoria periférica y la sensibilizacion a nivel
central (Wheeler-Aceto et al., 1990; Tjelsen et al., 1992). La administracion periférica de OXT sc
en el mismo sitio que la formalina produjo una disminucidn en las fases 1 y 2, con mayor intensidad
durante la ultima. La antinocicepcion provocada es de caracter local, debido a que la
administracion contralateral de la dosis mas alta de OXT no disminuy6 la conducta nociceptiva en

ninguna fase del modelo de formalina.

9.1.3 Complementariedad de los efectos encontrados

Ambas evidencias del efecto antinociceptivo de la OXT resultan compatibles y
complementarias. El efecto sobre las fibras Ad y C se presentd en los primeros minutos posteriores
a la administracion de OXT, de la misma manera que durante la fase 1 del modelo de formalina.
Se postuld que esta tltima es predominantemente mediada por la activacion de receptores TRP
(McNamara et al., 2007), mientras que los receptores TRP son principalmente expresados por las

fibras las fibras Ad y C (Gonzalez-Ramirez et al., 2017). Por lo tanto, esta correlacion apunta a la
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posibilidad de que la OXT esté actuando sobre estos tipos de fibras independientemente del

estimulo nocivo que las active.

9.1.4 Otros mecanismos posibles de la OXT periférica

La OXT produce un efecto antinociceptivo pronunciado durante la fase 2 del modelo de
formalina. Dicha fase estd mediada por distintos mecanismos de inflamacion local y en este sentido
resulta importante subrayar que se conocen multiples funciones antiinflamatorias de la OXT (Li
et al., 2017). De hecho, un estudio previo (Petersson et al., 2001) evalu6 el efecto de la
administracion sc de OXT junto con el compuesto proinflamatorio denominado carragenina. En
ese trabajo reportaron que la OXT prevenia el desarrollo de edema con la misma potencia que la
dexametasona, ademas de que disminuia el reclutamiento local de neutréfilos. Es posible entonces
que la OXT actie mediante distintos mecanismos de accién antinociceptivos, directamente sobre
la fibra nerviosa e indirectamente modulando la respuesta inflamatoria local. Finalmente, este
mecanismo antiinflamatorio local podria estar actuando de manera fisiologica ya que los
queratinocitos y los fibroblastos tienen la capacidad de sintetizar y secretar OXT en la piel como

respuesta a moléculas inflamatorias (Denda et al., 2012; Deing et al., 2013).

9.2 Efecto antinociceptivo de la administracion subcutanea de vasopresina

Como se menciond en el marco tedrico existen distintos reportes sobre el efecto
antinociceptivo producido por la administracion periférica de AVP (Berkowitz and Sherman,
1982; Berson et al., 1983; Schorscher-Petcu et al., 2010; Mogil et al., 2011; Qiu et al., 2014a,b).

Las hipotesis que surgio de dichos trabajos postulaba que la AVP sistémica podria actuar en los
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ganglios de la raiz dorsal aumentando la funcién del receptor GABAA (Qiu et al, 2014b) o
inhibiendo los canales i6nicos sensibles al acido (ASICs) (Qiu et al, 2014a). Hasta nuestro
conocimiento unicamente un trabajo sugirio que la AVP de manera periférica local podria producir
antinocicepcion (Qiu et al, 2014a). En este articulo Qiu y colaboradores describen que la
administracion sc tanto de AVP como de OXT reduce la conducta nociceptiva inducida por la
inyeccion de acido acético, un agonista de los ASICs. Con nuestro trabajo ampliamos dicho
conocimiento al describir que la AVP produce antinocicepcion tanto en un modelo
electrofisiolégico como en uno conductual, ademas de sefialar la presencia del VIaR en

terminaciones nerviosas en la piel.

9.2.1 Evidencias electrofisiolégicas

Con relacion al modelo electrofisiologico encontramos que la AVP produce una
disminucion selectiva de la actividad mediada por fibras Ad y C, de forma similar a lo descrito
para la OXT. Pero a diferencia de esta ultima la administracion sc de AVP produjo un efecto
sistémico sustancial sefialado por la disminucion transitoria del CO» espirado como explicamos a
continuacion. Nuestros animales de experimentacion fueron monitorizados durante los
experimentos electrofisioldgicos mediante electrocorticografia (para evaluar el mantenimiento de
la anestesia) y capnografia (para evaluar estado cardiopulmonar y calidad de la ventilacion
asistida). Como mostramos, se presentd una reduccion acentuada del CO» espirado entre 5 y 20
minutos con un minimo a los 10 minutos después de ser administrada la AVP (1 y 10 pg) pero no
con la OXT (31 pg). La presencia de este efecto sistémico nos hizo preguntarnos si seria posible
que esta influyera en la reduccion de la actividad mediada por fibras Ad y C. Por lo que en un

grupo adicional de experimentos inyectamos la AVP en la pata contralateral a la del campo
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receptivo periférico. Encontramos como era de esperar que la reduccion del CO; se mantuvo con
independencia del sitio de administracion de la AVP; pero no la reduccion de la actividad evocada,
la cual tinicamente se present6 cuando se administré el péptido directamente en el campo receptivo
periférico. Hipotetizamos que esta reduccion del CO; espirado puede deberse a los efectos
vasculares de la AVP; la vasoconstriccion e hipoperfusion transitoria de distintos lechos vasculares
producirian una disminucion del transporte de CO; desde la periferia hasta los pulmones (Anderson

y Breen, 2000) reduciendo asi el CO; espirado.

9.2.2 Evidencias conductuales

Posteriormente investigamos si la administracion sc de AVP producia un efecto
antinociceptivo en el modelo de formalina. Los resultados indicaron que la AVP produce una
disminucion significativa de la fase 1, interfase y fase 2 de dicho modelo. Sin embargo, cuando
evaluamos el posible efecto sistémico de la AVP al inyectarla en la pata contralateral a la de la
formalina, resulté notorio un aplanamiento de la fase 1 y la interfase. Ademas, observamos un
comportamiento de aparente sedacion o disfuncion motriz durante los primeros minutos de ser
inyectado este péptido. Quisimos investigar cuantitativamente la probable disfuncién motriz
producida por AVP (Andrews et al., 1983; Ettenberg et al., 1983). Con este objetivo realizamos
un nuevo grupo de experimentos en el modelo de coordinacion motriz con Rotarod. Por medio de
esta aproximacion concluimos que efectivamente la AVP produce disfunciéon motriz transitoria;

por el contrario, es importante mencionar que la OXT no producia este efecto.

9.2.3 Interpretacion de los datos obtenidos, distincion del efecto local del sistémico
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En suma, interpretamos los anteriores resultados de la siguiente manera: La administracion
de AVP produce un efecto antinociceptivo (en un modelo electrofisioldgico y uno conductual); sin
embargo, dicho efecto es enmascarado en los primeros 20 minutos por una acentuada respuesta
sistémica, como la sefiala la reduccion del CO; espirado y el aplanamiento de la fase 1 e interfase
del modelo de formalina. Después de la resolucion del efecto sistémico (primeros 20 min.) resulta
discernible el efecto antinociceptivo local de la AVP, ilustrado por el mantenimiento de (1) la
reduccioén de la actividad neuronal evocada y (2) la disminucion de la fase 2 del modelo de

formalina tinicamente cuando la AVP se administr6 en la pata ipsilateral a la de la formalina.

9.2.4 Otros mecanismos posibles de la administracion de AVP

Una duda que surge es si es posible que la AVP produzca analgesia a través de sus efectos
vasculares (Laszl6 et al., 1991) puesto que se sabe que la hipertension puede producir analgesia
(Dworkin et al., 1979). Si bien esta posibilidad no fue abordada en el presente estudio, trabajos
previos reportaron que no existe una correlacion entre los efectos vasopresores de la AVP y sus

efectos antinociceptivos (Berkowitz and Sherman, 1982; Berson et al., 1983).

Se conoce que la AVP tiene funciones inmunomoduladoras y antiinflamatorias (Russel y Walley,
2010) las cuales pueden contribuir a la reduccion de la fase 2 del modelo de formalina reportada
en este estudio. Es interesante mencionar que la inyeccion sc del antagonista del V1aR increment6
significativamente la conducta nociceptiva de la fase 2 del modelo de formalina; resultado que es
consistente con el reporte en la literatura que sefala que ratones knockout (KO) al V1aR presentan
un incremento en la fase sefialada (Schorscher-Petcu et al., 2010). Ambos datos sugieren un

potencial efecto fisioldgico antiinflamatorio y antinociceptivo de la AVP.

64



Finalmente, se puede plantear la pregunta si la AVP periférica podria estar actuando en el sistema
nervioso central como lo sugiere su efecto sobre la coordinacion motriz. En este sentido se reporto
que es posible que concentraciones elevadas de AVP puedan cruzar la barrera hematoencefalica
(Zlokovic et al., 1990). Si bien no descartamos categéricamente en el presente proyecto la
presencia de algin efecto antinociceptivo central, es poco probable que influya en los resultados
obtenidos. Esto debido a que la administracion contralateral (a la estimulacion eléctrica y a la
inyeccion de formalina) no redujo la actividad neuronal evocada por fibras Ad y C ni la fase 2 del
modelo de formalina, lo que seria esperable en caso de que el efecto antinociceptivo se diera a
nivel central. Ademas, Rojas-Piloni y colaboradores (2010) en un trabajo previo, usando una
preparacion electrofisiologica experimental similar a la utilizada en el presente estudio, reportaron
que la administracion espinal de AVP no reduce la actividad evocada por fibras Ao y C. Lo que
sugiere que la reduccion que encontramos en el presente trabajo se estd llevando a cabo a nivel

periférico.

9.3 Receptores involucrados en los efectos antinociceptivos de la OXT y la AVP

9.3.1 Evidencias farmacologicas del papel del OTR y V1aR

Como mencionamos en el marco tedrico existe debate sobre el o los receptores que median
la antinocicepcion inducida por OXT y AVP tanto a nivel central como a nivel periférico. Existe
evidencia de que la OXT produce antinocicepcion a través de la activacion del OTR (Uvnés-
Moberg et al., 1992, 1993; Arletti et al., 1993; Yang, 1994; Robinson et al., 2002; Yang et al.,
2002; Condés-Lara et al., 2006, 2008, 2009; Miranda-Cardenas et al., 2006; Rojas-Piloni et al.,

2007, 2010) y que a su vez la AVP produce antinocicepcion a través de la union al V1aR
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(Berkowitz y Sherman, 1982; Kordower y Bodnar, 1984). Sin embargo, también hay reportes de
que la OXT usa al V1a (Schorscher-Petcu et al., 2010; Qiu et al., 2014a; Kubo et al., 2017; Han et
al., 2018). Para estudiar el o los posibles receptores involucrados utilizamos 2 antagonistas no
peptidicos de alta afinidad de los receptores OTR y V1aR (Serradeil-Le Gal et al., 1993; Williams
et al., 1994). Los datos que surgen del presente trabajo sugieren que al menos en los modelos

utilizados ambos receptores participan en los efectos antinociceptivos de la OXT y la AVP.

En el modelo electrofisiologico, el pretratamiento con los antagonistas para ambos receptores,
bloqued de manera parcial el efecto antinociceptivo de la OXT. Un hallazgo similar fue encontrado
en el modelo de formalina, ya que ambos antagonistas previnieron de manera completa el efecto

antinociceptivo de la OXT en las fases 1 y 2.

Por el contrario, los V1aR parecen ser mas especificos en la antinocicepcion mediada por AVP.
Esto debido a que el bloqueo de estos receptores previene de manera completa la accion de la AVP
sobre la actividad evocada por fibras Ad y C, mientras que el antagonista del OTR Unicamente
revierte de manera parcial dicho efecto antinociceptivo. Sin embargo, ninguno de los dos
antagonistas logro bloquear la reduccion inducida por AVP de la fase 1 e interfase del modelo de
formalina, quizd por la importante respuesta sistémica durante los primeros minutos de

administrada la AVP.

En resumen, estos resultados sugieren que ambos receptores OTR y V1aR estan implicados en los
efectos antinociceptivos de la OXT y la AVP, al menos en los 2 modelos de nocicepcion utilizados
en el presente estudio. Nuestra hipotesis es que puede haber especificidad en los receptores
implicados en algunas regiones y sistemas; un ejemplo de ello es el sistema trigeminovascular de
la rata, puesto que la OXT produce antinocicepcion especificamente a través del V1aR en el

ganglio de Gasser (Kubo etal.,2017) y a través del OTR en el complejo trigeminocervical (Garcia-
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Boll et al., 2018). Sin embargo, en otras regiones, ambos receptores pueden coexistir con funciones
andlogas y complementarias, por ejemplo en las terminaciones nerviosas libres cutdneas. Aunque
la evidencia farmacoldgica de la participacion de ambos receptores es contundente, hasta este
trabajo no habia sido descrita la presencia de OTR y V1aR en las terminaciones nerviosas

periféricas.

9.3.2 Evidencias por biologia molecular e histologia de la presencia del OTR y V1aR en

terminaciones nerviosas periféricas

Si bien los resultados discutidos arriba nos permiten conocer que OTRs y VlaRs
periféricos participan en los efectos antinociceptivos de la OXT y AVP, quisimos conocer la
localizacion de dichos receptores. La primera aproximacion experimental llevada a cabo con esta
finalidad fue la técnica de Western blot, con la cual encontramos que la proteina del OTR se
expresa en el nervio cidtico de la rata. Contrario a nuestra hipotesis esta expresion no se modificd
significativamente 1 dia después de administrar formalina sc en la pata del animal de

experimentacion, aunque si se observo una tendencia al incremento de la expresion.

Una vez definida la existencia del receptor en el nervio ciatico, evaluamos en qué tipo de fibras
estd expresado el OTR. Las fibras C se clasifican como peptidérgicas y no peptidérgicas, las
primeras expresan la proteina CGRP y las segundas IB4. En la inmunofluorescencia triple para
CGRP, IB4 y OTR encontramos que el ultimo colocaliza principalmente con el CGRP y lo hace
en menor medida con el IB4. Si bien se habia reportado previamente la presencia del OTR en
cuerpos neuronales de ganglios de la raiz dorsal (Moreno-Lopez et al., 2013), el presente es el

primer reporte en la literatura de la presencia del OTR en terminaciones nerviosas libres.
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Finalmente investigamos si el V1aR colocalizaba con el OTR en terminaciones nerviosas libres.
Previamente se publicdé que en ganglios de la raiz dorsal el RNA mensajero del V1aR es
acentuadamente expresado por neuronas de pequefio y mediano didmetro (Schorscher-Petcu et al.,
2010), el tipo de neuronas aferentes primarias que poseen fibras de tipo Ad y C. En este trabajo,
encontramos mediante inmunofluorescencia que el VI1aR si estd presente en terminaciones
nerviosas cutdneas; sin embargo, a pesar de encontrarse con una estrecha aproximacion al OTR no

encontramos ejemplos de colocalizacion.

En conjunto la evidencia electrofisioldgica, conductual e histologica apuntan a que la OXT y AVP
administradas de forma sc producen antinocicepcion a través de la activacion de OTRs y V1aRs

presentes en terminaciones nerviosas cutaneas.

10. Consideraciones finales y perspectivas del proyecto

Durante mucho tiempo se ha estudiado el papel antinociceptivo de la OXT y de la AVP, a
pesar de esto continuamos descubriendo nuevas funciones, sitios y mecanismos de accion de estos
péptidos. El presente trabajo amplia el conocimiento sobre la antinocicepcion periférica inducida
por dichas neurohormonas, particularmente al establecer que la accion farmacoldgica puede
llevarse a cabo a nivel periférico. Esto, sin embargo, no implica que los ganglios de la raiz dorsal
no sean también un blanco terapéutico. Nuestra hipotesis es que a nivel periférico la OXT y la
AVP tienen el potencial de actuar en distintos sitios, por distintos mecanismos y a través de la
activacion de ambos tipos de receptores OTR y V1aR. A pesar de esto, los datos obtenidos indican
diferencias entre los efectos de los péptidos que deberdn tomarse en cuenta para escalar

eventualmente su uso terapéutico. En particular resultan notorios los potentes efectos sistémicos

68



inducidos por la administracion sc de AVP, los cuales desincentivan la exploracion de esta
neurohormona como molécula antinociceptiva clinicamente relevante. Por ltimo, la descripcion
de una nueva accién de la OXT y de la presencia del OTR en terminaciones nerviosas libres abre
un nuevo panorama de preguntas de investigacion que resultara interesante contestar, ;coOmo actia
la OXT para producir una antinocicepcion duradera?, ja qué tipo de segundos mensajeros esta
acoplado el OTR periférico?. Finalmente, al momento de terminar la presente tesis el efecto
terapéutico de la administracion sc de OXT en los seres humanos se esta evaluando. Los resultados
de un ensayo clinico muestran que dicha intervencion produce antinocicepcidon en pacientes

anestesiados sujetos a una intervencion quirirgica.
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1. Introduction homeostasis and blood pressure regulation, has been

Arginine-vasopressin  (AVP), neurohypophysial implied as a potential peptide modulating nocicep-
hormone well known for its effects on water tion. In rodents, intracerebroventricular (Kordower
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and Bodnar, 1984) and intrathecal (Thurston et al.,
1988, 1992; Peng et al.,, 2015) AVP administration
produces behavioural analgesia. Furthermore, a
physiological antinociceptive participation of AVP
has been suggested by the facts that the AVP-defi-
cient Brattleboro rat strain has hyperalgesia and
diminished stress-induced analgesia (Bodnar et al.,
1982), and that the systemic hyperosmotic challenge,
a model of physiological release of AVP, produces
antinociception (Schorscher-Petcu et al., 2010). In
this sense, normal AVP plasma concentrations in
humans increase from ~ 4 pg/mL to >13 pg/mL after
hypertonic saline infusion (Baylis and Robertson,
1980). Importantly, painful stimuli produce an incre-
ment in plasma AVP in rodents (Suzuki et al., 2009)
and humans (Kendler et al., 1977, Aubock and
Konzett, 1983; Yang et al., 2012), reaching concen-
trations >25 pg/mL in the latter (Yang et al., 2012).
Systemic AVP (or analogue) administration pro-
duces antinociception in chemical, thermal, inflamma-
tory and mechanical nociceptive tests (Berkowitz and
Sherman, 1982; Berson et al., 1983; Schorscher-Petcu
et al., 2010; Mogil et al., 2011). However, the site of
the AVP antinociceptive action after its peripheral
administration had not been explored. It has been
suggested that AVP could act at dorsal root ganglion
(DRG) neurons enhancing GABA, currents (Qiu
et al., 2014a). Recently, Qiu et al. (2014b) showed
that subcutaneous AVP diminished the number of
flinches induced by acetic acid, suggesting a periph-
eral local effect. Nevertheless, peripheral AVP admin-
istration produces motor impairment (Andrews
et al., 1983; Ettenberg et al., 1983), but no informa-
tion about locomotor effects in behavioural models
of pain is available. Furthermore, considering that
AVP can cross the blood-brain barrier (Zlokovic
et al., 1990), the action site (peripheral vs. central)

preceding systemic AVP administration remains
ambiguous.
Although the consensus about the receptor

involved in AVP-induced antinociception is related
to activation of the vasopressin la receptor (VisR)
(Schorscher-Petcu et al., 2010; Mogil et al.,, 2011;
Qiu et al., 2014a,b), the role of cutaneous oxytocin
receptors (OTR) (Gonzédlez-Hernandez et al., 2017)
cannot be excluded considering their similitudes
(Chini and Manning, 2007). Therefore, the aim of
this study was to (1) evaluate the existence of local
antinociceptive effects induced by subcutaneous
(s.c.) AVP administration, (2) evaluate the
participation of V;,R and OTR and (3) differentiate
between antinociception and motor impairment.
Consequently, we performed electrophysiological
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recordings of wide dynamic range (WDR) neurons
and used behavioural models of acute pain and loco-
motor function as well as selective high-affinity
ViaR (SR49059) (Serradeil-Le Gal et al., 1993) and
OTR (L-368,899) (Williams et al., 1994) antagonists.
Using these methods, we found that the s.c. adminis-
tration of AVP has a local antinociceptive effect that
is mainly mediated by V;R, but we also found OTR
participation. In fact, we found V;,R and OTR
immunohistochemically positive cutaneous sensorial
fibres that could explain our results. Furthermore,
AVP produces an important respiratory and motor
impairment.

2. Materials and methods

2.1 Experimental animals

Experiments were performed using male Wistar rats
(n =105 rats, 280-320 g). Animals were housed in
individual cages in a climate-controlled room, with
water and food ad libitum and a 12-hour light-dark
cycle. All experiments were carried out in accor-
dance with the International Association for the
Study of Pain (IASP) Guidelines for the Use of Ani-
mals in Research (Zimmermann, 1983) and with the
approval of the Bioethical Committee at the Instituto
de Neurobiologia (Bioethical Committee protocols
numbers 008, 009 and 010).

2.2 Electrophysiological approach

2.2.1 Surgical procedure

The rats were anaesthetized with urethane (1.2 g/kg;
intraperitoneal, i.p.). A tracheotomy was performed
to provide artificial ventilation (55 strokes/min,
containing two-thirds N,O and one-third O,) and
to monitor end-tidal CO, (Capstar-100 CO, ana-
lyzer; CWI Inc.,, Ardmore PA, USA) during the
experiment (depicted in Fig. 1A,B,F). The tempera-
ture was maintained at 38 °C using a circulating
water pad system. The rats were secured in a
stereotaxic frame and the lumbar vertebrae were
fixed to a spinal frame to improve the stability of
the preparation. A laminectomy was performed to
expose L4-L6 spinal cord segments, and the dura
was carefully removed.

2.2.2 Electrophysiological recordings

Extracellular single unit recordings from deep dorsal
horn segments (depth 500-1000 um) were made
using quartz platinum/tungsten microelectrodes

© 2017 European Pain Federation - EFIC®
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Figure 1 Spinal cord neuronal responses to the receptive field (rf) electrical stimulation. (A) Experimental set-up depicting the recording site at the
spinal cord and the rf area of stimulation. (B) Represents the measurement of end-tidal CO, with a capnography monitor during the electrophysiologi-
cal experiments. (C) Stimulus artefact and three responses of WDR spinal neurons after rf electrical stimulation. (D) Single response induced by rf elec-
trical stimulation, and time latencies depicting the different fibore components. (E) Peristimulus time histogram obtained from 20 responses to rf
electrical stimulation. (F) Depicts the acute reduction of end-tidal CO, 10 min after AVP (10 pg/50 uL) s.c. administration. (F, G, H, I) show the effect

40 min after AVP (10 pg/50 pl) s.c. administration in the rf. Notice the reduction of activity mediated by Ad- and C-fibres, and post-discharge.

(=3-9 MQ). Neuronal activity was recorded, ampli-
fied (x1000), filtered (300 Hz-3 KHz), digitalized
and analysed using the Spike 2 system (CED, Cam-
bridge, UK) (Fig. 1A,C,D,G,H). Recorded neurons
received afferent input from the ipsilateral hind paw
region, and the receptive field (RF) was found with
non-noxious tactile stimulation (gentle tapping of
the hind paw). Once a single-cell signal responsive
to RF stimulation was located, two stainless stimula-
tion electrodes (27 G) were inserted subcutaneously
into the RF (Fig. 1A). Stimuli (1-ms pulses at 0.5 Hz;
Grass S11 Stimulator) with increasing intensities
were given to determine the threshold for activating
Ad- and C-fibres (high threshold stimulation). Only
cells that responded to both low and high threshold
stimulation were used in this study; these cells are
classified as wide dynamic range (WDR) neurons.
Peristimulus time histograms (PSTH) were used to
classity and quantify the evoked WDR neuronal
responses according to the following stimulated fibre
latencies: AP (0-20 ms), Ad (20-90 ms), C-fibres
(90-300 ms) and post-discharge (300-800 ms)
(Fig. 1E,I) (Urch and Dickenson, 2003).

© 2017 European Pain Federation - EFIC®

2.2.3 Experimental design

Each peristimulus histogram was constructed with a
series of 20 electrical pulses (1 ms, 0.5 Hz) at an
intensity adjusted to 3 times the threshold required
to evoke a C-fibre response. After 4 control series,
each one separated by a 5-min interval, AVP (0.1, 1
or 10 pg/50 pL) was administered s.c. into the REF;
then, stimulation was given at minutes 0, 5, 10, 20,
30, 40, 50 and 60 after AVP administration. To eval-
uate whether the pharmacological effect of AVP was
local or systemic, AVP (10 pg/50 pL) was adminis-
tered s.c. into the paw contralateral to the electrical
stimulation in one group of rats. To test V4R or
OTR participation in AVP effects, the specific antago-
nists SR49059 (10 pg/50 pL; Vi5R antagonist) or L-
368,899 (10 pg/50 pL; OTR antagonist) were given
s.c. in the RF 5 min prior to AVP, and then the
aforementioned protocol was followed. As the doses
used for the agonist and antagonist could change in
their bioavailability and pharmacodynamics due to
the subcutaneous administration, the selection fol-
lowed literature references points (Serradeil-Le Gal
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et al.,, 1993; Williams et al., 1994; Alexander et al.,
2015). However, the AVP doses were 0.1, 1 and 10
to have a curve dose response.

2.3 Behavioural tests

2.3.1 Formalin-induced pain behaviour

Animals were habituated to the observation cham-
ber for 30 min for 3 consecutive days prior to the
experimental day. On the day of the test, the ani-
mals were placed in the observation chamber for
30 min, then AVP (0.1, 1 or 10 pug/50 pL) was
injected s.c. into the dorsal surface of the right hind
paw; 5 min later, formalin (50 pL of 1% formalin,
diluted in saline) was injected s.c. into the same site
as the AVP. The nociceptive behaviour (number of
paw flinches or shakes) was quantified for 1 min
every 5 min over the 60 min following formalin
administration; this period was chosen to evaluate
the three phases of the formalin test defined as fol-
lows: phase 1 (0:10 min), interphase (10:20 min)
and phase 2 (20:60 min). To evaluate whether the
pharmacological effect of AVP was local or systemic,
AVP (10 pg/50 pL) was administered s.c. into the
left hind paw (contralateral to the formalin adminis-
tration) in one group of rats. In the groups with
antagonists L-368,899 (100 ng/50 pL) or SR49059
(10 ng/50 pL), the antagonists were given s.c. injec-
tions 5 min prior to the AVP at the same site in the
hind paw, and then the aforementioned protocol
was followed.

2.3.2 Rotarod

A rotarod apparatus (IITC Inc. Life Science, CA,
USA) was used to study the administration effects of
AVP on locomotor function. The rotarod’s velocity
was set at 15 revolutions per minute (rpm) with a
cut-off time of 180 s (drum diameter 9.52 cm). The
rats were trained for 3 consecutive days (2 trainings
per day). Training and experimental sessions con-
sisted of 3 consecutive cycles of locomotion. In each
cycle, the latency to fall from the rotarod was
recorded and then averaged. After the training days,
the same group of 9 rats was used for 21 days to
evaluate the locomotor effect without treatment
(control) and after the administration of saline (vehi-
cle group), AVP (10 pg/50 pL) or OT (100 pg/50 pL).
The drugs were injected s.c. into the dorsal surface
of the hind paw 10 min prior to the rotarod test,
with 24 h between the administration of each treat-
ment.
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2.4 Compounds

Apart from the anaesthetic (urethane), the drugs used
were [Args]-vasopressin acetate salt (AVP); oxytocin
(OT); (2S5)-1-[[(2R,3S)-5-Chloro-3-(2-chlorophenyl)-
1-[(3,4-dimethoxyphenyl)sulfonyl]-2,3-dihydro-3-hy
droxy-1H-indol-2-yl]carbonyl]-2-pyrrolidinecarboxa-
mide (SR49059) and (2S)-2-Amino-N-[(1S,2S,4R)-
7,7-dimethyl-1-[[[4-(2-methylphenyl)-1-piperazinyl]
sulfonyl]methyl]bicyclo[2.2.1]hept-2-yl]-4-(methyl-
sulfonyl)butanamide (L-368,899). All compounds
were obtained from Sigma-Aldrich. AVP, OT and L-
368,899 were dissolved in saline, whereas SR49059
was dissolved in DMSO (10%).

2.5 Data analysis

2.5.1 Electrophysiology

The mean number of action potentials evoked by
peripheral stimuli in the four control series was set
as 100% (we only used cells with less than a 10%
variation in their activity during the control series).
After drug administration, the number of action
potentials was quantified in each series (from 0 to
60 min) and normalized compared to the control
value. Throughout the experiment, the effect of AVP
was evaluated globally as area under the curve
(AUC, calculated with the trapezoid method) to
unfold the time with the maximum response to
AVP. Separate and global statistical comparisons
were made between the effect of the different doses
of AVP and the reversion by the antagonists. Only
one unit was recorded for each animal. Formalin test.
AUC constructed with the behavioural nociceptive
response during phase 1, interphase and phase 2 was
calculated. The statistical comparison between the
effect of the different doses of AVP and the reversion
by antagonists was done separately for each phase.
Rotarod. The statistical comparison between the mean
latencies to fall in each treatment and the control sit-
uation was conducted.

Figure data are presented as mean £+ SEM (stan-
dard error of the mean). In all cases, statistical analysis
was performed using GraphPad Prism® V6.01 software
(La Jolla, CA, USA). Normal distribution was tested.
In the electrophysiological experiments, a two-way
repeated measures ANOVA was performed to analyse
the effect of the treatments across the course of the
experiment. One-way ANOVA was used to compare
the global effect of different AVP doses and the partici-
pation of V4R and OTR in peripheral vasopressin
effects in the electrophysiological and behavioural
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models. Dunnett’s post-hoc test was used to compare
the treated groups versus the control groups. Tukey’s
post-hoc test was used when multiple comparisons
were assessed. A probability value of p < 0.05 was
considered statistically significant. The number of ani-
mals used in each experiment is reported in the results
section.

2.6 Immunofluorescence for OTR and VAR

Three male Wistar rats (280-310 g) were prepared
for an immunofluorescence of skin.

The animals were decapitated and immediately
after, the lateral hairy skin areas were excised with a
scalpel, snap-frozen in Tissue-Tek O.C.T. Compound
(Sakura Finetek USA, Inc, Torrance, CA, USA),
placed in liquid nitrogen-chilled isopentane and
stored at —80 °C before sectioning. A double
immunofluorescence for OTR and V;,R was per-
formed on slide-mounted samples of 20-um thick
cryostat sections after fixation in 4% phosphate-buf-
fered paraformaldehyde for 10 min at room temper-
ature. The sections were stored in four consecutive
series. The first was used for immunofluorescence
as follows: a primary antibody cocktail was used for
24 h at 4 °C; it included polyclonal antibodies
against OTR (raised in goat, diluted 1:400, Cat.no.
sc-8103; Santa Cruz Biotechnology Inc, SantaCruz,
CA, USA) and V4R (raised in rabbit, diluted 1:300,
Cat.no. A53272; Epigentek Group Inc, USA). The
sections were washed for 5 min with 0.1M PBS and
then incubated with the appropriate secondary anti-
body for 24 h at 4 °C. The secondary antibodies used
were donkey anti-Goat IgG (Alexa Fluor 488 conju-
gate, Cat.no. A-11055; Invitrogen, USA) and donkey
anti-Rabbit IgG (Alexa Fluor 555 conjugate, Cat.no.
A-31572; Invitrogen). The second series of sections
was treated without the primary antibody as a nega-
tive control to avoid a possible false-positive staining.
The two remaining series were stored for further
analysis.

2.7 Confocal microscopy and image analysis

Confocal images of the lateral hairy skin were
acquired using the LSM510 or LSM780 confocal
microscope system (Zeiss, Mexico) with 25 x /0.8,
40 x /1.3 and 63 x /1.32 NA oil immersion objec-
tive, using the 488-nm argon laser to excite Alexa
Fluor 488, and 561-nm diode laser for Alexa Fluor
555. The pinhole, Z-sectioning intervals were kept
constant for all images. About 15-30 optical Z-sec-
tions of 0.5-1 um thickness were obtained from the
20-pm thick tissue for each skin image stack.
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Optical sections were acquired at a digital size of
1024 x 1024 pixels and averaged three times to
reduce noise. In all cases, the image obtained was
improved (brightness and gamma) and analysed
using the ZEN 2 Blue Edition Software (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Gottingen, Germany). In addi-
tion, the colour for each channel was selected as fol-
lows: green for OTR and red for Vi,R. In all cases, a
2-dimensional projection image and a single optical
section image (where the V;,R and OTR signal were
strong) were imported in Tag Image File Format
(TTIFF) and were used to compose the multi-panel
figures. In addition, an orthogonal projection using
four optical sections was performed.

3. Results
3.1 Electrophysiological approach

3.1.1 Effect of peripheral AVP administration on
the afferent spinal cord activity

The electrophysiological recordings of spinal cord
neuronal activity showed that the lowest dose of
AVP (0.1 pg/50 pL, n = 6 cells) did not change the
neuronal activation evoked by AB-, Ad- and C-fibres
nor did it change the post-discharge (Fig. 2). The
intermediate AVP dose, 1 ng/50 pL (n = 5 cells), did
not affect the activity mediated by Ap-fibres
(Fig. 2A,E,I). Nevertheless, this dose produced a sta-
tistically significant reduction in the neuronal activ-
ity mediated by Ad-fibres globally (Fig. 2F,J) and a
non-significant reduction in the activity mediated by
C-fibres (Fig. 2G,K). The peripheral administration
of the highest dose of AVP (10 pg/50 pL, n = 6 cells)
did not affect the activity mediated by Ap-fibres
(Fig. 2A,E,I), but it provoked a reduction in the
activity evoked by AS- (Fig. 2B,F,J) and C-fibres
(Fig. 2C,G,K) throughout the experiment. A two-
way ANOVA showed a significant reduction of Ad-
mediated activity throughout the experiment, except
20 min after AVP administration, and a significant
reduction of C-mediated activity starting on minute
20 (Fig. 2B,C) with the highest dose of AVP. In addi-
tion, this dose produced a global decrease in post-
discharge (Fig. 2H,L) with a maximum effect 30 and
40 min after AVP administration (Fig. 2D). On the
other hand, the administration of AVP (10 pg/50 pL,
n =75 cells) in the paw contralateral to the stimu-
lated paw did not change the neuronal activation
evoked by AB-, Ad- and C-fibres (Fig. 2E,F,G,H,LJ,K,
L), but a non-significant reduction in post-discharge
was observed.
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Figure 2 Effect of peripheral AVP administration on the afferent spinal cord activity. (A, B, C, D) graphs show the temporal course of the effects
of peripheral AVP administration (dashed line) on the activity of spinal WDR neurons evoked by each type of fibre. *p < 0.05 represents the statis-
tical difference between AVP (10 pg) and the control value at the same time (two-way ANOVA, Tukey’s post-hoc test); for the sake of clarity, only
the comparison of the maximum AVP dose is presented. (E, F, G, H) show the area under the curve (AUC) of the entire experiment for each treat-
ment. (I, J, K, L) show the global data distribution for each dose. The boxes show the 95th and 5th percentiles, mean, and minimum and maximum
values. Notice the inhibition of activity mediated by Ad- and C-fibres, and post-discharge by AVP (10 pg). *p < 0.05, one-way ANOVA, Dunnett’s
post-hoc test. It is important to notice that AVP in doses of 10 pg applied in the contralateral (CL) paw produced no significant changes over the
afferent activation.

3.1.2 Participation of V;sR and OTR in the effect of groups revealed a significant difference for A5, C and

peripheral AVP administration on the afferent
spinal cord activity

In this set of experiments, we only used the AVP
dose, which showed a significant reduction in the
activity evoked by Ad- and C-fibres, and the post-
discharge from the prior experiments (AVP 10 pg/
50 uL). Local pretreatment with the specific VAR
antagonist SR49059 (10 pg/50 pL, n =5 cells) com-
pletely abolished the AVP-induced antinociception
throughout the experiment (Figs. 3 and 4). A com-

post-discharge global activity (Fig. 4F,G,H). Addition-
ally, a two-way ANOVA analysis showed that pre-
treatment with the V;,R antagonist reverted the
effect of AVP in every measurement during the
experiment (Fig. 4A,B,C,D). On the other hand,
local pretreatment with the specific OTR antagonist,
1-368,899 (10 pg/50 pul, n =5 cells), produced a
partial reversion of the global AVP-induced antinoci-
ception. Statistical comparison did not show differ-
ences between the AVP plus L3 and control groups
nor between the AVP plus L3 and AVP groups when

parison between the effects of AVP and AVP plus SR global activity was compared (Fig. 5F,G,H).
Before AVP
A | c
1 | | 1
15 l 15
710 i a 101
c c
] ]
> >
w s w s
0 0-
Time Time
B , " D : {ly
L |
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Figure 3 Effect of pretreatment with specific Vi4R and OTR antagonists on the AVP actions. (A, B) correspond to the same experiment. (A)
Depicts three control responses of a WDR spinal neuron after receptive field (rf) electrical stimulation and a control peristimulus time histogram.
(B) Represents the responses after 30 min of AVP administration and pretreatment with V 4R antagonist SR49059. Notice the absence of AVP-
induced reduction in Ad- and C-fibre-evoked activity. (C, D) correspond to the same experiment. (C) Depicts control responses and peristimulus
time histogram. (D) Represents the responses after 30 min of AVP administration and pretreatment with OTR antagonist L368899. Notice the
blockade of AVP reduction in Ad- and C-fibre-evoked activity.
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Figure 4 V1a receptor participation in the effects of peripheral AVP administration. (A, B, C, D) graphs show the temporal course of the effects of
peripheral AVP (dashed line in darkened area) in animals pretreated with the V;4R antagonist (SR49059) (dashed line). *p < 0.05 represents the
statistical difference between AVP (10 pg) + VAR antagonist (10 pg) compared with the control value at the same time (two-way ANOVA, Tukey’s
post-hoc test); for the sake of clarity, only the comparison of the AVP + V4R antagonist is presented. (E, F, G, H) show the area under the curve
(AUC) of the entire experiment for each treatment. (I, J, K, L) show the global data distribution for each dose. The boxes show the 95th and 5th
percentiles, mean, and minimum and maximum values. Notice the blockade produced by V4R antagonist over the response produced by periph-

eral AVP (10 pg). *p < 0.05, one-way ANOVA, Tukey’s post-hoc test.

Nevertheless, a two-way ANOVA analysis showed
that pretreatment with OTR antagonist prevented
the effect of AVP throughout the experiment, except
for Ad activity 60 min after AVP administration
(Fig. 5A,B,C,D). Neither V;,R antagonist nor OTR
antagonist administration produced an effect per se
on AB-, Ad-, and C-fibres, and post-discharge evoked
responses (n =5, n =6 cells per group, respectively)
(Figs. 4 and 5).

3.2 Effect of peripheral AVP administration on
end-tidal CO,

As described in the Surgical Procedure section, end-
tidal CO, was recorded during the electrophysiologi-
cal experiments. After s.c. administration of AVP (1
and 10 pg/50 pL, n = 6 rats per group), we found a
reduction in end-tidal CO, between minutes 5 and
20. This effect was not present after OT administra-
tion (31 pg/50 puL, n = 6 rats) (Fig. 6). S.c. pread-
ministration of V4R (10 pg/50 pL, n = 5) and OTR
(10 pg/50 pL, n = 6) antagonists did not prevent the
end-tidal CO, reduction produced by AVP (data not
shown).

3.3 Behavioural approach

3.3.1 Effect of peripheral AVP administration on
formalin-induced pain behaviour

Peripheral administration of AVP (0.1 pg/50 pL,
n = 6) failed to modify any of the three formalin test
phases (Fig. 7A,B). AVP (1 ng/50 pL, n = 6) reduced
the behavioural nociceptive response in phases 1
and 2 of the formalin test (Fig. 7A,B). AVP (10 pg/
50 uL, n = 6) diminished the behavioural nociceptive
response in all phases of the formalin test (phase 1,
interphase and phase 2) (Fig. 7A,B). In contrast, the
contralateral administration of AVP (10 pg/50 pL,
n =5) only diminished the behavioural nociceptive
response in phase 1 and the interphase (Fig. 7A,B).

3.3.2 Participation of V,4R and OTR in the effect of
AVP in the formalin test

Local pretreatment with either the V;,R antagonist
SR49059 (10 pg/50 uL) or the OTR antagonist

© 2017 European Pain Federation - EFIC®

1L-368,899 (100 pg/50 pL) failed to modify the effect
of AVP (10 pg/50 pL) in phase 1 and the interphase;
however, both antagonists partially reverted phase 2
of the formalin test (n = 6 per group) (Fig. 7C,D).
The sole administration of SR49059 (10 pg/50 pL,
n =7) provoked a statistically significant increment
in the behavioural nociceptive responses during the
interphase and phase 2 of the formalin test (Fig. 7C).
The antagonist L-368,899 had no significant effects
(Fig. 7D).

3.3.3 Effect of peripheral AVP and OT
administration on locomotor function

The s.c. administration of AVP (10 pg/50 pL, n = 10
rats) produced locomotor impairment as shown by
the decrease in latency to fall. Locomotor impair-
ment was totally absent 1 h after AVP administra-
tion. In contrast, the administration of OT (100 ng/
50 pL) did not produce motor impairment (Fig. 8).

3.4 V,4AR and OTR immunofluorescence

A double immunofluorescence technique against
ViaR and OTR was accomplished in the lateral hairy
skin tissues. This technique allowed us to observe in
the same tissue of both types of receptors. The pres-
ence of Vi5,R was clearly detected in thin cutaneous
fibres, and we confirmed the previous results of OTR
fibres in the skin (Gonzalez-Hernandez et al., 2017).
We tried to verify V4R and OTR co-localization
using the orthogonal view tool since both receptors
were very close to each other in several regions and
samples of both receptors. However, we did not have
any evidence of co-localization between the two
receptors. Figure 9 illustrates an example of at least
two parallel fibres, one with V;,R and another with
OTR.

4. Discussion

Taken together, these results show that s.c. AVP
administration produces two discernible effects: (1)
antinociception and behavioural analgesia; and (2)
systemic responses (respiratory and locomotor
impairment) that seem unrelated to antinociception
but could temporarily predominate over the former.
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Figure 5 OT receptor participation in the effects of peripheral AVP administration. (A, B, C, D) Graphs showing the temporal course of the effects
of peripheral AVP (dashed line in darkened area) in animals pretreated with the OTR antagonist (L368,899) (dashed line). Statistical difference
between AVP (10 pg) + OTR antagonist (10 pg) compared with the control value at the same time (two-way ANOVA, Tukey’s post-hoc test) was
assessed. (E, F, G, H) show the area under the curve (AUC) of the entire experiment for each treatment. (I, J, K, L) show the global data distribution
for each dose. The boxes show the 95th and 5th percentiles, mean, and minimum and maximum values. Notice the partial blockade produced by
OTR antagonist over the response produced by peripheral AVP (10 ng) (F, J, G, K). *p < 0.05, one-way ANOVA, Tukey’s post-hoc test.

Finally, our findings could be mediated by the pres-
ence of Vi,R and OTR in cutaneous fibres.

4.1 Antinociception induced by peripheral AVP
administration

AVP as an antinociceptive molecule has been previ-
ously addressed (Berkowitz and Sherman, 1982; Ber-
son et al., 1983; Schorscher-Petcu et al., 2010; Mogil
et al., 2011; Qiu et al., 2014a,b). It was hypothesized
that systemic AVP could produce peripheral antinoci-
ception by up-regulating the function of the GABA,
receptor (Qiu et al., 2014a) or inhibiting acid-sensing
ion channels in the DRG (Qiu et al.,, 2014b). To our
knowledge, only one work previously addressed the
possible peripheral local effect of AVP administration
(Qiu et al., 2014b). Qiu et al. (2014b) described that
OT and AVP produced local antinociception after
intraplantar injection of acetic acid. In fact, using elec-
trophysiological and behavioural approaches, our
results show that sub-cutaneous AVP produces
antinociception.

It is well accepted that Ad- and C-fibres of pri-
mary afferent carry the nociceptive information to
the spinal cord, whereas Ap-fibres preferentially
transmit non-nociceptive information (Basbaum
et al., 2009). Thus, the finding that s.c. AVP in the
receptive field reduces the activity mediated by Ad-
and C-fibres, but not by AB-fibres, is interpreted as
a specific antinociceptive effect. However, it is

3.5

o)

[% 3.04 —0—

w

s

e 254 & OT(31yg)

L -0~ AVP(1ug)
W AVP(10 ug)

2.0 T T

10 20 30 40 50 60
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0 5§

Figure 6 Effect of peripheral AVP administration on the end-tidal
CO,. The graph shows the time course of end-tidal CO, after periph-
eral AVP administration. The grey area indicates the maximum
decrease in end-tidal CO, after 1 and 10 ug AVP administration.
Notice that OT does not produce this effect.
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important to remark that only the s.c. administra-
tion in the receptive field had this effect, whereas
the s.c. administration in the paw contralateral to
the stimulated paw did not diminish the activity
evoked by Ad- and C-fibres.

Subsequently, we studied whether this antinocicep-
tive effect could transform into behavioural analgesia
using the formalin test. Formalin administration pro-
duces paw shakes with three distinguishable phases
(Barrot, 2012). Phase 1 (0-10 min), characterized by
intense paw shakes, is possibly mediated by the acti-
vation of TRP channels (McNamara et al.,2007). The
nociceptive behaviour diminishes during the inter-
phase (10-20 min), but it is not known if this
decrease is mediated by central modulation or by the
absence of formalin activity (Matthies and Franklin,
1992; Fischer et al., 2014). Finally, phase 2 (20—
60 min), characterized by the reappearance of noci-
ceptive behaviour, is probably induced by peripheral
inflammation and central sensitization (Hunskaar and
Hole, 1987). Considering that both ipsilateral (to the
site of formalin application) and contralateral AVP
administration (10 pg/50 pL) diminished the response
in phase 1 and interphase, this effect could be corre-
lated with the locomotor impairment observed and
described elsewhere (Andrews et al., 1983; Ettenberg
et al., 1983). However, only ipsilateral AVP adminis-
tration produced an important reduction in nocicep-
tive behaviour during phase 2 of the formalin test. In
fact, our electrophysiological data show an early
reduction of activity evoked by Ad-fibres starting
5 min after AVP administration followed by a reduc-
tion in C-fibres and post-discharge when applied only
in the same paw where formalin was administered, so
it is possible that an early local effect could be masked
by the systemic response.

Additionally, it remains to be addressed whether
AVP could participate in other mechanisms related
to nociception. AVP has multiple anti-inflammatory
effects (Russel and Walley, 2010) that could con-
tribute to the reduction in the phase 2 of the forma-
lin test described in this study. It is interesting to
notice that V;,R knockout mice present an increased
response in phase 2 of the formalin test (Schorscher-
Petcu et al., 2010), which is consistent with our data
when the V1aR antagonist alone incremented this
phase.
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Figure 7 Effect of peripheral AVP on the formalin nociceptive-evoked response. (A) Time course of formalin paw flinches after the administration
of AVP at different doses. The grey area represents the interphase between the two formalin-evoked responses. Notice the absence of flinch
responses produced by ipsilateral 10 pg compared with the contralateral 10 pg of AVP during phase 2 of the formalin test. (B) Area under the
curve (AUC) quantification of AVP effect on the formalin response throughout the different phases: phase 1 (0-10 min), interphase (10-20 min)
and phase 2 (20-60 min). (C) AUC analysis showed the participation of V1a receptor in the effect of peripheral AVP in the formalin test. (D) Shows
the participation of OT receptor in the effect of peripheral AVP in the formalin test. *p < 0.05, **p < 0.01 one-way ANOVA, Dunnett’s post-hoc

test for B, Tukey’s post-hoc test for C and D.

4.2 Participation and location of V,4R and OTR
in the antinociceptive effects of peripheral AVP

AVP (Peng et al.,, 2015) and OT produce central
(Condés-Lara et al., 2008; DeLaTorre et al., 2009)
and peripheral (Hobo et al.,, 2012; Qiu et al., 2014b)
antinociception; however, the receptor involved in
those effects is still a matter of debate (Gonzalez-
Hernandez et al., 2014). In this regard, administra-
tion of AVP or OT in V;,R knockout mice failed to
evoke behavioural analgesia (Schorscher-Petcu et al.,
2010; Mogil et al., 2011; Qiu et al.,, 2014b). Never-
theless, there is evidence of OTR participation in
central (Miranda-Cardenas et al., 2006) and periph-
eral (Juif and Poisbeau, 2013; Gong et al.,, 2015)
antinociception. We found that both receptors seem
to be implicated in peripheral AVP antinociception.
Owing to the highly similar structure of AVP and
OT, the former could bind with similar affinity to
Vla and OT receptors in in vitro experiments (Man-
ning et al.,, 2008). Consequently, we used two
high-affinity, non-peptide antagonists to study the
participation of both receptors (Serradeil-Le Gal
et al.,, 1993; Williams et al., 1994). In our electro-
physiological approach, the AVP-induced antinoci-
ception appears to be preferentially mediated by
V1aR although OTR also participates. Similarly, both
antagonists partially blockade the antinociceptive
effect of AVP in phase 2 of the formalin test. It is
possible that a complete reversion did not occur with
either antagonist because of the multiple nociceptive

A 180

CAPC C QT V € OT V € C AW+

-

factors involved in this behavioural test; for example,
the numerous peripheral inflammatory mediators
(Shibata et al., 1989) and central sensitization mech-
anisms (Tjolsen et al.,, 1992). Our immunohisto-
chemical results demonstrated that peripheral OTR
and VR are present and that AVP could participate
using both receptors due to the lack of total rever-
sion with the specific antagonists. Nevertheless, we
never used both antagonists simultaneously.

In DRG, V;,R mRNA is markedly expressed in
small and medium-diameter cells (Schorscher-Petcu
et al., 2010), whereas OTR has been found co-loca-
lizing with both 1B4 and CGRP (Moreno-Ldpez
et al., 2013; Gong et al.,, 2015). OTR and V;,R seem
to be located in very close proximity, but we could
not specify if they co-localized or only co-existed.
Our results confirmed the existence of OTR in pep-
tidergic peripheral nerve terminals (Gonzalez-
Hernandez et al., 2017) and revealed the presence of
V1aR in peripheral fibres.

4.3 Systemic versus local AVP effects

Systemic effects of AVP considered the transitory
diminution of end-tidal CO, and the locomotor
impairment.

4.3.1 End-tidal CO,

Systemic AVP produces vasoconstriction, preferen-
tially in non-vital organs (Laszl6 et al., 1991). Our

w
=
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bl

-

T LI |
1 2 3 6 7 B @ 10 11 12 15
Days

18 20 21

Figure 8 Locomotor effects induced by peripheral AVP administration. (A, B) Shows the effects on a motor function studied with the rotarod test.
(A) Course over 21 days of the motor effects induced by AVP administration (10 pg), OT (100 pg), vehicle (V-saline) or control (C) measurements.
AVP+1 h represents the effect on motor function 1 h after AVP administration. In (B), the mean time of the different treatments along the days is

presented. *p < 0.05, one-way ANOVA, Dunnett’s post-hoc test.
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Figure 9 Representative confocal image of a skin (dermis and epidermis) section for V4R and OTR immunofluorescence. The images are double-
labelled sections of dermis and epidermis with antibodies against VR (red) and OTR (green) in the lateral hairy skin paw. The arrows show the
site where V4R and OTR are preferentially present in the dermis/epidermis. Panels in A are the z-stack projection from 4 optical sections (25x/0.8
NA objectives). Panels in B are a single optical section cropped from panels A (from the box) showing that ;AR and OTR signals are near but not
co-localized; the optical section was selected at the point with the best signal for V4R and OTR. Panel C shows an orthogonal view displaying four
optical sections at 25x/1.3 NA; y-z plane and x-z plane show no co-localization between V;4R and OTR. Scale bars: 50 um.

finding of end-tidal CO, reduction could be
explained by a transitory hypoperfusion in non-
vital vascular beds and a subsequent diminished
transport of CO, from the periphery to the lungs
(Anderson and Breen, 2000). On this subject,
although the relation of a hypertensive response to
AVP and antinociception was not approached in
the current study, previous studies have explored
this possibility and have not found a correlation

between pressor and analgesic effects of AVP
(Berkowitz and Sherman, 1982; Berson et al.,
1983).
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4.3.2 Locomotor impairment

It has been reported that the systemic AVP can pro-
duce locomotor impairment (Andrews et al., 1983;
Ettenberg et al.,, 1983) and this effect can be con-
fused with antinociception, when nociceptive beha-
viour is estimated as motor responses (Cartmell
et al.,, 1991). We confirmed the AVP induced loco-
motor impairment with the rotarod test. This transi-
tory effect could have a role in the diminish of phase
1 and interphase of the formalin test by both ipsi
and contralateral AVP administration. Nonetheless,
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during phase 2 only ipsilateral AVP produced beha-
vioural antinociception, suggesting that this is a local
effect unrelated to locomotor function.

4.3.3 Central versus peripheral AVP
antinociceptive effects

AVP has multiple antinociceptive actions in the cen-
tral nervous system. Microinjection of AVP in the
nucleus raphe magnus (Yang et al., 2006b), caudate
nucleus (Yang et al., 2006a) and spinal cord (Peng
et al., 2015) produces antinociception. The participa-
tion of opiate and serotonin systems in AVP central
antinociception has also been reported (Yang et al.,
2009). Additionally, it is possible that circulating
AVP could cross the blood-brain barrier (Zlokovic
et al., 1990). Although the participation of central
effects after peripheral AVP administration could not
be explored in this study, it is unlikely that they
play a major role in our results on the antinocicep-
tive effect. Indeed, Rojas-Piloni et al. (2010) used a
similar electrophysiological model and reported that
spinal AVP microinjection did not diminish the
responses evoked by Ad- and C-fibres. On the other
hand, in the current study, the contralateral (to
electrical stimuli and to formalin) administration of
AVP neither diminished the activity mediated by
Ad- and C-fibres nor produced the behavioural
antinociceptive effect during phase 2 of the formalin
test. Consequently, the presence of a V4R in the
periphery seems to be responsible for the AVP
action.

5. Conclusion

Subcutaneous AVP diminished the evoked activity
mediated by Ad- and C- fibres and produced beha-
vioural antinociception with V;,R and OTR implica-
tions. The immunohistochemical location of V4R
and OTR in cutaneous fibres suggests their mediation
in the local effects. However, subcutaneous AVP
administration produces respiratory CO, decrement
and locomotor impairment that could be confused
with antinociception.
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Peripheral oxytocin receptors inhibit the
nociceptive input signal to spinal dorsal horn
wide-dynamic-range neurons
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Abstract \
Oxytocin (OT) has emerged as a mediator of endogenous analgesia in behavioral and electrophysiological experiments. In fact, OT
receptors (OTRs) in the spinal dorsal horn participate in a selective inhibition of the neuronal activity mediated by Ad and C fibers but
not AB fibers. This study shows that OTRs are expressed in the terminal nerve endings and are able to inhibit nociceptive neuronal
firing. Indeed, local peripheral OT blocked the first sensorial activity of A8 and C fibers recorded in the spinal cord neurons.
Furthermore, using the formalin behavioral nociceptive test, we demonstrated that only ipsilateral OTR activation inhibits pain
behavior. Our data are reinforced by the fact that the OTR protein is expressed in the sciatic nerve. Consistent with this,
immunofluorescence of primary afferent fibers suggest that OTRs could be located in nociceptive-specific terminals of the skin.
Taken together, our results suggest that OTRs could be found in nociceptive terminals and that on activation they are able to inhibit
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nociceptive input.
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1. Introduction

Oxytocin (OT) is a nonapeptide that is released mainly into the
central nervous system by the hypothalamic paraventricular and
supraoptic nuclei.*® Oxytocin binding sites and receptors are
widely extended.'® This peptide is involved in different physio-
logical functions such as: (1) cardiovascular activity; (2) breathing;
(3) feeding; (4) social interactions; and more recently, (5) noci-
ception.?”334! Regarding nociception, OT has emerged as an
interesting molecule to induce analgesia at the spinal cord level,
not only in animal pain models'2'¢%7:42 pyt also in humans.®'°
More recently, it was described'® as a particular cell population in
the parvocellular part of the paraventricular nuclei that controls
magnocellular OT activity and suppress nociception under
activation. In fact, Juif and Poisbeau®® demonstrated that
intravenous OT administration diminishes the evoked neuronal
activity associated with C-fiber activation in wide-dynamic-range
(WDR) cells pointing out that this effect is at the dorsal root
ganglionDRG level. More recently, it has been suggested that OT
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released from the supraoptic nuclei modulates nociception by
activating oxytocin receptors (OTRs) located in DRG nociceptive
neurons through a similar mechanism."® Furthermore, experi-
ments using whole-cell patch clamps and voltage clamps on
isolated DGR neurons have found that OT inhibits the acid-
sensing ion channel currents induced by acidification,*® and there
are similar results from studies using capsaicin.?? Certainly, OT
does not cross the blood-brain barrier,’” and the current
consensus about the peripheral antinociceptive properties of
QT is restricted at the DRG level. Because OTRs are expressed in
DRG cells*®%® and in the trigeminal ganglia,*® no study has yet
reported on its role in the peripheral terminal nociceptive nerve
endings. However, these studies have failed to extend its potential
role of peripheral action of OT on terminal nerve endings (ie, on
superficial skin layer) as observed for other antinociceptive
systems.®

In this context, the present study was designed to describe
and test not only the potential peripheral local antinociceptive
action of OT, but also the functional role of OTR in peripheral
nociceptive skin terminals. To conduct this study, we used
electrophysiological (extracellular unitary recordings of spinal
dorsal horn WDR cells), a behavioral nociceptive test (formalin
test), and molecular and pharmacological tools to reveal
a new mechanism at the periphery modulating nociception.
We present evidence for a specific role of OT in OTR
modulating the nociceptive input at the terminal nerve
endings.

2. Experimental procedures
2.1. Animals

Atotal of 121 male Wistar rats (220-280 g) from the Neurobiology
Institute Animal House were used in the experiments. Animals
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were maintained on a 12:12 hours light and dark cycle (light
beginning at 07:00 hours) and housed in a special room at
constant temperature (22°C = 2°C) and humidity (50%) with food
and water ad libitum. Our Institutional Ethics Committee
approved all animal procedures and protocols, and they followed
the IASP ethical guidelines,®® a Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals established by the NIH, and ARRIVE guide-
lines for reporting experiments involving animals.*® All efforts were
made to limit distress and use only the number of animals
necessary to produce reliable scientific data.

2.2. General methods

2.2.1. Surgical procedures for electrophysiological
experiments

Animals were anesthetized with urethane (1-1.2 g/kg) and then an
intratracheal cannula was inserted for artificial ventilation (55
strokes/min). Subsequently, animals were mounted onto a ste-
reotaxic frame and secured in a spinal cord unit frame; the lumbar
vertebrae were fixed to improve stability at the recording site to
perform a laminectomy to expose the L2-L4 spinal cord
segments. The dura was carefully removed, and to avoid
desiccation, we covered the exposed spinal cord with mineral
oil. The animals were not paralyzed, and we did not observe
a withdrawal reaction during the experiments as previously
reported.®® End tidal CO, was monitored with a Capstar-100 CO»
analyzer (CWI Inc, Ardmore, PA) and kept between 2.5% and
3.0% by adjusting the stroke volume to maintain a normal acid-
base equilibrium. Core body temperature was maintained at 38°C
using a circulating water pad.

2.2.2. Extracellular unitary recordings

Extracellular unitary recordings were made using 7 quartz-
platinum/tungsten microelectrodes (impedance 4-7 MQ)
mounted in a multichannel microdrive “System Eckhorn.” The
multi-electrode system was manipulated with the 7-channel
version of the fiber-electrode manipulator “System Eckhorn”
using Eckhorn Matrix multiuser software (Thomas RECORDING
GmbH, Giessen, Germany). The microelectrodes were lowered
(400-900 pwm from the surface) in small steps (2-5 pwm) into the
superficial laminae of the left dorsal horn segments to search for
single-unit discharges. For each recorded cell, the specific
somatic receptive field (RF) was located by tapping on the entire
ipsilateral hind paw and toes; electrical stimulation was then
applied by 2 electrodes inserted into the RF (see below). In this
case, 2 fine needles (27 G) attached to a stimulus isolator unit
were inserted subcutaneously (s.c.) into the RF of the recorded
neuron. The electrical test stimulation was then conducted; this
test consists of 20 stimuli at 0.5 Hz with 1-millisecond pulse
duration at 1.5 times the threshold intensity (0.1-3 mA) required to
evoke a C-fiber response.

The extracellular neuronal activity induced by electrical
stimulation of the RF was recorded, amplified, digitalized, and
discriminated using CED hardware and Spike 2 software (Version
5.20; Cambridge Electronic Design, Cambridge, United
Kingdom). Raw and discriminated signals were fed through an
audio monitor and displayed on an oscilloscope. Waveforms and
recorded spike trains were stored on a hard drive for off-line
analysis. Baselines and evoked activities of the spinal dorsal horn
WDR neurons were recorded and analyzed as cumulative
frequency and post-stimulus time histograms to detect the
occurrence of statistically significant neuronal responses. All
WDR cells recorded were found between 450 to 750 wm from the
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surface. On this basis, the stimulating threshold to evoke action
potentials and their frequency of occurrence, resulting from the
stimulation of the peripheral RF on the hind paw, were attributed
to the recruitment of AB-, As-, and C fibers. Considering the
distance between the RF and the recording electrode, the peak
latencies observed correspond to peripheral conduction veloc-
ities®® within the AB- (0-20 milliseconds), As- (21-90 milli-
seconds), and C fibers (90-350 milliseconds) (Fig. 1A-D). Thus,
the number of action potentials that occurred in response to
20 RF stimuli was compared before (basal) and after vehicle/drug
(50 pL; s.c., in the RF) treatment.

Accordingly, the neuronal-evoked responses were evaluated
immediately after (t = 0) OT (1, 10 and 56 pg/paw; n = 6 cells,
each dose) or vehicle (isotonic saline; n = 5 cells) administration at
5, 10, 20, 40, 60, 80, and 100 minutes. The role of OTR in the
QT effect was also evaluated by s.c. administration of the potent
(pK; = 8.1)%° and selective antagonist® L-368,899 (10 wg/paw;
n = 4 cells). The antagonist was administered 5 minutes before
QT or vehicle.

2.2.3. Formalin-induced acute nociception

Acute nociception was assessed using the 1% formalin test.'®
Rats were placed in open Plexiglass observation chambers for
1 hour during 3 consecutive days to allow them to become
familiar with their surroundings. On the fourth day, and after 30
minutes in the Plexiglass chamber, they were removed for
formalin administration. Formalin (1%) was injected s.c. (50 L)
into the dorsal surface of the right hind paw using a 30-gauge
needle. Animals were then retuned to the chambers and
nocifensive behavior was observed immediately after formalin
injection. Nocifensive behavior was quantified as the number of
flinches of the injected paws during 1-minute periods every
5 minutes for up to 60 minutes after injection.®*52 Flinching was
characterized as a rapid and brief withdrawal or flexing of the
injected paw. Formalin-induced flinching behavior was biphasic.
The initial acute phase (0-10 minutes) was followed by a relatively
short quiescent period, which was then followed by a prolonged
persistent response (15-60 minutes). At the end of the experi-
ments, the rats were killed in a CO, chamber. Oxytocin (0.1, 10,
31, and 100 pg/paw; n = 6 rats, each dose) or vehicle was
administered 5 minutes before formalin. Furthermore, the
L-368,899 was given (10 and 100 wg/paw; n = 5 rats each
dose) 5 minutes before OT or vehicle.

2.2.4. Motor coordination test

A motor coordination test (rota-rod test) in an independent group
of rats was performed in a treadmill apparatus (IITC Inc Life
Science, Los Angelss, CA). Briefly, this test consists of placing the
animals on a cylinder (diameter: 7 cm) rotating at a constant
speed of 15 revolutions per minute (rpm). Animals were trained to
walk on the cylinder (cutoff time: 180 seconds) in 5 previous
consecutive sessions without any treatment, and in the sixth
session they received 31 png/paw of OT (n = 5) or vehicle (50 wL;
n = 5). The time it took to fall was counted.

2.2.5. Immunofluorescence of primary afferent fibers

The left sciatic nerve was exposed in 6 male Wistar rats (280-
310 g). Distal to the 3 peripheral branches (sural, common
peroneal, and tibial nerves) of the sciatic nerve, the tracer True
Blue (TB) was placed under microscopic control; in this case, we
used a stainless steel wire charging tiny pellets of TB attached to
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Figure 1. Peripheral oxytocin inhibits the nociceptive activation fibers arriving at second-order wide-dynamic-range (WDR) cells. (A) Experimental setup design
illustrating the electrophysiological recording of lumbar spinal dorsal horn WDR cells and the location of the receptive field (RF) stimulation on the paw. (B) Raw
data of 4 stimulus artifacts (upper line) and consecutive WDR responses to RF stimulation. (C) Raw tracing of a single response to RF stimulation. (D) Peri-
stimulus time histograms (PSTHSs) constructed from 20 WDR responses to RF stimulation depicting the different fiber components (AB fibers, Ad fibers,
Cfibers, and postdischarge). (E, F, G, and H) Time course changes in the percentage average of the different fibers activating WDR cell responses induced by
RF stimulation and the effects to subcutaneous (s.c.) oxytocin (OT) injection (1, 10, and 56 pg/paw; n = 6 each dose) at time 0. *P < 0.05, statistically
significant difference compared at the same time with control (); n = 5) responses. For the sake of clarity, solid symbols (.,A,Q), instead of empty
symbols, represent significant (P < 0.05) responses vs its respective (100%) initial basal response (BR). Notice that OT predominantly inhibits (compared with
control curve, ) the response of C fibers and postdischarge. Panels |, J, K, and L show global neuronal activity (obtained from the respective time course
figures) of AB fibers, A8 fibers, C fibers, and postdischarge in response to s.c. OT; this neuropeptide was able to preferentially block the neuronal activity
associated to A fibers, C fibers, and postdischarge but not AB fibers. This inhibition is clearly depicted in panels M, N, O, and P, where the PSTHs were
obtained for 1 WDR neuron illustrating the effect of s.c. OT (56 png/paw) at different times after OT administration. In this case, note that OT blocks the activity
associated with the activation of nociceptive fibers (ie, Ad fibers and C fibers).

Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA) and the CGRP (raised in rabbit,
diluted 1:2000, Cat.no. AB15360; Chemicon International, Teme-

its blunt tip. After 5 days, the animals were killed by decapitation
and immediately after, the lateral hairy skin areas were excised

with a scalpel, snap frozen in Tissue-Tek O.C.T. Compound
(Sakura Finetek USA, Inc, Torrance, California), placed in liquid
nitrogen—chilled isopentane, and stored at —80°C before
sectioning.

Triple immunofluorescence for the OTR, IB4, and calcitonin
gene-related peptide (CGRP) was performed on free-floating and
slide-mounted samples of 50-um thick cryostat sections after
fixation in 4% phosphate-buffered paraformaldehyde for 10
minutes at room temperature. A primary antibody cocktail was
used for 24 hours at 4°C; it included polyclonal antibodies against
OTR (raised in goat, diluted 1:400, Cat.no. sc-8103; Santa Cruz

cula, CA). The sections were washed for 5 minutes with 0.1 M PBS
and then incubated with the appropriate secondary antibody for 24
hours at 4°C. The secondary antibodies used were donkey anti-
Goat IgG (Alexa Fluor 488 conjugate, Cat.no. A-11055; Invitrogen,
Grand Island, NY) and donkey anti-Rabbit IgG (Alexa Fluor 647
conjugate, Cat.no. A-31573; Invitrogen). To detect isolectin B4
(IB4) binding, we included 1:400 Griffonia simplicifolia isolectin (GS-
IB4) Alexa Fluor 568 (Cat.no. 121412; Invitrogen) during secondary
antibody incubations.

An extra group of 3 rats was required during the submission
process. This group had the same experimental protocol but
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the tissue was cut serially in 20 wm-thick cryostat sections.
One section was treated as previous experiments and the
following sections without the primary antibody for each OTR
(1:400), 1B4 (1:400), or CGRP (1:2000). This maneuver
allowed us to reveal the possible unspecific immunofluores-
cence forthe OTR, IB4, and CGRP in order to avoid a possible
false positive staining.

2.2.6. Confocal microscopy and image analysis

Confocal images of the peripheral terminal sensory in the lateral
hairy skin were acquired using the LSM510 or LSM780 confocal
microscope system (Zeiss, Mexico) with 25x/0.8, 40x/1.3, and
63%/1.32 NA oil immersion objective. Using the 488-nm argon
laser to excite Alexa Fluor 488, 561-nm diode laser for Alexa
Fluor 568, and 633-nm helium/neon laser to excite the Alexa
Fluor 633 signal. The pinhole, Z-sectioning intervals were kept
constant for all images. About 40 to 100 optical Z-sections of
1-pm thickness were obtained from the 50-pm thick tissue for
each skin image stack.

Optical sections were acquired at a digital size of 1024 X 1024
pixels and averaged 3 times to reduce noise. In all cases, the
image obtained was improved (brightness and gamma) and
analyzed using the ZEN 2 Blue Edition Software (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Gottingen, Germany). In addition, the color
for each channel was selected as follows: green for OTR, red for
IB4, and blue for CGRP. In all cases, a 2-dimensional projection
image and a single-optical section image (where the OTR signal
was strong) were imported in Tag Image File Format (TIFF) and
were used to compose the multipanel figures. Furthermore,
projection images were 3D rendered and a pseudo-3D (2.5D)
graphic was made. In addition, an orthogonal projection using
6 to 8 optical sections was performed.

2.2.7. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis and Western blot

A group of 12 rats was subdivided into 3 groups (control; saline
injection, 50 pL/paw, s.c.; and 1% formalin injection, 50 wL/paw,
s.C.; n = 4 each) to determine the presence of OTR in the
peripheral nerve. After 1 day postinjection, all animals were killed
by decapitation and the left sciatic nerve (ipsilateral to s.c.
injection) was exposed; the connective tissue was carefully
removed and the nerve was cut above the trifurcation of the tibial,
common peroneal, and sural rami nerves. Then, the fragments
were frozen and stored at —70°C. In all cases, an ~2-cm fragment
of sciatic nerve was collected.

The tissue was homogenized and extracted for 2 hours by
agitation in ice-cold hypotonic Tris-HCI buffer (Tris 50 mM, pH:
9) containing a protease inhibitor cocktail (Complete Mini;
Roche, Mannheim, Germany) and 0.5 mM phenylmethylsul-
fonyl fluoride (PMSF; Sigma, St. Louis, MO). The homogenates
were centrifuged at 10,000 rpm for 20 minutes at 4°C. The
supernatants were collected and the protein content was
quantified using the Bradford method.® Then 30-ug protein of
each sample was resolved by 1-dimensional denaturing
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis in
1.0-mm thick, 6-cm long, 12% gel using the Laemmli®’
buffer system in a Mini-PROTEAN |l cell (Bio-Rad, Hercules,
CA). The samples were run under reducing conditions (in the
presence of 5% [wt/vol] 2-mercaptoethanol) and constant
voltage (100 V stacking gel; 150 V separating gel). Prestained
molecular weight markers (Bio-Rad) were used to estimate the
molecular weight.
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After electrophoresis, the slabs were equilibrated in cold
transfer buffer (25 Mm Tris-HCI, 192 mM glycine, 20% methanol
vol/val, pH 8.3) for 30 minutes and electrotransferred (at 200 mA
for 1 houn*” to nitrocellulose membranes (Bio-Rad). After
transfer, the membranes were washed with 30 mM Tris,
500 mM NaCl Tris Buffered Saline (TBS), at pH 7.5 for 10
minutes, then blocked with 5% (wt/vol) nonfat dry milk (Bio-Rad)
in TBS for 2 hours. After washing the membranes 3 times with Tris
Buffered saline with tween 20 TTBS (TBS containing 1% [wt/vol]
non-fat dry milk, and 0.05% [wt/vol] Tween 20) for 10 minutes,
they were incubated overnight at room temperature in TTBS with
the OTR antibody (raised in goat, diluted 1:500, Cat.no. sc-8103,
Santa Cruz Biotechnology Inc). After that, membranes were
rinsed 3 times (10 minutes each) in TTBS and incubated during 2
hours at 4°C with a secondary antibody (rabbit anti-Goat IgG-HRP
conjugate, diluted 1:3000, Cat.no. 81-1620; Invitrogen). Protein
signal detection was achieved by incubating the membranes in
Electrochemiluminiscence (ECL) reagent (Amersham-Pharmacia,
Buckinghamshire, United Kingdom) for 5 minutes and exposed to
Kodak BioMax ML fim. The next day, blots were stripped and
incubated overnight at room temperature with GAPDH antibody
(raised in rabbit, diluted 1:1000, Cat.no. 2118; Cell Signaling
Technology); membranes were then rinsed 3 times with TTBS and
incubated for 2 hours at 4°C with a secondary antibody (goat anti-
Rabbit IgG-HRP conjugate, diluted 1:3000, Cat.no. 65-6120;
Invitrogen). The anti-GAPDH was used as internal control to
normalize OTR’s protein expression level. In both cases, immuno-
blots were scanned and bands were semiquantitatively analyzed
using Image Lab Software (v5.2.1; Bio-Rad Laboratories).

2.2.8. Drugs

In addition to the anesthetic (urethane), this study used the
following compounds (obtained from the sources indicated): OT
acetate salt hydrate (Sigma Chemical Co, St Louis, MO) and the
(S)-2-amino-N-((1S,2S,4R)-7,7-dimethyl-1-((4-o-tolylpiperazin-
1-ylsulfonyl) methyl) bicycle [2.2.1] heptan-2-yl)-4-(methylsul-
fonyl) butanamide hydrochloride (L-368,899 hydrochloride;
Tocris Bioscience, Northpoint, United Kingdom). The OT was
dissolved in physiological saline, whereas L-368,899 was
dissolved in 10% DMSO, and the resulting solution was gauged
with saline. These vehicles had no effect on the baseline values of
neuronal activity or on behavioral responses. The doses
mentioned in this text refer to substance-free base.

2.2.9. Statistical analysis

All data, tables, and figures in the text are presented as mean =
SEM. The number of evoked potentials induced by electrical
stimulation of the paw was normalized and expressed as
percentage change from the respective baseline (100%). This
baseline response was established after an identified neuron
had a =10% variation in the neuronal responses induced by RF
stimulation during 5 consecutive tests (10 minutes between
each test). Furthermore, the baseline value refers to evoked
neuronal response before peripheral treatment with OT or
L-368,899 plus OT. The difference in neuronal activity evoked
within 1 group of animals before and after treatment was
compared using a 2-way repeated measures analysis of
variance. In addition, temporal-course was adjusted to obtain
global neuronal activity because of the treatment; in this case,
a 1-way analysis of variance was performed. In the formalin test,
curves were constructed by plotting the number of flinches as
a function of time. The area under the number of flinches against
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time curves, an expression of the duration and intensity of the
effect, was calculated by the trapezoidal rule, and a 1-way
analysis of variance was performed. In the motor coordination
test, a Student t test was used to compare time to fall. The
1-way and 2-way analyses of variance were followed, if
applicable, by the Student-Newman-Keuls post hoc test. In
all cases, statistical significance was accepted at P < 0.05.

3. Results

3.1. Peripheral local administration of oxytocin inhibits the
nociceptive activity of the second-order wide-dynamic-
range neurons

Peripheral electrical stimulation of the RF elicited well-defined
neuronal responses of the spinal dorsal horn WDR cells
(Fig. 1A-D). Briefly, 1 pulse of stimuli in the RF elicited
a classical neuronal response of a spinal second-order WDR
neuron (Fig. 1B-C). This neuronal activity could be broken
down according to the conduction velocities of primary
afferent fibers (ie, AB-, A3-, C fibers, and postdischarge)
(Fig. 1D). Interestingly, after a single subcutaneous adminis-
tration of OT (s.c.; 1-56 wg/50 pl) (Fig. 1E-H), a dose-
dependent decrease in the firing responses elicited by 20
electrical stimuli on the RF was observed (compared with its
respective basal responses). These inhibitions (~40%-60% of
basal response) were particularly more pronounced in the A8
fibers, C fibers, and postdischarge, starting 5 minutes after OT
administration and lasting up to 100 minutes. When we
analyzed these results as global neuronal activity (Fig. 11-L),
we found that OT mainly inhibits the neuronal firing associated
with the activation of A8 fibers, C fibers, and postdischarge
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(Fig. 1J-L). Figure 1M-P show peri-stimulus time histograms
obtained from 1 WDR neuron before and after OT administra-
tion; these figures clearly depict the inhibition of C-fiber
activity.

3.2. The antinociceptive effect of subcutaneous oxytocin has
a local and specific effect

Because the electrophysiological experiments showed that OT
selectively inhibits the activity of A and C fibers, a set of
experiments using the 1% formalin test (50 pL formalin injected
s.c. into the dorsal surface of the hind paw) were performed to
test the potential antinociceptive behavioral effects of peripheral
local OT. Subcutaneous (s.c.) formalin produced a typical
pattern of flinching behavior characterized by a biphasic time
course (Fig. 2A). Phase 1 of the nociceptive response began
immediately after formalin injection and then gradually declined
(=10 minutes). Phase Il began about 15 minutes after formalin
injection and lasted for 1 hour. Subcutaneous injection of OT (31
and 100 pg; ipsilateral to formalin injection) significantly
prevented formalin-induced nociception in rats (Fig. 2A).
Indeed, OT but not vehicle, prevented flinching behavior in
phase | (100 pg/paw; Fig. 2B) and phase Il (31 and 100 pg/paw;
Fig. 2C) of the formalin test. In contrast, contralateral peripheral
injection of a supramaximal dose of OT (100 pg/paw) failed to
modify formalin-induced flinching behavior, thus indicating
a local effect. This antinociceptive action is not only local but
also specific, because the highest dose of OT did not produce
any changes in the motor coordination test (Fig. 2D). We also
used Western blotting and found that OTR is expressed in the
sciatic nerve, which innervates the paw; moreover, the s.c.
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Figure 2. Subdermic oxytocin (OT) administration selectively inhibits behavioral nociception. (A) Time course during phase | (P1) and phase Il (P2) of the mean
number per minute of flinches observed after subcutaneous (s.c.) treatment with vehicle (V) (n = 6) or OT (0.1-100 wg/paw; n = 6 each dose) in rats submitted to
the 1% formalin test. Note that although 31 and 100 p.g/paw (administered ipsilaterally to formalin injection) diminish nociceptive behavior, 100 ng/paw
(administered contralaterally [100 CL]; n = 6) follows the same pattern as the formalin curve (F1%; n = 6) and the control curve (vehicle). Panels B and C show the
time course data expressed as area under the mean number of flinches against time curve (AUC). Oxytocin reduced AUC values during phase | (100 png/paw) and
phase Il (31 and 100 wg/paw), indicating an antinociceptive effect; remarkably, 100 pg/paw of OT administered contralaterally has no effect on the flinching
behavior induced by formalin. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001, statistically significant difference compared to V. (D) Oxytocin (n = 5) has no effect
(compared to control; n = 5) on the time spent (seconds) on the treadmill apparatus (rota-rod test) before falling, suggesting that OT-induced antinociception is
specific. (E) Western blot analysis of the oxytocin receptor obtained from the sciatic nerve of naive rats (Ct; n = 4), or isotonic saline solution (ISS; n = 4) or formalin
(F1%; n = 4) injected (50 nl/paw). The sciatic nerve tissue was collected 1 day after ISS or formalin injection. Data are expressed as the integrated optical intensity
This Figure 2 in A the abscisa has not level and it is TIME. normalized against GAPDH, and they represent the mean = SEM of 4 independent experiments.

Copyright © 2017 by the International Association for the Study of Pain. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.


www.painjournalonline.com

2122 A. Gonzalez-Hernandez et al. ® 158 (2017) 2117-2128

formalin injection (Fig. 2E) did not seem to modify this
expression.

3.3. Blocking the oxytocin receptors abolished the oxytocin-
induced antinociception in behavioral and
electrophysiological assays

Because OTRs seem to be expressed in the sciatic nerve
(Fig. 2E), we examined their functional role in the electrophys-
iological and behavioral experiments. As shown in Figure 3,
a subcutaneous injection of the potent and selective OTR
antagonist L-368,899 (10 and 100 pg/paw) was able to block
the 31 pg/paw OT-induced behavioral antinociception
(Fig. 3A-C). This effect was clearly observed in phase Il of the
formalin test (Fig. 3C) and no changes were observed in animals
pretreated with the vehicle. Interestingly, an increase in the
nocifensive response was elicited in the 10 pg/paw L-368,899
during phase Il (Fig. 3C). Furthermore, when we measured the
neuronal activity of a group of WDR neurons (Figs. 3D-H, 4), we
found that OT-induced A% fiber C fiber, and postdischarge
inhibition were abolished by the 10 pg/paw L-368,899, and
we observed no effect when we only administered the
antagonist (Fig. 4B-D).

PAIN®

3.4. Oxytocin receptors are present in CGRPergic fibers but
not in IB4 terminal sensory fibers

Figure 5 shows the immunofluorescence to OTR, IB4, and CGRP
from 3 different experiments (A, B, and C); it is important to point
out thatin the absence of primary antibodies, no unspecific staining
was observed (Fig. 5Aiii-Ciii). Furthermore, as shown in Figure 6,
OTRs (A) do not colocalize with IB4 (Aii) but predominantly
colocalizes with CGRPergic fibers (Aiii). In both cases (CGRP+ and
IB4+ fibers), the sensory fibers were located between the
epidermis and dermis, suggesting that OTR could be expressed
in the terminal nerve fibers. Itis interesting to note that although the
projection image (z-stack projection) (Fig. 6Ai-iv) clearly depicts
the presence of OTR, IB4, and CGRP in the tissue, OTRs were
mainly colocalized with CGRP as it was observed in 1 represen-
tative orthogonal view section (see Fig. 6B). These results are
clearly depicted in several representative single optical sections
(Fig. 6Ci-iv). Similar results are shown in Figure 7 (see also
supplemental Figure 4, available online at http://links.lww.com/
PAIN/A459), where OTRs (i) did not colocalize with 1B4 fibers (i) but
it had a colocalization with CGRPergic fibers (iii).

Finally, although we did not find TB-positive fibers in the
periphery, the tracer was successfully carried at the spinal cord
(data not shown).
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Figure 3. Role of oxytocin receptors (OTRs) in behavioral and electrophysiological oxytocin (OT)-induced antinociception. (A) Time course during phase | (P1) and
phase Il (P2) of the mean number of flinches observed after subcutaneous treatment with L-368,899 (10 or 100 pg/paw; OTR selective antagonist; n = 5 each
dose) or L-368,899 plus OT (31 pg/paw; n = 5) in rats submitted to the 1% formalin test. Note that L-368,899 reverses the OT-induced antinociception. Panels B
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OT-induced antinociception in phase II; it is interesting to note that 10 pg/paw L-368,899 enhances the flinching (C) behavior induced by formalin. *P < 0.05 and
***P < 0.001, statistically significant difference compared to formalin (F1%). (D, E, F, and G) Global neuronal activity (obtained from the respective time course
figures, see supplemental digital content, available online at http://links.lww.com/PAIN/A459) of the wide dynamic-range (WDR) cells in response to 56 pg/paw
OT (n = 6) or5and 10 pg/paw L-368,899 plus OT (n = 4 each dose). Pretreatment with L-368,899 was able to block the OT-induced inhibition of neuronal activity
associated with Ad-fiber and C-fiber activation. Note that 10 wg/paw L-368,899 alone (n = 4) has no significant effect on the neuronal-evoked responses. Panel H
shows 2 PSTH obtained before (basal response) and after OT + L-368,899 (1 hours after oxytocin) for 1 WDR neuron, thus illustrating that L-368,899 (56 wg/paw)

inhibits the OT-induced antinociception (compared with Fig. 1N-P).
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4. Discussion
4.1. General

Our findings show that peripheral activation of OTRs on the
superficial skin layer is able to induce inhibition of the C-fiber
discharge and suppress behavioral nociception. Oxytocin
receptors could be expressed in CGRPergic terminal nerves
innervating the superficial skin. The role of this receptor is
supported considering that subcutaneous OT-induced
antinociception was reverted by L-368,899 (a potent and
selective OTR antagonist) in electrophysiological and behavioral
experiments. This effect seems to be local, because OT
ipsilateral (not contralateral) to formalin inhibited nociception in
the formalin test.

4.2. Subcutaneous oxytocin blocks the nociceptive input to
the spinal dorsal horn wide-dynamic-range cells

As previously reported,®® electrical stimulation of the peripheral RF
produces a typical well-defined triphasic neuronal-evoked response
corresponding to AB-, Ad-, and C-fiber activation. We found that OT
administered s.c into the RF inhibits the evoked nociceptive (AS fiber
and C fiber) neuronal responses (Fig. 1) and this effect lasts up to
100 minutes. Although at this point we cannot ascertain the specific
location of OT effects (ie, peripheral vs central), some studies
suggest that OT not only induces analgesia in the spinal cord of
rodents®”%” and humans,®'° but also inhibits nociception at the
peripheral level by acting on OTRs located in the DRG, 625 as
described in the Introduction section.

Indirect evidence for this hypothesis came from an early study
in a mouse model of chronic abdominal pain where an in vivo
intracolonic administration of a selenoether OT analog with similar
biological activity in OTR than OT was able to inhibit chronic
visceral hypersensitivity.!" This suggestion gains weight when
considering the pharmacokinetic properties of several neuro-
peptides, including OT (such as poor absorption and low
metabolic stability).2° Therefore, it is reasonable to suppose that
the pharmacological effect observed after single s.c. OT
administration is restricted to a local effect. To validate this
hypothesis, we performed behavioral, molecular, and pharma-
cological tests.

4.3. Oxytocin inhibits the formalin-induced flinching behavior
by a local and specific effect

Because s.c. OT inhibits the nociceptive-evoked activity of WDR
cells, we hypothesized that this inhibition should be replicated in
a pain behavior model. In accordance, flinching behavior induced
by s.c. formalin is dose-dependent reduced by OT in both phases
(Fig. 2A-C). Considering that 100 wg/paw OT in the contralateral
paw was ineffective, this neuropeptide seems to be alocal effect.
Moreover, although 100 pg/paw OT inhibited the nocifensive
behavior in both phases, it has been reported that 200 to 1000
rg/kg OT (50-250 g for a 0.25 kg rat) administered s.c. inhibited
the locomotor activity (ambulatory and nonambulatory) by
activating peripheral V1a receptors.®* To avoid possible bias
because locomotor performance could influence the nociceptive
tests,?” we decided to use the dose of 31 ug/paw OT. In any
case, the 31 pg/paw (that inhibited phase Il of the formalin test)
did not have any effect on the motor coordination test when using
the rota-rod test (Fig. 2D). The notion that s.c. OT uses a local
mechanism to exert its antinociceptive effect is strongly
supported in conjunction with the fact that OTRs are expressed
in the sciatic nerve (Fig. 2E).

Copyright © 2017 by the International Association for the Study of Pain. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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Negative-control

Negative-control

ICGRP| — Negative-control

Figure 5. Confocal image of a skin section for oxytoxin receptor (OTR), IB4, and calcitonin gene—related peptide (CGRP) immunofluorescence. Panels Ai, Bi, and
Ci are the z-stack projection from 40 optical sections (25x/0.8 NA objectives) from 3 different experiments. Panels Aii, Bii, and Cii are single optical sections from
the z-stack projection; the optical section was selected at the point that signal for OTR was better (see supplemental Figures 1, 2, and 3 for details about the OTR
colocalization with CGRP and IB4; available online at http://links.lww.com/PAIN/A459). The co-localization between OTR and CGRP is show in white-grey colors
Panels Aiii, Biii, and Ciii are the negative controls showing no specific labeling in the absence of primary antibodies. It is important to point out that in this set of
experiments the intensity color was adjusted at the maximum to appreciate possible unspecificity from the secondary antibodies used. Scale bars: 50 pm.

4.4. Defining the role of peripheral oxytocin receptors in
peripheral oxytocin-induced antinociception

Direct evidence of the involvement of peripheral OTRs in OT-
induced antinociception in behavioral (Fig. 3A-C) and electro-
physiological (Fig. 3D-H) experiments originates from the fact that
antinociception was clearly antagonized by L-368,899, a specific
and potent OTR antagonist®® (Fig. 4). Correspondingly, we found
that OTRs could be localized in cutaneous nociceptive peptidergic
terminals (Figs. 5-7). Previous reports have strongly supported the
role of peripheral OTRs in nociception, "2 but the potential role in
peripheral nociceptor endings remains obscure, as previously
suggested.'® In this context, a previous study using an isolated ex
vivo preparation showed that OT could block the capsaicin-
induced release of CGRP from dural nociceptors,*® supporting the
idea that OTRs could be present in terminal nerve endings.
Certainly, apart from the spinal cord*®*®5 DRG*® and trigeminal
ganglia,*® OTR was found in mouse embryonic skin®" supporting
our hypothesis. In this context, our work is the first to show that
OTRs can be found in nociceptive terminals and that on
nociceptive stimulation they are able to inhibit the nociceptive input.

4.5. Considerations about the specificity of the antibody
against oxytocin receptor

During the submission process of the present paper, the reviewers
strongly suggested to perform an immunostaining control to avoid
the possible false positive OTR in skin terminals. In Figure 5, the

first antibody missing showed nonunspecific staining. In addition,
during the submission, a new possibility of OT action was
published in PAIN in which Kubo et al.*° suggested that the OT
effects suppressing orofacial hypersensitivity can be mediated by
the vasopressin (VP)-1A receptor (V;A-R). This assumption is
based on the action of a selective V;A-R antagonist over isolated
trigeminal ganglia neurons. Considering the molecular structure
similarity between OT and VP, this assumption is a possibility as
was also suggested elsewhere** using OT knockout mice.
However, the isolated trigeminal ganglia neurons® as well as the
knockout OT mice** used could develop compensatory mecha-
nisms to compensate the lack of OT regulations. Nevertheless, the
question that remains is whether OT could have a cross-action with
the V4AR, although this question does not invalidate that our
current description of peripheral OTR used OT to act. Considering
the molecular, electrophysiological, pharmacological, and behav-
ioral results and that the current OTR has a juxtaposition with
peptidergic CGRP fibers, an important possibility is that OT uses
the OT receptor.

A serious characteristic for using antibodies in research is
their specificity, a property dependent on the species studied.
In a recent study, using OTR knockout mice®® has suggested
that the antibody used in our study has a lack of specificity to
detect adequately the presence of OTR. However, the large
number of regulatory elements controlling transcription and
tissue-specific localization of the OTR'” and the fact that
knockout mice could develop an array of compensatory
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Figure 6. Triple labeling of terminal nerve endings in dermis and epidermis sections with antibodies against oxytoxin receptor (OTR), calcitonin gene—related
peptide (CGRP), and IB4. Confocal microscopic images of OTR (green), IB4 (red), and CGRP (blue) immunofluorescence in the skin. Ai, ii, iii, and iv are z-stack
projection from 8 optical sections; images were taken with 25X/0.8 NA objectives. The arrows show the free termination of OTR positive. Panel B shows an
orthogonal view displaying 8 optical sections (1 wm each) at 40x/1.3 NA; y-z plane and x-z axis show colocalization between OTR (green) and CGRP (blue) but not
with IB4 (red). The co-localization between OTR and CGRP is show in white colors. Ci-Civ show a focal plane of the z-stack; OTR and CGRP appear in the same
plane and the arrow shows the free termination OTR and CGRP positive; this image was taken with 25X/0.8 NA objectives. Scale bars: 50 pm.

mechanisms to adjust the absence of deleted receptors
(ie change the endogenous protein expression profile®), this
transgenic approach could lead to a potential flaw in the
immunodetection of this receptor. Admittedly, the evidence
presented by Yoshida et al.®® could undermine our findings
using immunofluorescence, but we need to keep in mind that
perhaps the knockout OTR model is not the best model to
evaluate the antibody specificity for a key receptor involved in
several significant physiological functions.'® Thus, the physical
presence of OTR at the periphery will be definitely established
with the advent of more selective OTR antibodies, which to the
best of our knowledge, are not currently available. In any case,
our pharmacological experiments, (in electrophysiological and
behavioral tests) using a highly potent and selective OTR
antagonist, support the presence of this receptor at the
peripheral level. Consequently, it is important to point out
some key aspects to properly appreciate the results found:
First, in our manuscript we discuss and present evidence of
others research groups suggesting that OTR could be
expressed in the peripheral nerves.''18:14.16,21,26,49

Second, the antibody used is recommended for the detection
of OTR by Western blotting, immunofluorescence, and

enzyme-linked immunospecific assay. Apart from the use of mice,
the work done by Yoshida et al.°® was performed using
immunohistochemistry. Although immunohistochemistry and im-
munofluorescence are similar techniques, a key information in the
work of Yoshida et al.%¢ is missing (the dilution used). Indeed, the
antibody concentration used is critical to avoid false positive results
when considering that VP AV1a receptors are similar to OTR and
share a high degree of homology.2®2® Furthermore, the “un-
specific” antibody (LS-A246) tested by Yoshida et al.?® (antibody to
OTR) was primarily designed to react preferentially with the human
OTR instead of the rodent OTR. Indeed, the LS-A246 was raised
against synthetic 16 amino acids from the third cytoplasmatic
domain of the human OTR. This is relevant considering that
although a high degree of homology between rat and human OTR
exists, the third intracellular loop are different between these
2 species,?®3% and maybe the fact that the signal by LS-A246
was observed in knockout mice®® reflects the complexity of
compensatory mechanisms in these animals.

Subsequently, the specificity and sensitivity of the antibody that
we used has been tested by several research groups analyzing
not only the role of OTR in nociception®® but also in autonomic
and cardiovascular systems.®20-24:32:4551 Hence | the interesting
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Figure 7. Triple-labeling of terminal nerve endings on dermis and epidermis sections with antibodies against oxytocin receptor (OTR), calcitonin gene—related
peptide (CGRP), and IB4. Representative confocal images of immunofluorescent-labeled terminal sensory nerves in the lateral hairy skin paw (OTRin green, IB4 in
red, and CGRP in blue). Panels in A are the z-stack projection from 40 optical sections; the images were taken with 25x/0.8 NA objectives. The arrows show the
OTR-positive fiber and cellular body. Panels in B are single optical sections taken with 40X objective (section thickness 1 wm) from the z-stack projection in
A. Panels in C are single optical sections (40x/1.3 NA) from the box in panel A. Panels in D are cropped images from panel C showing a terminal nerve ending.
Although the z-stack projection (A, ii, iii, and iv) depicts the presence of OTR, IB4, and CGRP in the tissue, OTRs are predominantly colocalized with CGRP when
we observe the 1 representative optical section (see B, C and D). The co-localization between OTR and CGRP is show in white colors (see merge). These results
are clearly depicted in several representative optical sections (orthogonal view, supplemental Figure 4, available online at http://links.lww.com/PAIN/A459), and
this suggestion is reinforced by similar data obtained from the 3D-rendered and 2.5D-reconstructed images (see supplemental Figures 5 and 6, available online at
http://links.lww.com/PAIN/A460 and http://links.lww.com/PAIN/A461 respectively). Scale bar in panels A, B, and C: 20 pm.

findings by Yoshida et al.?® suggesting that this antibody is

unspecific need to be taken cautiously.

Finally, regarding the physiological function of OTRs on
peripheral skin, OT is expressed in cultured human keratinocytes
and is released in response to external stimuli (resembling
injuries).’* Skin keratinocytes responding to stimulation can
indirectly modulate the activity of sensory fibers'® and could
modulate action potentials in primary afferent fibers.*

5. Conclusion

Our work suggests that the antinociception induced by sub-
cutaneous OT is mediated by a peripheral mechanism (probably

at the terminal nociceptive fiber endings by OTR activation), and it
reveals a new potential role for OT in pain modulation.
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