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RESUMEN

A nivel espinal la oxitocina (OXT) inhibe la transmisidon nociceptiva, y en humanos, la
administracion epidural de OXT tiene efectos analgésicos. Estos hallazgos destacan el
papel de la OXT como agente analgésico, sin embargo, la recurrencia del efecto
antinociceptivo y los mecanismos intracelulares se desconocen.

La presente tesis explora el efecto antinociceptivo recurrente de la administracion de OXT
en ratas con ligadura en los nervios espinales (SNL), un modelo de dolor neuropatico.
Ademas, analiza el mecanismo intracelular espinal de la OXT en la prueba de la formalina
y su potencial efecto como analgésico preventivo en un modelo de dolor postquirdrgico.

En ratas con SNL, la administracion recurrente de OXT (espinal o periférica) redujo la
alodinia tactil (evaluada con filamentos de von Frey) y aumento el tiempo de latencia en
las pruebas de Hargreaves y Randall-Sellito (i.e. menos hiperalgesia térmica y mecéanica).
Ademas, la administracion espinal de OXT disminuyé la frecuencia de disparo de las
fibras Ad y C en experimentos electrofisioldgicos.

Usando la prueba de la formalina se evaluaron los mecanismos involucrados en el efecto
antinociceptivo de la OXT. Esta prueba induce una respuesta inmediata (0-1 h; sacudidas
de pata) y una respuesta tardia (3-30 dias; hipersensibilidad mecénica), lo que permite
observar efectos a corto y largo plazo. La OXT disminuyé la nocicepcion inmediata y
tardia inducidas por la formalina; ambos efectos fueron bloqueados por el L-368,899
(antagonista del receptor a OXT, el OTR). La antinocicepcion inmediata fue inhibida por
el U-73122, L-NAME, ODQ o glibenclamida (inhibidores de la fosfolipasa C[, 6xido nitrico
sintasa, guanilato ciclasa y de los canales Kartp, respectivamente), pero no por la toxina
Pertussis o galeina (inhibidores de proteinas Giy de las subunidades Ggy). Por otra parte,
la antinocicepcion tardia de la OXT fue revertida por la toxina Pertussis o galeina.

Dado que la OXT inhibi6 la nocicepcién tardia, se evalud el efecto de este neuropéptido
en un modelo de dolor posquirargico. En el modelo de incisidn plantar, la administracion
espinal de OXT, previo a la incision, disminuyo la nocicepcién evocada (hiperalgesia),
mientras que la actividad espontanea (actividad ambulatoria, vertical y horizontal) que se
abate por la cirugia se restaura con el pretratamiento con OXT.

En resumen, la administracién recurrente de OXT disminuye la hipersensibilidad que se
induce en condiciones de dolor neuropético. Los datos también sugieren que la
antinocicepcion inmediata y tardia de la OXT se lleva a cabo por dos cascadas
intracelulares distintas, ambas mediadas por el OTR. El efecto inmediato se lleva a traves
de la via PLC-NO-GMPc-Katp; mientras el efecto tardio a través del reclutamiento de
proteinas Gi, asi como de las subunidades Ggy. Finalmente, la administracién espinal de
OXT antes de un procedimiento quirdrgico no sélo reduce la hiperalgesia tactil causada
por la incisién, sino que también restaura las conductas espontaneas de los animales.
Estos datos en su conjunto proporcionan una base para abordar la relevancia terapéutica
de la OXT en el tratamiento del dolor.



ABSTRACT

At the spinal level, oxytocin (OXT) inhibits nociceptive transmission. In humans, epidural
administration of OXT has analgesic effects. These findings highlight the role of OXT as
an analgesic agent; however, the recurrence of the antinociceptive effect and the
intracellular mechanisms remain unknown.

The present thesis explores the recurrent antinociceptive effect of the administration of
OXT in rats with spinal nerve ligation (SNL), a model of neuropathic pain. In addition, it
analyzes the spinal intracellular mechanism induced by OXT in the formalin test and its
potential effect as a preventive analgesic in a postsurgical pain model.

In SNL rats, recurrent administration of OXT (spinal or peripheral) reduced tactile allodynia
(assessed with von Frey filaments) and increased time latency in the Hargreaves and
Randall-Sellito tests (i. e., less thermal and mechanical hyperalgesia were observed).
Furthermore, spinal administration of OXT decreased the firing frequency of Ad and C
fibers, as shown by electrophysiological experiments.

Using the formalin test, the mechanisms involved in the antinociceptive effect of OXT were
evaluated. This test induces an immediate response (0-1 h; paw twitching) and a delayed
response (3-30 days; mechanical hypersensitivity), allowing to observe short and long-
term effects induced by OXT. This peptide decreased formalin-induced immediate and
late nociception; both effects were blocked by L-368,899 (OXT receptor antagonist, OTR).
Immediate antinociception was inhibited by U-73122, L-NAME, ODQ, or glibenclamide
(inhibitors of phospholipase C, nitric oxide synthase, guanylate cyclase, and Katp
channels, respectively), but not by Pertussis toxin or galein (inhibitors Gi proteins and Ggy
subunits). On the other hand, late antinociception by OXT was only reversed with
Pertussis toxin or galein.

Since OXT inhibited late nociception, the effect of this neuropeptide was evaluated in a
post-surgical pain model. In the plantar incision model, spinal administration of OXT,
before the incision, decreased the evoked nociception (hyperalgesia), while the
spontaneous activity (ambulatory, vertical, and horizontal activity) was improved.

In summary, recurrent administration of OXT decreases hypersensitivity induced under
neuropathic pain-like conditions. The data also suggest that the immediate and late
antinociception due to OXT treatment is carried out by two distinct intracellular cascades,
both mediated by OTR. The immediate effect is attributed to the PLC-NO-cGMP-KATP
pathway; while the late effect through the recruitment of Giproteins, and the Ggy subunits.
Finally, spinal administration of OXT before a surgical procedure not only reduced tactile
hyperalgesia caused by the incision and restored the spontaneous behavior of the
animals. Together, these data provide a basis for addressing the therapeutic relevance of
OXT in pain treatment.



1. INTRODUCCION

Una de las sintomatologias agudas y crénicas que afectan a la poblacion y es de
relevancia en la salud publica por su gran incidencia es el dolor (Clark et al., 2013). El
dolor, permite apartarnos de situaciones peligrosas a medida que nos alejamos de los
estimulos nocivos, también, previene un dafio mayor al escapar de los estimulos dafinos
que causan dolor después de una agresion inicial, ademas, promueve el proceso de
curacién ya que se protege la parte del cuerpo que fue dafiada. Segun Woolf (2010), el
dolor se puede dividir, por su temporalidad, en dos categorias principales: dolor agudo,
qgue va de 1 segundo a 3 meses y cronico, cuando supera los 3 meses de prevalencia

El dolor agudo o nociceptivo es parte de un relé de advertencia rapido que instruye a las
neuronas motoras del sistema nervioso central para minimizar el dafio fisico detectado.
A nivel periférico esta mediado por las fibras sensoriales Ad y C, también denominadas
nociceptores. Estos nociceptores son terminaciones nerviosas libres que terminan justo
debajo de la piel y 6rganos del cuerpo. Sirven para detectar estimulos nocivos cutaneos,
somaticos y viscerales. Ciertamente, el proceso de nocicepcién se puede asociar con
dafio nervioso causado por traumatismos, enfermedades como diabetes, herpes,
sindrome del intestino irritable, cancer en etapa tardia o los efectos téxicos de la
guimioterapia, y como tal, puede ser agudo o croénico.

El dolor crénico, sin embargo, y al margen de la disputa, podriamos considerar que no
cumple ninguna funcién biologica ya que no es sintoma de un proceso patolégico, sino
que es un proceso patolégico en si mismo. Hay dos tipos de dolor crénico: dolor
nociceptivo inflamatorio y dolor neuropatico. El dolor inflamatorio se asocia con dafio
tisular y el proceso inflamatorio resultante. Mientras que, el dolor neuropético esta
asociado a dafio neuronal.

Clinicamente, para su estudio el dolor puede clasificarse por su neurofisiopatologia en:
nociceptivo, funcional, inflamatorio y neuropético. El dolor nociceptivo describe aquel
dolor debido a dafio tisular real o potencial y es el dolor mas comun; el segundo, se
presenta como una sensacion dolorosa sin la existencia aparente de un dafio que lo
ocasione (i.e. fribromialgia); el tercero, es una hipersensibilidad (alodinia e hiperalgesia)
que se origina como una respuesta a un dafio tisular con la subsecuente liberacién de
sustancias proinflamatorias (i.e. dolor postquirdrgico); finalmente, el dolor neuropético
surge como consecuencia directa de una lesion o enfermedades que afectan el sistema
somatosensorial, generando una hipersensibilizacion a estimulos nocivos (hiperalgesia)
y no nocivos (alodinia) que pueden ocurrir de forma continua y/o episédica (Treede et al.,
2008; Woolf, 2010).



Es debido a esta complejidad y que, aun cuando para el tratamiento del dolor existe una
amplia variedad de agentes farmacoldgicos, no todos son efectivos o presentan efectos
adversos que limitan su uso (Finnerup et al., 2005). Por lo anterior, la busqueda,
evaluacion y caracterizacion de moléculas con potencial efecto analgésico resulta
esencial.

Evidencia reciente sugiere que la oxitocina (OXT) podria desempefiar un papel clave
como una molécula analgésica en el sistema nervioso central (SNC) (Arletti et al., 1993;
Lundeberg et al., 1993; Petersson et al., 2001; Condés-Lara et al., 2003, 2005, 2006,
2012; Wang et al., 2003; Yu et al., 2003; Miranda-Cardenas et al., 2006; Rojas-Piloni et
al., 2007; Yang et al., 2007; Han y Yu, 2009; Mazzuca et al., 2011; Eliava et al., 2016).
Estudios preliminares mostraron que las neuronas que contienen OXT en el nucleo
paraventricular del hipotalamo (NPV) envian axones a la médula espinal (Sawchenko y
Swanson, 1982) y que la estimulacion eléctrica de este nucleo induce antinocicepcion o
analgesia conductual (Shiraishi et al., 1995; Condés-Lara et al., 2006; Yang et al., 2006;
Eliava et al., 2016). Un reporte previo en humanos con dolor crénico intratable secundario
a cancer metastasico, demostré que la OXT administrada de manera epidural tiene
efectos analgésicos (Condés-Lara et al., 2016), lo que refuerza el potencial terapéutico
de este neuropéptido. Aparte del efecto analgésico central de la OXT, estudios recientes
en roedores han descrito la posibilidad de un mecanismo periférico especifico
dependiente de OXT (Juif y Poisbeau, 2013; de Araujo et al., 2014; Eliava et al., 2016;
Gonzalez-Hernandez et al., 2017; Boada et al., 2019).

Bajo estos antecedentes y aun cuando se ha demostrado de forma consistente que la
OXT tiene un efecto antinociceptivo, se desconoce: (i) si la administracién recurrente de
OXT mantendra su efecto antinociceptivo; (ii) la naturaleza de los mecanismos
intracelulares in vivo que se activan por la OXT; y (iii) su probable efecto antinociceptivo
preventivo. La presente tesis se enfocé responder los puntos antes mencionados.



2. MARCO TEORICO
2.1 Dolor

La asociacion internacional para el estudio del dolor (IASP) define al dolor como “una
experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a un dafio tisular real o
potencial que puede ser descrito en términos de la magnitud del dafio” (Merskey, 1979).
De manera reciente Williams y Craig (2016), han propuesto una nueva definicién donde
definen al dolor como “una experiencia angustiante asociada con dafio tisular real o
potencial con componentes sensoriales, emocionales, cognitivos y sociales”. En cualquier
caso, el dolor, aunque indeseable, representa una estrategia que protege al organismo
de los peligros del exterior. Sin embargo, en algunos casos, el dolor pasa de cumplir un
papel benéfico a convertirse en una patologia que debe ser suprimida para permitir la
buena calidad de vida del organismo (Gomezese Ribero et al., 2010).

2.2 Dolor conductual

El dolor después de una lesién o de un procedimiento quirdrgico cambia el accionar de
los individuos, ya que cambian su comportamiento, evitando ciertos movimientos que
intensifican el dolor (i.e. evitar el mayor movimiento/desplazamiento posible, acostarse
sobre un lado especifico, disminuir el movimiento de una extremidad o evitar poner carga
sobre la zona afectada) o asumiendo en muchos casos una posicién corporal que
disminuya la sensacion. Estos comportamientos son gratificantes debido a que causan
una disminucion del dolor. También, la manifestacion conductual del dolor puede verse
reforzada por los comportamientos del individuo con su entorno (Gorczyca et al., 2013).
Es por eso que el tratamiento contra el dolor debe ser capaz de disminuir el cambio
conductual o de restaurar las conductas previas a la lesion o dafio que estéa provocando
el dolor.

2.3 Tratamientos para el manejo del dolor

Una de las estrategias para el control del dolor es a través del uso de farmacos.
Basandose en la “escalera de analgesia” propuesta por la OMS, actualmente para el
tratamiento del dolor, la estrategia farmacolégica se ilustra en la Fig. 1. El primer escalén
es ocupado por los antinflamatorios no esteroideos (AINES) y farmacos no opioides
(como los inhibidores de la ciclooxigenasa, COX), el segundo escaldn son los farmacos
opioides débiles y el tercero por los opioides propiamente dichos (Kumar, 2007). Sin
embargo, hay dolores como lo es el dolor neuropatico que por su naturaleza requieren
de un tratamiento distinto, esto debido a que el tratamiento convencional resulta ineficaz
(Dworkin et al., 2007; O’Connor y Dworkin, 2009).
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Figura 1. Escalera terapéutica de la OMS. (Modificado de (Guerrero-Alba et al., 2018))

Para esto se emplean una extensa variedad de agentes farmacoldgicos incluyendo
antidepresivos (inhibidores de la recaptura de serotonina y noradrenalina),
anticonvulsivos (bloqueadores de la actividad de canales de Ca?*), opioides (que actien
sobre los diferentes receptores opioides), agentes topicos (como la lidocaina), entre otros
(Caraceni et al., 1999; Eckhardt et al., 2000; Portenoy, 2000; Watson, 2000; Attal, 2001).

En términos generales, el dolor puede ser causado por una variedad de factores y aun
cuando sus mecanismos han sido vastamente estudiados, estos no son del todo claros,
razon por la cual se emplean una amplia variedad de agentes farmacolégicos, que sin
embargo pueden acarrear una diversidad de efectos secundarios y adversos (Finnerup
et al., 2005). Por otra parte, en el caso particular de los opioides se puede presentar
tolerancia a los tratamientos (Clark et al., 2013). Es por lo que la evaluacion de nuevas
moléculas con potencial efecto analgésico resulta esencial.

2.4 Clasificacion del dolor

Para su estudio el dolor puede clasificarse por su (i) temporalidad, en agudo que va desde
1 segundo a tres meses o cronico cuando supera los tres meses de prevalencia (Woolf,
2010); y/o por su (i) neurofisiopatologia en nociceptivo, inflamatorio, funcional y
neuropatico, siendo el primero como una respuesta fisiolégica secundaria experimentada
por la activacion normal de nociceptores (mecéanico, térmico o quimico), el segundo, como
una respuesta a un dafio con la subsecuente liberacion de citocinas y sustancias
proinflamatorias, el tercero, como una sensacion dolorosa perceptible pero sin la
existencia de un dafio que lo ocasione, mientras que el cuarto se produce como una
respuesta a una lesién primaria o disfuncion del sistema nervioso periférico (SNP) o SNC
y por tanto esta asociado a trastornos motores y sensitivos (Gao y Ji, 2010; Nakagawa y
Kaneko, 2010; Woolf, 2010).



2.5 Neurofisiologia del dolor

La nocicepcion cumple un papel fundamental en la supervivencia de las especies, ya que
alerta de posibles dafios y peligros, por lo que su estudio es de interés, debido a que los
fendbmenos que subyacen a su transmision son particularmente complejos (Julius y
Basbaum, 2001). Desde el punto de vista anatomico-funcional, el principal sistema de
transmision nociceptivo, comprende tres neuronas dispuestas en serie, denominadas
neuronas de primer, segundo Yy tercer orden, las cuales transmiten la informacién
sensorial desde los 6rganos periféricos (piel, articulaciones, musculos, visceras), a traves
de las denominadas fibras aferentes primarias hasta las estructuras del sistema nervioso
central encargadas de la discriminacion, la integracion y el procesamiento del dolor
(Kohama et al., 2000; Ji y Woolf, 2001; Julius y Basbaum, 2001).

2.6 Fibras nerviosas encargadas de la transmision de la sefial dolorosa
2.6.1 Aferentes primarias

Las fibras aferentes primarias o fibras sensoriales estan constituidas por los axones de
las neuronas de primer orden, cuyo cuerpo celular esta localizado en los ganglios de la
raiz dorsal de la médula espinal o en los ganglios sensoriales de los nervios craneales V,
VII, IX y X (Cingolani y Houssay, 2000). Del cuerpo celular de estas neuronas emergen
dos prolongaciones, una larga que termina ramificAndose a nivel distal en la piel o en
otros tejidos, la cual constituye la fibra aferente primaria y otra prolongacion mas corta,
gue se dirige hacia el asta dorsal de la médula espinal o tallo cerebral, donde conecta
con neuronas de segundo orden. Las fibras sensoriales (Fig. 2) pueden tener una capa
de mielina o carecer de esta, asi mismo se clasifican seguin su diametro (condicionado
por la capa de mielina) y velocidad de conduccién (Cingolani y Houssay, 2000).
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Figura 2. Tipos de fibras sensoriales. Estas fibras se pueden clasificar segun su didmetro, velocidad de conduccién
y los receptores a los que se asocian (izquierda). Modificado de Bear et al., 2016. Entrada de fibras aferentes en el
asta dorsal de la médula espinal (derecha). Modificado de Kandel et al., 2014.



En condiciones normales se considera que las fibras sensoriales que intervienen en la
transmision nociceptiva fisioldgica son las fibras Ad y C (Kohama et al., 2000; Ji y Woolf,
2001; Julius y Basbaum, 2001). Estas fibras, también denominadas nociceptores, actian
como receptores sensoriales de alto umbral del sistema nervioso somatosensorial
periférico y son capaces de transducir y codificar estimulos nocivos. En la periferia, estos
nociceptores forman ramificaciones nerviosas libres, a diferencia de otras fibras aferentes
primarias (como las fibras AB) cuyas terminaciones son receptores sensoriales los cuales
forman estructuras complejas (e.g. corpusculos de Pacini, Meissner, Ruffini y discos de
Merkel) (Cingolani y Houssay, 2000; Kohama et al., 2000).

En el caso de las aferentes primarias nociceptivas que inervan el asta dorsal de la medula
espinal, éstas entran a la médula a través de la raiz dorsal y hacen conexiones con
neuronas de segundo orden ya sea directa o indirectamente a través de interneuronas
espinales (Coggeshall et al., 1997; Kohama et al., 2000; Ji y Woolf, 2001; Julius y
Basbaum, 2001).

En el asta dorsal se pueden identificar dos tipos basicos de neuronas nociceptivas de
segundo orden, las cuales se clasifican segun la naturaleza de su respuesta a las
entradas sensoriales en:

a) Las neuronas propiamente nociceptivas que se concentran en la ldmina | y responden
a estimulos nocivos de tipo mecéanico y térmico, pero no a estimulos inocuos, siendo
sus principales aferentes las fibras Ad y C (que conectan con las neuronas de
segundo orden de tipo nociceptivo y polimodales, respectivamente) (Cingolani y
Houssay, 2000). Estas neuronas se asocian con el dolor punzante y quemante
(Coggeshall et al., 1997; Kohama et al., 2000; Ji y Woolf, 2001; Julius y Basbaum,
2001).

b) Las neuronas de amplio rango dinamico (WDR), que predominan en la lamina V y
gue se consideran polimodales ya que no solo responden a estimulos inocuos, sino
también a estimulos nocivos. A menudo también responden a estimulos térmicos y
guimicos nocivos. (Schmidt y Willis, 2007; Le Bars y Cadden, 2008). Este tipo de
neuronas reciben aferencias de fibras nociceptivas Ad y C, asi como de fibras
sensoriales no nociceptivas del tipo AB; por lo que son capaces de responder a una
gran variedad de estimulos tanto inocuos como nocivos (Le Bars y Cadden, 2008).

En este sentido, los axones de las neuronas de segundo orden constituyen el puente de
comunicacion entre la periferia y el sistema nervioso central ya que constituyen las vias
de transmisién sensorial ascendente de la médula espinal hacia regiones supraespinales
(Ji y Woolf, 2001; Julius y Basbaum, 2001).



2.6.2 Vias ascendentes

La informacion sensorial esta dividida en funcién de sus caracteristicas. La informacién
inocua como lo es el tacto, la presién, vibracion o propioceptiva, se transmite por el
sistema de columnas dorsales (Fig. 3 izquierda), el cual esta formado por los axones de
las neuronas de segundo orden de las laminas profundas del asta dorsal (IV- IX) y de la
lamina X que ascienden ipsilateralmente hasta proyectar en los nucleos dorsales del
bulbo raquideo, el ndcleo gracilis y el ndcleo cuneatus donde cruzan al lado contralateral
y ascienden mediante el sistema del lemniscus medial hasta conectar con estructuras
talamicas como el nucleo ventroposterolateral (VPL) (Cingolani y Houssay, 2000; Mas y
Blanch, 2007; Kandel y Schwartz, 2013).
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Figura 3. Sistemas de transmisién de la informacion inocua y nociva. Sistema de columnas dorsales transmite la
informacién inocua (tacto, la presion, vibracion o propioceptiva); la informacion sensorial es transmitida por neuronas
de 1°" orden (principalmente fibras AB) que se internan en la médula y ascienden ipsilateralmente hasta los nucleos
gracilis y cuneatus, donde hacen sinapsis con neuronas de 2° orden, las cuales decusan y ascienden al tAlamo, donde
neuronas de 3® orden proyectan hacia la corteza somatosensorial. El sistema anterolateral, transmite las sefiales
nociceptivas de la periferia (fibras del tipo Ad o C) hacia el asta dorsal de la médula espinal y hacen un relevo con
neuronas de 2° orden que cruzan la linea media y proyectan al tAlamo donde neuronas de 3" orden, al hacer el relevo,
llevan la informacion nociva a la corteza somatosensorial. Modificado de Waxman, 2011.

La informacion nociceptiva y térmica que procede de la piel, las articulaciones y el
musculo, esta canalizada en el sistema espinotalamico que corresponde al sistema
anterolateral (Mas y Blanch, 2007) (Fig. 3 derecha), donde los axones de la neuronas
aferentes primarias llevan la informacion hasta la médula espinal donde establecen
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sinapsis con neuronas de segundo orden en la sustancia gris medular principalmente en
las laminas I, Il y V del asta dorsal de la médula espinal.

Estas neuronas de segundo orden cruzan la linea media hacia el funiculo lateral de la
sustancia blanca medular y ascienden por el tracto anterolateral hacia el VPL y a la parte
medial del tdlamo posterior (POm), dénde hacen sinapsis con neuronas taldmicas
(neuronas de tercer orden), las cuales proyectan a la corteza somatosensorial (Cingolani
y Houssay, 2000; Mas y Blanch, 2007; Kandel y Schwartz, 2013).

2.7 Modulacién de la nocicepcion en la médula espinal
2.7.1 Mecanismos moduladores de la nocicepcion

Una vez codificada la informacion en la corteza somatosensorial, se activan las vias
descendentes que modulan la transmision nociceptiva. Estas se originan en la corteza
del I6bulo frontal, en el hipotalamo y en estructuras del sistema limbico (e.g. amigdala,
ndcleo accumbens) para proyectar a nivel del mesencéfalo en la sustancia gris
periacueductal (PAG), desde donde proyectan hacia la médula rostral ventromedial
(RVM) (Cingolani y Houssay, 2000).

Desde la RVM se pueden ejercer dos tipos de influencias sobre la transmision
nociceptiva, excitadora o inhibidora mediante la proyeccion de fibras nerviosas
descendentes hacia el asta dorsal de la médula espinal (Coggeshall et al., 1997; Julius y
Basbaum, 2001).

Clasicamente se ha asumido que las vias excitadoras e inhibidoras descendentes son
distintas. Las primeras, son canalizadas al funiculo ventrolateral y activan a neuronas de
la lamina |, mientras que, las inhibidoras son canalizadas hacia el funiculo dorsolateral.
En circunstancias fisiologicas la influencia inhibidora es predominante sobre la excitadora
(Coggeshall et al., 1997; Julius y Basbaum, 2001).

2.7.2 Neuromediadores involucrados en la modulacién del dolor

Como se puede ver, multiples estructuras y nucleos cerebrales estan involucrados en la
modulacién descendente del dolor, esto conlleva una amplia variedad de
neuromediadores (neurotransmisores y neuromoduladores) liberados en la sinapsis que
inhiben la transmision de la sefial nociceptiva (Millan, 2002). De forma breve y a nivel de
la médula espinal, los principales neuromediadores involucrados son:

2.7.2.1 Noradrenalina: es el principal neuromodulador de las vias adrenérgicas y se
sintetiza a partir de la fenilalanina en las terminales nerviosas. Los receptores de este
neurotransmisor se pueden dividir en tres tipos ai, a2 y B adrenérgicos, los cuales

10



pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR), excitadoras o
inhibidoras (Millan, 2002).

Los receptores a acoplados a proteinas Gq (ai-adrenérgicos) o Gs (B-adrenérgicos) se
encuentran predominantemente en neuronas postsinapticas, mientras que los receptores
acoplados a proteinas Gi (az-adrenérgicos) se encuentran en neuronas presinapticas. En
términos generales, la activacién de receptores az-adrenérgicos inhiben la entrada de
Ca?* y provoca la reduccion de la liberacién de neurotransmisores excitadores desde la
sinapsis teniendo un efecto antinociceptivo (Millan, 2002; Ossipov et al., 2010; Yam et al.,
2018).

2.7.2.2 Serotonina: Estudios en roedores sugieren que la serotonina (5-hidroxitriptamina
o 5-HT) modula la respuesta nociceptiva (Sufka et al., 1992; Rocha-Gonzalez et al.,
2009). Sin embargo, su participacion en el procesamiento del dolor es compleja ya que
la 5-HT puede inhibir y/o facilitar la transmision nociceptiva, dependiendo del tipo de
estimulo nociceptivo y de la naturaleza del receptor serotoninérgico expresado a nivel
periférico o central (Millan, 2002). Actualmente se conocen 14 subtipos de receptores que
dependiendo de su mecanismo transduccional, estructura y funcion se agrupan en
7 familias; 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3s, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTe, 5-HT7. Con excepcion del receptor
5-HTs (el cual es un canal i6nico), los receptores a 5-HT pertenecen a la superfamilia de
receptores GPCR (Flérez et al., 1998; Barnes y Sharp, 1999; Barnes et al., 2009).
Particularmente los receptores 5-HT1 y 5-HTs estan acoplados a proteinas de tipo Gio y
por lo tanto estan involucrados en la inhibicion de las sefiales excitadoras (Francken et
al., 2000; Rocha-Gonzalez et al., 2009).

2.7.2.3 GABA: el acido y-aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor inhibidor con
mayor distribucion en el SNC. Puede encontrarse en las interneuronas de la médula
espinal, la neocorteza y el cerebelo (Watanabe et al., 2002). Es producido por neuronas
GABAérgicas, presentes en el cerebro. Dentro del sistema nervioso, el GABA puede
unirse a los receptores ionotropicos GABAa 0 metabotropicos GABAs, localizados en las
terminales nerviosas presinapticas. Cuando el GABA se une a los receptores GABAAa, hay
una entrada de iones CI~ en las neuronas, lo que reduce el potencial de membrana (i.e.
hiperpolarizacién) y produce un efecto inhibidor. Por otro lado, la union de GABA a los
receptores GABABg provoca una inhibicién de la formacion de la adenosina monofosfato
ciclico (AMPc), debido a que el receptor GABAs es un GPCR acoplado preferencialmente
a proteinas Gi (Hyland y Cryan, 2010).

2.7.2.4 Opioides: Existen dos péptidos opioides enddégenos liberados en las
interneuronas del asta dorsal de la medula espinal: encefalina y dinorfina (Yam et al.,
2018).
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Estos péptidos inhiben la liberacion de neurotransmisores excitadores de las terminales
aferentes primarias, reduciendo la excitabilidad de las neuronas y la mitigacion general
de la sensacion de dolor como resultado final. Los receptores opioides, se conocen como
receptores p-opiodes (MOR), d-opiodes (DOR) y k-opiodes (KOR).

Estos receptores son del tipo GPCR acoplados a proteinas Gi (Millan, 2002), que inhiben
la actividad de la adenilato ciclasa (AC) disminuyendo asi la concentracion intracelular de
AMPc tras su activacion. Estos receptores estdn ampliamente distribuidos tanto en las
neuronas aferentes primarias como en las dendritas de las neuronas postsinapticas
(Millan, 2002).

2.7.2.5 Endocannabinoides: Estos neuromediadores interaccionan con los receptores
a cannabinoides tipo 1 (CB1) y tipo 2 (CBz2), ambos acoplados a proteinas Gi. El receptor
CB1 se expresa en el cerebro y en la médula espinal (Walker et al., 1999; Pacher et al.,
2006), mientras que el CB:2 se expresa preferencialmente en el sistema inmunoldgico
(Pacher y Mechoulam, 2011). La activacion de estos receptores inhibe la sintesis de
AMPc intracelular, lo que deriva en reduccién de la excitabilidad neuronal (Shoemaker et
al., 2005; Demuth y Molleman, 2006). Ademas, la activacion del receptor CB2 inhibe la
desgranulacion de mastocitos y la liberacion de mediadores proinflamatorios; estos
efectos se traducen en un mayor efecto antinociceptivo (Pacher y Mechoulam, 2011).

2.7.2.6 Oxitocina (OXT): De forma reciente, se ha propuesto que la OXT también forma
parte del sistema de analgesia enddgena. Este neuropéptido es sintetizado
principalmente en las neuronas magnocelulares y parvocelulares del NPV y en el nucleo
supraoptico del hipotalamo (Sofroniew y Weindl, 1981; Macdonald y Macdonald, 2010).

A partir de estos nucleos hipotaldmicos, la OXT es transportada a través de proyecciones
neuronales oxitocinérgicas a areas tales como el hipocampo, el nlicleo accumbens y la
amigdala, donde es liberada y actia como un neuromodulador (Gimpl y Fahrenholz,
2001) (Fig. 4). A nivel central, esta ultima relacion es importante, debido a la participacion
de la amigdala en el procesamiento de la respuesta hacia las amenazas, el estrés, la
ansiedad y la sefializaciéon nociceptiva (Crock et al., 2012). Dado que la OXT actua sobre
la amigdala, ésta puede disminuir de forma indirecta la actividad del eje hipotalamo-
pituitario-adrenal (HPA) y por consiguiente inhibir la produccion de la hormona del estrés
(cortisol). Debido a esta regulacion, se ha visto que la OXT atenua la influencia del estrés
y la ansiedad en la sefializacion nociceptiva (Uvnas-Moberg y Petersson, 2004).
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Figura 4. Conexiones del Nucleo Paraventricular del Hipotalamo. Abreviaciones: PVN: ndcleo paraventricular;
ACC: Nacleo accumbens; Amy: Amigdala; PAG: Sustancia Gris periacueductal; LC: locus cerdleus; RMg: Nucleo
Magno del Rafe. Modificado de Macdonald y Macdonald, 2010.

También, la OXT es capaz de modular las respuestas inflamatorias por medio de una
interaccion con el sistema opioidérgico (Gu y Yu, 2007; Condés-Lara et al., 2009; Han y
Yu, 2009), esto debido a que su acciéon puede bloquearse por la administracion de
naloxona, antagonista no selectivo de los receptores a opioides (Ge et al., 2002; Gao y
Yu, 2004; Guy Yu, 2007; Condés-Lara et al., 2009, 2012; Russo et al., 2012). Esto puede
deberse a que las interneuronas inhibidoras en el asta dorsal de la médula espinal pueden
expresar receptores a la OXT (OTR), una hipétesis que a la fecha no ha sido probada.

Esto implica que el efecto antinociceptivo de la OXT a nivel espinal estd mediado a través
del reclutamiento de circuitos inhibidores a nivel de las capas superficiales (Jo et al., 1998;
Condés-Lara et al., 2009), que junto con proyecciones directas descendentes de las
neuronas hipotalamicas (Swanson y McKellar, 1979; Sofroniew y Weindl, 1981), reducen
la senalizacion aferente y nociceptiva de las fibras Ad y C (Robinson et al., 2002; Condés-
Lara et al., 2006, 2008, 2009; Rojas-Piloni et al., 2007, 2007; Juif y Poisbeau, 2013; Gong
et al., 2015). Aunado a eso, la administracién intracerebroventricular de OXT reduce la
hiperalgesia en la prueba de placa caliente (Russo et al., 2012); en humanos se ha
demostrado que la administracion i.c.v. de este neuropéptido tiene un efecto analgésico
potente (Madrazo et al., 1987).

Por otra parte, estudios electrofisiologicos, demostraron que la activacion del NPV y del
locus ceruleus (LC; nudcleo noradrenérgico  antinociceptivo), incrementa
significativamente el efecto antinociceptivo en comparacion a cuando solo se estimula un
nacleo (Rojas-Piloni et al., 2012).
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Ciertamente, el LC tiene inervacion oxitocinérgica proveniente de las neuronas
parvocelulares. Estas proyecciones del NPV se acoplan con el nucleo del rafé magno
(nucleo serotoninérgico antinociceptivo), promoviendo efectos inhibidores de la
transmision nociceptiva (Condés-Lara et al., 2012).

En experimentos conductuales de dolor neuropéatico en animales, se demuestra que la
administracion intratecal (i.t.) de OXT disminuye las conductas nociceptivas (Miranda-
Cardenas et al., 2006). Por otra parte, estudios en humanos con dolor cronico y refractario
al tratamiento con morfina, sugieren que la administracion epidural de OXT alivia
eficazmente el dolor (Condés-Lara et al., 2016).

2.7.2.6.1 Receptor a oxitocina (OTR) y antinocicepcion

Como se ha mencionado en las secciones anteriores, el efecto de la OXT parece estar
mediado por la activacion del receptor de OXT (OTR), el cual es un GPCR que puede
unir tanto a la OXT como a la vasopresina, debido a la similitud de secuencia entre los
péptidos y entre los receptores a OXT y a vasopresina (Gimpl y Fahrenholz, 2001).

El OTR esta funcionalmente acoplado a proteinas del tipo Gg11a, que junto con la
subunidad Ggy estimulan a la fosfolipasa C (PLC) y, por lo tanto, la produccion de inositol
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Ku et al., 1995; Qian et al., 1998). Esta actividad
desencadena una cascada de sefalizacion que eventualmente resulta en aumento de los
niveles de Ca?* intracelular, que, segun el tipo de célula, inicia la contraccién de los
musculos lisos, aumenta la excitabilidad celular, la liberacion de neurotransmisores y/o la
promocion de la transcripcidén de genes 'y la sintesis de proteinas (Ku et al., 1995; Sanborn
et al., 1998; Zingg et al., 1998).

Este mecanismo Gq que promueve la liberacion de calcio, puede estar relacionado con
otra ruta por la cual se ha visto, la OXT puede promover su efecto antinociceptivo, como
lo es la via NO/GMPc/Katp observada en experimentos in vitro en células del ganglio de
la raiz dorsal (Gong et al., 2015), esta ruta también ha sido asociada a la accion
antinociceptiva de moléculas antioxidantes (Izquierdo et al., 2013; de los Monteros-
Zuiiiga et al., 2016) o de farmacos como la morfina (Cury et al., 2011).

Aunque también, en otros estudios el OTR ha demostrado estar acoplado a proteinas del
tipo Gio (Strakova y Soloff, 1997; Gravati et al., 2010), lo que promoveria una disminucion
de la sintesis de AMPc (Hildebrandt et al., 1983; Sekura et al., 1983), disminuyendo asi
la excitabilidad neuronal, inhibiendo las sefiales nociceptivas.
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Por otra parte, como ocurre con la mayoria de los GPCR, los receptores a OXT pueden
desensibilizarse (Gimpl y Fahrenholz, 2001). Esta desensibilizacion depende de la
concentracion y parece implicar varios mecanismos diferentes: modificaciones
postraduccionales que conducen a una pérdida de la funcionalidad del receptor, niveles
reducidos del ARNm y/o internalizacion del OTR (Phaneuf et al., 1997; Oakley et al.,
2001). La desensibilizacion del OTR puede tener un papel importante si consideramos
que para el manejo del dolor es necesario, en algunas ocasiones, que el tratamiento
farmacoldgico sea recurrente.

La distribucion y regulacion de la expresion del OTR en el sistema nervioso central se ha
estudiado en varias especies de roedores. En la rata, la mayor densidad de sitios de unién
a OXT se detect6 en el nucleo olfatorio anterior, la amigdala central y el subiculo ventral.
Menores niveles de union se encontraron en el ndcleo hipotalamico ventromedial (De
Kloet et al., 1985), y en estructuras del sistema limbico, incluidas el nacleo accumbens,
la corteza frontal prelimbica, el ndcleo del lecho de la estria terminal, el septum lateral y
la amigdala central y lateral (Insel y Shapiro, 1992). En humanos, se reportaron sitios de
union de OXT en el tronco encefalico y médula espinal, asi como en el nucleo basal de
Meynert, el nucleo de la rama vertical de la banda diagonal de Broca, la parte ventral del
nacleo septal lateral, el area preoptica, el hipotalamo posterior, el globo palido y el palido
ventral (Loup et al., 1989).
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3. JUSTIFICACION

Aun cuando se sabe que la administracion espinal de OXT tiene efectos antinociceptivos
en modelos de dolor evocado, asi como efectos analgésicos cuando se administra
epiduralmente en humanos, se desconoce si la administracion recurrente de OXT sigue
manteniendo el efecto antinociceptivo o analgésico. Mas aun, se sabe que los efectos
observados por la administracion de OXT son por la activacion de su receptor, sin
embargo, se desconoce el mecanismo de accion intracelular a través del cual la OXT
lleva a cabo su accién antinociceptiva. Estudios previos demuestran consistentemente
que la administracion espinal de OXT tiene efectos sobre conductas nociceptivas
evocadas (i.e. a través de estimulacion térmica, quimica o tactil), pero se desconoce cual
es el efecto de este neuropéptido sobre conductas espontaneas resultantes de un
proceso nociceptivo. Por lo tanto, establecer no solo si la OXT tiene efectos
antinociceptivos recurrentes sino también sus efectos sobre conductas espontaneas, asi
como, determinar el mecanismo de accion, es relevante para dar una mejor descripcion
y entender como este neuropéptido ejerce su accion antinociceptiva misma que a futuro
pueda transitar a su potencial uso (como analgésico) en humanos.

4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Se sabe que la OXT a nivel espinal tiene efectos antinociceptivos, pero aun se
desconocen algunos aspectos relevantes en la accién de este neuropéptido, por lo que
la presente tesis experimental fue disefiada para contestar las siguientes preguntas:

e (El tratamiento recurrente con OXT mantendrd los efectos antinociceptivos
observados en administraciones agudas?

e ¢ Cual es el posible mecanismo de accidn intracelular a nivel espinal de la OXT?

e ¢La administracion espinal de OXT presentara efectos sobre las conductas
espontaneas resultantes de un proceso nociceptivo?

5. HIPOTESIS
A partir de las preguntas anteriores se formularon las siguientes hipétesis:

e La administracion recurrente de OXT seguira presentando su efecto
antinociceptivo en cada administracion.

¢ El mecanismo de accion en el efecto antinociceptivo de la OXT se debera a una
via dependiente de la activacion de proteinas de tipo Gq acopladas a su receptor.

e La administracion espinal de OXT promovera cambios sobre las conductas
evocadas y espontaneas resultantes de un proceso nociceptivo.
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6. OBJETIVOS

Para contestar las preguntas antes mencionadas y poner a prueba las hipotesis
planteadas nos propusimos el siguiente objetivo general y los consecuentes objetivos
especificos.

6.1 Objetivo general

Analizar el efecto antinociceptivo de la administracion espinal de OXT sobre distintos
modelos de dolor persistente, asi como los principales mecanismos celulares
involucrados.

6.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto antinociceptivo en la administracion recurrente de OXT a nivel
espinal en un modelo de dolor neuropético.

e Determinar el posible mecanismo de accion del efecto antinociceptivo de la OXT
en la prueba de la formalina.

e Evaluar el efecto de la OXT sobre las conductas evocadas y espontaneas en un
modelo de dolor postquirdrgico.
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7. METODOS

En el presente trabajo se emplearon tres procedimientos experimentales que inducen
nocicepcion y que reflejan algunas caracteristicas del dolor persistente (cronicidad, Fig.
5). De forma breve, como modelos de dolor se usaron: 1) la ligadura de los nervios
espinales (SNL, dolor neuropatico), 2) la prueba de la formalina (dolor nociceptivo,
inflamatorio y cronico) asi como 3) el modelo de incision plantar (dolor postquirdrgico).
Estos modelos se eligieron para evaluar el efecto de la oxitocina en diferentes
modalidades de dolor, considerando que cada modelo genera un respuesta nociceptiva
particular. Ciertamente, el uso de una bateria de modelos experimentales, para evaluar
la accion de una molécula con potencial utilidad terapéutica, robustece la discusion y la
conclusién de los hallazgos experimentales.

1)

2)

Ligadura de los nervios espinales: en este modelo la constriccion de los nervios
espinales L5 y L6 (ricas en fibras sensoriales del tipo Ad y C) promueve la
generacion de alodinia (percepcion de dolor ante estimulos que antes resultaban
inocuos) por la sensibilizacion central en neuronas de la medula espinal por el
envio continuo de las sefiales nocivas por parte de fibras sensoriales dafiadas.
Las ventajas de esta prueba son 1) la lesion esta estereotipada, y 2) las fibras
aferentes se pueden distinguir entre lesionadas y no lesionadas, ya que la ligadura
se realiza sobre los nervios espinales L5 y L6 distal al ganglio de la raiz dorsal (no
se ven comprometidos los cuerpos de las neuronas), pero antes de la unién de los
nervios en el plexo lumbar, evitando asi dafios o déficits motores por dafios al
nervio espinal L4. Sin embargo, este procedimiento quirdrgico resulta altamente
invasivo y puede resultar en un proceso artificial o dificlmente observado en
pacientes (Chung y Chung, 2007).

Prueba de la formalina: esta prueba es una de las técnicas mas usadas para la
medicion de efectos analgésicos de diferentes farmacos, asi como de sus
mecanismos de accion. La ventaja de esta prueba es que permite analizar
diferentes procesos de la generacion del dolor como son: 1) la activacion de las
fibras aferentes primarias Ad y C (dolor nociceptivo; fase |), 2) la liberacion de
sustancias proinflamatorias por parte de las terminaciones nerviosas afectadas
(dolor inflamatorio; fase Il) y 3) la generacién de sensibilidad a estimulos tactiles
(fase Ill), resultado del continuo envio de sefiales nocivas por parte las fibras Ad y
C, asi como de la participacion de la microglia para favorecer un estado de
sensibilizacién central que puede durar hasta 30 dias. Este procedimiento resulta
preferentemente de la activacién de las fibras aferentes primarias, con una leve
participacion de las células musculares o epiteliales del sitio de administracion
(Tjolsen et al., 1992; Fu et al., 2001).
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3) Modelo de Incision plantar: este modelo es uno de los mas cercanos a lo que
podria ocurrir en la clinica después de un procedimiento quirdrgico en donde existe
dafio tisular y muscular. Este modelo, permite la evaluacion de conductas
nociceptivas evocadas y conductas espontaneas (movimientos posturales o de
desplazamiento que permiten la interaccion con el entorno) posteriores a un
procedimiento quirdrgico. La intervencién quirdrgica genera la liberacion de
sustancias proinflamatorias por parte de las células dafiadas, que estimularan las
fibras aferentes que a su vez enviaran la informacién nociva a la medula espinal.
En la practica, si este dafio no es atendido de manera correcta puede derivar en
la generacion de dolor patoldgico (i.e. crénico) (Cowie y Stucky, 2019).

Dolor

Dolor Dolor neuropatico
Nociceptivo Inflamatorio |

'

Incisién plantar

Prueba de la Formalina

Figura 5: Modelos de dolor empleados en la tesis y las modalidades de dolor que abarcan.

7.1 Animales

Todos los experimentos se realizaron en ratas macho Wistar (180-220 g), las cuales
tuvieron acceso libre a agua y alimentos. Los animales fueron facilitados por el bioterio
del INB — UNAM Campus Juriquilla. Los experimentos se realizaron siguiendo los
Lineamientos y Estdndares para la Investigacion del Dolor Experimental en Animales
(Zimmermann, 1983) y de acuerdo con las normas del INB.

Para los experimentos que a continuacion se describen, se us6 una n= 217, distribuidos
de la siguiente manera:

(1) Aproximacion experimental 1, n= 43 animales.
(i) Aproximacién experimental 2, n= 114 animales.
(i)  Aproximacion experimental 3, n= 48 animales.
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7.2 Farmacos

Los farmacos usados en este estudio se adquirieron de Sigma Chemical Co. (St Louis,
MO) o Tocris Bioscience (Bristol, Reino Unido). De forma particular el: (i) acetato de
oxitocina hidratada (pKi= 9.1; IUPHAR/BPS: 2174; CAS: 50-56-6); (i) 1- [6-[((178)-3-
metoxiestra-1,3,5 [10]-trien-17-il) amino] hexil]-hidrato de 1H-pirrol-2,5-diona (U 73122;
Kd= 9 x10%; IUPHAR/BPS: 5283;CAS: 112648-68-7); (iii) clorhidrato de éster metilico de
Nw-nitro-L-arginina (L-NAME; pKi= 6.82; IUPHAR/BPS: 5213;CAS: 51298-62-5); (iv) 1H-
[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ); pKi= 7.5; IUPHAR/BPS: 5234;CAS:
41443-28-1); (v) 5-cloro-N-[4-(ciclohexilureidosulfonilfenetil]-2-metoxi-benzamida
(gliburida o glibenclamida; pKi= 6.6; IUPHAR/BPS: 2414;CAS: 10238-21-8).

La toxina pertussis de Bordetella pertussis (PTX; Kd=2.7x10"° (Lobban et al., 1991); CAS:
70323-44-3) fueron de Sigma Chemical Co. De Tocris Bioscience se usaron los siguientes
farmacos: (i) (2S)-2-hidrocloruro de amino -N-[(1S2S,4R)-7,7-dimetil-1-[[[4-(2-metilfenil)-
1-piperazinil]-sulfonilmetil]-biciclo[2.2.1]hept-2-il]-4-(metilsulfonil)-butanamida (L-
368,899; CAS: 160312-62-9); y el (ii) 3',4',5',6'-tetrahidroxispiro[isobenzofuran-1(3H),9'-
(9H)xanten]-3-ona (galeina; Kd= 5x10~ (Lehmann et al., 2008); CAS: 2103-64-2).

La OXT y PTX se disolvieron en solucion salina isotonica (NaCl al 0.9%). EI L-NAME y la
glibenclamida se disolvieron en la minima cantidad de dimetilsulfoxido (DMSOQO) al 5%, el
ODQ se disolvio en DMSO al 10%, mientras que la galeina y el U-73122 se disolvieron
en DMSO al 1%; las soluciones resultantes se aforaron con solucién salina isoténica. Las
dosis de los antagonistas y bloqueadores utilizados fueron seleccionados con base en
estudios previos de farmacologia conductual donde se demuestra que dichas
dosis/concentraciones son suficientemente altas como para bloquear completa y
selectivamente sus respectivos receptores (Williams et al., 1994; Hernandez et al., 1995;
Narita et al., 2000; Mixcoatl-Zecuatl et al., 2006; Belkouch et al., 2011; White et al., 2014,
Araldi et al., 2015)
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7.3 Aproximacion experimental 1. Efecto de la administracion recurrente de OXT en
un modelo de dolor neuropatico.

Los experimentos que a continuacion se describen se realizaron en una n= 43 animales.
Es importante mencionar que el disefio experimental de esta seccion pretendio evaluar
si la administracion recurrente de OXT ejercia un efecto antinociceptivo en un modelo de
dolor neuropatico. Por este motivo se realizaron distintas evaluaciones sobre un mismo
animal a lo largo de 22 dias. La figura 6 muestra como fueron agrupados los animales,
asi como los tratamientos que recibieron. Es importante sefialar que en esta primera
aproximacion experimental se realizaron 3 protocolos experimentales. El protocolo 1 se
disefio para estudiar el efecto de la estimulacion eléctrica repetitiva del NPV sobre las
respuestas nociceptivas generadas por un estimulo mecanico, por su parte el protocolo
2 se disefio para analizar los efectos recurrentes de la administracion intratecal (i.t.) o
intraplantar (i.pl.) de OXT en tres pruebas somatosensoriales: von Frey, Hargreaves y
Randall-Selitto. Mientras que el protocolo 3 se disefié para medir las respuestas
nociceptivas espinales en un ensayo electrofisiologico.

Es relevante mencionar que las concentraciones de OXT (1 nmol; i.t. y 31 nmol; i.pl.)
usadas en esta seccidn experimental fueron elegidas considerando que ambas
concentraciones han demostrado efectos antinociceptivos (Condés-Lara et al., 2005,
2006; Miranda-Cardenas et al., 2006; Gonzalez-Hernandez et al., 2017). Por otra parte,
se evaluo el efecto de la OXT a nivel periférico, debido a la presencia del OTR en la piel
(Gonzéalez-Hernandez et al., 2017). Ademas de que con esto se puede llegar a definir si
una administracion periférica local de OXT podria presentar un efecto antinociceptivo
mayor al de la administracion espinal debido a la cercania con la zona afectada.

7.3.1. Procedimientos generales

Para la induccién de nocicepcion se usé un modelo de dolor neuropatico desarrollado por
Kim y Chung (Kim y Chung, 1992). Este modelo experimental es un modelo animal de
mononeuropatia periférica generada por la ligadura de los nervios espinales (SNL). En
este modelo las ratas son anestesiadas y colocadas en posicion prona (boca abajo)
donde se afeita la espalda baja. Se realiza una incisiébn en la zona lumbar de
aproximadamente 2 cm a nivel de la cresta iliaca posterior con la finalidad de acceder a
los nervios espinales lumbares izquierdos. Los nervios espinales Ls y Le se identifican y
se separan cuidadosamente del musculo librando el nervio espinal L4 adyacente y a
continuacion se ligan fuertemente distal al ganglio de la raiz dorsal usando una sutura de
seda (Kim y Chung, 1992; Komori et al., 2007; Lin et al., 2007) (Fig. 7). Se debe evitar la
ligadura del nervio espinal L4 pues esta ligadura no produce un modelo de dolor relevante
ya gue este nervio contiene una gran cantidad de fibras motoras y la ligadura de dicho
nervio provoca deficiencias motoras y por tanto interfiere con las pruebas de
comportamiento.
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En este modelo las alteraciones de comportamiento como la alodinia mecanica, alodinia
fria, hiperalgesia térmica y dolor espontaneo se desarrollan dentro de las primeras 24 a
48 horas después de la intervencion quirdrgica y persisten durante las 10 a 16 semanas
posteriores a la cirugia (Kim y Chung, 1992; Choi et al., 1994; Kinnman y Levine, 1995;

Moon et al., 1999; LaBuda vy Little, 2005).

Ratas
n= 43
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Figura 6. Grupos experimentales utilizados en la primera aproximacidn experimental. Los animales se dividieron
en tres conjuntos principales (SNL, Sham y Naive). Los animales SNL se compararon con los grupos simulados y sin
tratamiento previo. Los protocolos 1, 2 'y 3 (P1, P2 y P3) muestran en una escala temporal. Para P1 y P2, la cirugia
SNL se realiz6 a los 10 dias antes de la respectiva prueba conductual. En el P1, la SNL se realiz6 a los 10 dias y la
implantacion del electrodo en el NPV se realizé a los 6 dias antes de la prueba de von Frey; en el caso del P2, los
experimentos electrofisioldgicos se realizaron después de que se completaron los experimentos conductuales (25 dias
después de la cirugia de SNL). Ademas, en el caso de P3, se realizaron experimentos electrofisiolégicos 15 dias
después de la cirugia de SNL. Ligadura de nervios espinales SNL, nucleo paraventricular del hipotalamo NPV, i.t.

intratecal, i.pl. intraplantar
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Figura 7. Ligadura de nervios espinales (SNL). Diagrama que muestra la ligadura de los nervios espinales L5 y L6,
en el modelo de dolor neuropatico propuesto por Kim y Chung. Modificado de Jaggi et al., 2011.

En algunos animales se realizé una pequefa craneotomia para colocar un electrodo de
estimulacion concéntrico de acero inoxidable (1 MQ) en el NPV [7.0 mm AP interaural,
0.2 mm lateral y 2 mm de altura; (Paxinos y Watson, 2007)]). Brevemente, se
anestesiaron ratas SNL con una mezcla de ketamina/xilazina (45/12 mg/kg;
intraperitoneal, i.p.) y se colocaron en un marco estereotaxico (David Kopf, Tujunga,
EUA). Posteriormente se realiz6 un trépano para la implantacion de los electrodos de
estimulacion (microalambre de acero inoxidable aislado en teflon, @ 279 ym, num. de cat.
7920; AM Systems, Inc. Carlsberg, EUA) en las coordenadas antes mencionadas.

Por otra parte, para la administracién intratecal de farmacos se usé el método
desarrollado por Mestre et al. (1994). De forma breve, para la administracion por este
método, el animal fue anestesiado con una mezcla de gases de sevoflorano (5 %) con
N2O y Oz a través de una méscara nasal. Cuando la rata esta completamente
anestesiada, se inserta una aguja de calibre 25G sobre el tejido localizado que cubre los
espacios intervertebrales dorsales que se ubican entre las vértebras lumbares Ls y Ls en
un pequefio orificio localizado entre ambas veértebras (Fig. 8). Este sitio se selecciona de
modo que la inyeccion se limite a la region donde termina la médula espinal y comienza
la “cola de caballo”, con el fin de reducir la posibilidad de provocar un dafio sobre la
meédula y aumentar asi la accesibilidad al espacio intervertebral.

Cuando la aguja entra al espacio subaracnoideo se observa un movimiento brusco y
repentino de la cola. Este reflejo es usado como un indicador de que la puncion se llevo
a cabo con éxito. Ademas de esto no se observa ningun otro comportamiento especifico
como signo de sufrimiento o dolor. Por otra parte, una vez que la aguja se encuentra en
posicion se inyecta un volumen constante de 20 pl. Entonces la jeringa se mantiene en
posicién por unos pocos segundos y se retira progresivamente (Mestre et al., 1994).
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Figura 8. Inyeccién intratecal (método de Mestre). Diagrama que muestra la insercién de la aguja en el espacio
intervertebral, entre Ls y Le. Modificado de Mestre et al., 1994.

7.3.2. Pruebas conductuales
7.3.2.1. Procedimiento para evaluar alodinia tactil

Una respuesta nocifensiva exagerada a los estimulos mecénicos se considera un
indicador clave del procesamiento sensorial anormal en la mayoria de los modelos
animales de dolor neuropatico (Mogil, 2009; Ruscheweyh et al., 2011). La sensibilidad a
estimulos mecanicos se puede determinar por medio de la cantidad de fuerza requerida
para provocar un cambio en el comportamiento del animal. Ejemplo de esto es el retiro
de la pata que es provocado al ser aplicados diferentes estimulos tactiles como los
generados por los filamentos de von Frey (Chaplan et al., 1994). Existen diferentes
métodos disponibles para calcular el umbral de retiro de la pata, pero el método Up-Down
de Chaplan y Dixon (Dixon, 1965, 1980; Chaplan et al., 1994), aplicado a roedores
contintia siendo de los mas utilizados.

En este modelo todas las pruebas de comportamiento se realizan sobre grupos
independientes de ratas. La hipersensibilidad mecénica se puede cuantificar mediante la
determinacién de los umbrales de retiro de la pata, como respuesta a una estimulacion
mecanica como la generada por los filamentos de von Frey cuando son aplicados sobre
el area de la piel de la superficie plantar de la extremidad posterior (Chaplan et al., 1994).

Por otra parte, se debe evitar la estimulacion de los dedos, almohadillas o talén de dicha
extremidad, para no provocar una respuesta falso-positivo generada por la activacion de
fibras AB que son fibras extremadamente sensibles (Leem et al., 1993), ya que, lo que se
busca es la activacién de las fibras Ad y C mejor conocidas como fibras nociceptoras que
son las encargadas de la transmision de la sefial nociceptiva (Leem et al., 1993).
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Para llevar a cabo este modelo las ratas son colocadas dentro de cajas de acrilico
(camaras de observacion) que se encuentran encima de un soporte metalico cuyo piso
es de malla de alambre lo que permite el acceso completo a las patas del animal.
Después de la aclimataciéon (30 minutos antes de realizar los ensayos). Los umbrales de
retiro de la pata se miden usando el método Up-Down (Dixon, 1965, 1980; Chaplan et al.,
1994), esto es mediante el incremento de presion y fuerza ejercida (la fuerza y presion
van desde 1.4 hasta los 15 gramos) generada por los filamentos de von Frey en la zona
de la extremidad ensayada. La presion debe ser constante durante aproximadamente 3
segundos con un intervalo de 1 minuto aproximadamente entre estimulo y estimulo. El
estimulo de 2 gramos de presidn se aplica primero en cada ocasion.

Cada vez que se produce una respuesta de retirada con un filamento dado se aplica el
filamento inmediatamente mas pequefio. Por el contrario, cuando se produce una
respuesta negativa se aplica el filamento inmediatamente superior (Fig. 9). La prueba
contintia hasta que:

1. Se hayan producido respuestas a 6 estimulos idénticos después del primer cambio
en la respuesta

2. Se dé una respuesta negativa al filamento de von Frey més alto o una respuesta
positiva al filamento de von Frey mas pequefio.

3. Unaretirada abrupta de la pata, lamido de la extremidad y estremecimiento general
se consideran como respuestas positivas.

Estimulacién de la
pata con filamentos

Retiro de la de von Frey
pata
Positi ﬁ%—\ifa
ositiva ié\/ Respuesta
Estimulacion o T
mecénica de ——
la pata |
i »_J ) o \I;ilamento Cambiar a Cambiara
g 1 de von Frey | |
@ Filamento Filamento
- o Sin reti inmediatamente inmediatamente
in retiro anterior superior
de la pata
I P |
Filamento P |
de von Frey - @f)

Registrar 6 cambios

Negativa S
Filamento
de von Frey Calcular 50% de

umbral de retiro de la
pata

Figura 9. Método para determinar el umbral de retiro de la pata (Chaplan y col. en 1994).
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Para determinar si existe el desarrollo de alodinia en los animales ensayados el umbral
de retiro de la pata debe mantenerse por debajo de los 4 g ya que bajo este umbral se
activan las fibras nociceptoras Ad y C (Leem et al., 1993).

El método de Dixon (1980) dentro del modelo Up-Down se utiliza para determinar el 50%
de umbral de retiro de la pata, para ello se emplea una serie de filamentos, comenzando
con el que genera una presion de 2g, estos filamentos son colocados en la planta de la
pata de la rata de manera consecutiva. El levantamiento o retiro de la pata se considera
una respuesta positiva, mientras que una inactividad o falta de respuesta se considera
negativa, con lo cual se procede al empleo de un filamento de peso menor o mayor,
respectivamente. En caso de que se generen cuatro o0 cinco respuestas negativas
consecutivas sera asignado un valor de 15 g o, por el contrario, si se dan cuatro
respuestas positivas consecutivas se asignara un valor de 0.25 g. De acuerdo con Dixon
(1980) el célculo del umbral del 50% de retiro de la pata 6ptimo requiere de 6 cambios
proximos en las respuestas de retiro después del cambio inicial.

Los valores asignados a los resultados obtenidos se dieron de acuerdo con la formula:

10X f+x6)

0 - -
50% umbral 10000

Donde Xf es el valor (en unidades logaritmicas) del ultimo filamento de Von Frey usado,
k es el valor obtenido a partir de las tablas de Dixon (1980) para calificar el patron de
respuestas positivas y/o negativas y 6 es la media de las diferencias entre los puntos
fuertes de un estimulo (en unidades logaritmicas). Se considerada que la alodinia esta
presente cuando el umbral de retiro esta por debajo de los 4g.

Bajo estas condiciones experimentales y usando el protocolo 1 para el primer subgrupo
de ratas (Fig. 6), probamos el efecto de estimulos eléctricos repetidos en el NPV
(administrados a intervalos de 60 minutos) y una administracion i.t. de OXT sobre el
comportamiento nocifensivo evocado. Se midié en un curso temporal (0-240 min) la
accion antinociceptiva inducida por estimulos eléctricos en el NPV dados inmediatamente
después de la medicion basal, tiempo 0 y a los 60 y 120 min. Ademas, se administr6 OXT
de manera i.t. (180 min). ElI NPV se estimul6 eléctricamente durante 6 segundos (60 Hz,
1 mseg de duraciéon del pulso, 300 pA) usando un estimulador de Grass (Mod. S11A)
conectado a la unidad de aislamiento (Mod. PSIU6). Estos parametros inducen efectos
antinociceptivos especificos (Condés-Lara et al., 2006), ademas ninguno de los animales
estimulados presentd comportamientos de alerta, congelamiento, escape o convulsion
durante la estimulacion.
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En el segundo subgrupo de SNL (protocolo 2), la prueba del umbral de retiro con los
filamentos de Von Frey se realizé en el nivel basal (B) (inmediatamente antes de la
administracion i.pl. de 31 nmol o 1 nmol de OXT) y a los 5, 15, 30, 45, 60, 80, 100y 120
min después de la administracién de OXT. En los dias siguientes, este subgrupo fue
sometido a las pruebas de Hargreaves y Randall-Selitto.

En ambos casos (1° y 2° subgrupo), los resultados obtenidos se compararon con el grupo
SNL no tratado (3° subgrupo), ratas Sham (5° subgrupo) y ratas sin tratamiento previo
(Naive) (6° subgrupo).

7.3.2.2. Procedimiento para evaluar hiperalgesia térmica

Se evalud la hiperalgesia térmica (Dirig et al., 1997) usando la prueba de Hargreaves
(Hargreaves et al., 1988). Brevemente, las ratas se colocaron en cajas transparentes
individuales con piso de vidrio que permitieron aplicar un estimulo térmico mediante un
generador de infrarrojos sobre la piel glabra del pie (Aparato de Hargreaves, Cat. No.
37370; Ugo Basile). Todos los animales se aclimataron en la caja durante 30 minutos
antes de la prueba. El dispositivo arroja la latencia de la respuesta de retirada (tiempo
para la retirada brusca de la pata); se establecié un limite de 20 segundos para evitar
dafio tisular. La prueba se repitié dos veces y se calcul6 la latencia media de retirada de
la pata. Se determinaron las respuestas de retirada de la pata izquierda (ipsilateral a la
ligadura) después de (10 min), OXT i.t. (1 nmol; dia 5) u OXT i.pl. (31 nmol, ipsilateral a
la ligadura; dia 8). El efecto de OXT se compar6 con los subgrupos SNL sin tratamiento,
NAIVE y Sham.

7.3.2.3. Procedimiento para evaluar hiperalgesia mecanica

La hiperalgesia estatica medida como umbral nociceptivo mecénico (Randall y Selitto,
1957) se cuantificé usando un medidor de analgesia de presion de pata Ugo Basile (n°
de cat. 57215; Stoelting), que aplica una fuerza en constante aumento al dorso de la pata
trasera de una rata. Se utilizo tejido de algodén para inmovilizar a los animales para medir
el umbral, definido como la fuerza a la que el animal retira su pata. La prueba se repitié
dos veces y se calcul6 el promedio. Las respuestas de retirada de la pata izquierda
(ipsilateral a la ligadura) se determinaron después de la ligadura de los nervios (10 min),
0 de la administracion de OXT i.t. (1 nmol; dia 10) u OXT i.pl. (31 nmol, ipsilateral a la
ligadura; dia 12). El efecto de OXT se comparo con las ratas SNL no tratadas, sin
tratamiento previo y simuladas.
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7.3.3. Registros electrofisioldégicos in vivo

Para los experimentos electrofisiolégicos in vivo, se utilizaron los subgrupos 2°, 3°, 4°y
5°. En el caso de los subgrupos SNL 2°y 3°, estos animales se utilizaron al final de los
experimentos de comportamiento descritos anteriormente (> 25 dias posteriores a la
cirugia; Fig. 6). Es importante destacar que, en el caso del 4° subgrupo, los experimentos
electrofisioldgicos se realizaron en los dias 15 a 17 del postoperatorio (cirugia SNL).

7.3.3.1. Procedimiento quirurgico (laminectomia)

Los animales se introdujeron en una camara y se anestesiaron con sevoflurano al 5% (en
una mezcla de % N20 y % O2) administrado a través de un vaporizador. En estas
condiciones, se insertd una canula intratraqueal para ventilacién artificial (60 ciclos/min)
y para mantener la anestesia. El volumen sistdlico se ajust6 mecanicamente para
mantener un equilibrio acido-base normal durante todo el experimento. Luego, las ratas
se montaron en un aparato estereotaxico (Kopf Instruments, Tujunga, EUA) con un marco
de restriccion para la médula espinal. Para registrar la actividad neuronal unitaria evocada
de las células espinales WDR, se realiz6 una laminectomia (segmentos L2-L4) para
exponer la médula espinal. EI CO2 expirado final se midi6 con un analizador de CO:
Capstar-100 (CWI Inc., Ardmore, EUA) y se mantuvo entre 2.5 y 3.2%. La temperatura
corporal central se mantuvo a 38 ° C usando una almohadilla de agua circulante. Ademas,
se realiz6 una pequefia craneotomia para colocar un electrodo de estimulacidon
concéntrico de acero inoxidable en el PVN (como se describié anteriormente). Los
protocolos experimentales posteriores se realizaron con sevoflurano al 2.5%.

7.3.3.2. Registros extracelulares unitarios de neuronas de amplio rango dinamico
(WDR)

Se utilizaron microelectrodos de vidrio o cuarzo-Pt-W (4—10 MQ) montados en un sistema
Eckhorn microdrive (Thomas Recording GmbH, Giessen, Alemania) para registrar la
actividad unitaria extracelular. Los microelectrodos de vidrio se llenan con pontamina? al
2% (KCI 1M) y se bajan hasta las laminas superficiales de los segmentos del asta dorsal
espinal izquierda (~200 -1500um desde la superficie) para obtener descargas unitarias.
El campo receptivo periférico especifico (RF) se localiza dando golpecitos en la pata
trasera ipsilateral; posterior a esto, la estimulacion eléctrica se aplica mediante dos
electrodos insertados en el campo receptivo. Por ultimo, la actividad neuronal se registra,
amplifica, digitaliza y discrimina mediante una interfaz CED 1401 acoplada al software
Spike2 V5.15 (Cambridge Electronic Design, Reino Unido).

! La pontamina es una sustancia fluorescente utilizada en histologia para marcar la localizacién de las neuronas
WDR en el asta dorsal espinal, cuando es cargada en los microelectrodos de registro.
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7.3.3.3. Estimulacién mecéanica o eléctrica del campo receptivo

Se insertaron subcutdneamente en el campo receptivo (RF) de la neurona registrada dos
agujas finas (27 G) unidas a una unidad aislante de estimulo (Mod. PSIU6, Grass
Instruments Co., Warwick, USA). Posteriormente, se realizé una prueba de estimulacion
eléctrica; esta prueba consistié en 20 estimulos a 0.5 Hz (Estimulador Mod. S88, Grass
Instruments Co., Warwick, USA.), con una duracion de pulso de 1 mseg a 1.5 veces el
umbral de intensidad requerida (0.1-3 mA) para evocar una respuesta de las fibras C. En
estas condiciones, se registraron las respuestas electrofisiologicas de las neuronas WDR
en la situacion basal. En el caso del protocolo 2 (P2). Se evalud el efecto de la
administracion topica espinal de OXT (1 nmol/10 pl) sobre las respuestas neuronales
nociceptivas evocadas en un tiempo (t) =5, 10 y 20 min. En el caso del protocolo 3 (P3),
después de medir la respuesta de las neuronas WDR en la situacion basal, se midieron
las respuestas neuronales inducidas por los filamentos de von Frey (2, 4, 10 y 15 Q).
Inmediatamente después, las respuestas WDR neuronales inducidas por la estimulacién
eléctrica del campo receptivo se evalud antes y después de la estimulacion eléctrica del
NPV. El NPV fue estimulado eléctricamente durante 6 s a 60 Hz con una duracion de
pulso de 1 ms y 300 pA. En esta condicidn, construimos histogramas de tiempo peri-
estimulo (PSTH) y raster plots para medir las respuestas WDR neuronales antes y
después de la estimulacion del NPV. Ademas, cuando la actividad neuronal vuelve a la
basal, se analizo el efecto de la administracion tépica espinal de OXT (1 nmol / 10 ul) en
la respuestas evocadas nociceptivas neuronales en un tiempo (t) =5, 10 y 20 min.

7.3.3 Andlisis de datos

En todos los casos, se verificd que el conjunto de datos siguiera una distribucion normal
(prueba de Shapiro-Wilk) y la potencia de la prueba realizada (a se establecié en 0,8
como minimo). En todos los casos, para excluir valores atipicos en algun grupo de
muestra, se realizo la prueba de Grubb. En los experimentos que utilizaron el umbral de
retirada de von Frey, se construyeron curvas con la media + error estandar de la media
(EEM) que representa el 50% del umbral de retirada en funcion del tiempo. Sin embargo,
dado que el umbral calculado no produjo un continuo matematico (es decir, datos no
paramétricos), realizamos un andlisis de varianza de medidas repetidas de Friedman
(ANOVA MR) en rangos para analizar la estabilidad intragrupo de las medidas a lo largo
del tiempo. Ademas, para analizar el efecto de los diferentes tratamientos en las
mediciones con los filamentos de von Frey, los datos se normalizaron calculando el area
bajo la curva (ABC) del 50% del umbral de retiro contra el tiempo, para posteriormente
aplicar un ANOVA de una via. EI ABC, que es una expresion de la duracion y la intensidad
del efecto, se calculo mediante la regla de los trapezoides.

Los datos obtenidos de las pruebas de Hargreaves y Randall-Selitto se representaron
mediante diagramas de caja y bigotes que se analizaron con un ANOVA de una via.
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Para los experimentos electrofisiolégicos, el nimero de potenciales evocados inducidos
por estimulacion eléctrica se normalizé y se expresé como cambio porcentual desde la
linea de base. Esta respuesta inicial se establecio después de que una neurona
identificada tuviera una variacion < 10% en las respuestas neuronales inducidas por la
estimulacién del campo receptivo durante tres pruebas consecutivas (5 min entre cada
prueba). Para comparar los valores de las respuestas de las fibras neuronales AB, Ad o
C antes (respuesta basal) y después de la administracion espinal de OXT, posteriormente
se realizé un ANOVA de MR bidireccional. Los ANOVA unidireccionales y bidireccionales
fueron seguidos, si corresponde, por la prueba post hoc de Tukey para comparaciones
multiples. Se acepto la significancia estadistica en p<0.05.
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7.4 Aproximacion experimental 2: Evaluacién del posible mecanismo de accion de
la administracion espinal de OXT en el modelo de la formalina.

En estos experimentos se usd una n=114 de animales, los cuales fueron divididos en 2
subgrupos (Fig. 10) con el fin de analizar: (i) el efecto de la administracion de OXT o la
estimulacién del NPV sobre las respuestas nociceptivas inducidas por la administracion
s.c. de formalina (n=30), comparado con un control positivo como el diclofenaco (n=6) y
(i) el posible mecanismo de accion tras el efecto antinociceptivo de la administracion
espinal de OXT (n=84). Para esta serie de experimentos, se considero también el posible
efecto antinociceptivo a largo plazo de la OXT, por lo que se evalué la conducta
nociceptiva en dos tiempos distintos, uno inmediatamente después de la administracion
de formalina (efecto temprano) y el otro del dia 3 al 30 posteriores a la administracion de
formalina (efecto tardio).
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I
I I
Efecto antinociceptivo Mecanismo de accién
n:|30 n= 84
| | I | ler subgrugo
ler sub — L-368,88 =
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Figura 10. Grupos experimentales utilizados en la segunda aproximacién experimental. Los animales se
dividieron en dos conjuntos principales (efecto antinociceptivo y mecanismo de accién). Los animales tratados con OXT
o estimulacion eléctrica del NPV se compararon con el grupo control (Gnicamente administrado con formalina al 1%)
mientras que los animales tratados con el antagonista, los bloqueadores e inhibidores se compararon contra el grupo
control, asi como contra el grupo OXT 10 (nmol i.t.).
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Figura 10 (continuacién) Para ambos conjuntos se muestran unas escalas temporales. Una que ejemplifica cuando
se administraron los tratamientos y como se realiza la prueba de la formalina y otra donde se muestra todo el tiempo
que durd el experimento (30 dias), asi como los dias que se hizo la medicién del umbral de retiro de la pata.

7.4.1 Procedimiento general

La nocicepcion se puede evaluar mediante la administracion de agentes quimicos, los
cuales producen una respuesta inflamatoria (Winter et al., 1962; Wheeler-Aceto y Cowan,
1991); una de estas pruebas es la de la formalina propuesta por Dubuisson y Dennis
(1977) y detallada por Wheeler-Aceto y Cowan (1991). Para esta prueba, las ratas se
colocan en camaras de observacion durante 30 min para permitir la adaptacion a su
entorno, varios espejos se colocan en cada camara para permitir la libre observacion del
animal. Después de este tiempo, a las ratas se les administra 50 ul de formalina al 1% en
el dorso de la pata trasera con una aguja de calibre 30G. Inmediatamente después, los
animales son devueltos a las camaras y se observa el comportamiento nociceptivo, el
cual consta de una sacudida violenta de la pata administrada. Este comportamiento
nociceptivo se puede cuantificar como el nimero de retiros de la pata durante periodos
de 1 min cada 5 min, hasta 60 min después de la inyeccion de formalina (Wheeler-Aceto
y Cowan, 1991). El retiro de la pata inducido por la administracion de la formalina genera
una curva bifasica. La fase inicial (0-10 min, Fase |) se debe a la activacion de fibras
aferentes primarias, seguida por un periodo de reposo relativamente corto.
Posteriormente se desencadena una respuesta tonica prolongada (15-60 min, Fase II)
(Wheeler-Aceto y Cowan, 1991).

Por otra parte, esta prueba también ha demostrado una tercera fase asociada a una
sensibilizacién de la zona administrada (Fu et al., 2001). Experimentalmente en esta fase
hay un incremento en la sensibilidad ante estimulos tactiles, (i.e., disminucion del umbral
de retiro de la pata medida con los filamentos de von Frey), asociado a comportamientos
de tipo alodinia e hiperalgesia (Salinas-Abarca et al., 2017).

7.4.2 Disefio experimental

Los experimentos descritos en esta seccion fueron disefiados para caracterizar el
potencial efecto antinociceptivo de la OXT (1 o 10 nmol, i.t.) o la estimulacién eléctrica
del NPV en la prueba de la formalina. Dicha prueba se realizé bajo los parametros
descritos por Wheeler-Aceto y Cowan (1991). De forma breve, las ratas se colocaron en
camaras de observacion durante 30 min para permitir la adaptacion a su entorno;
después de este periodo, a las ratas se les administré s.c. 50 pl de formalina al 1% en el
dorso de la pata trasera. EI comportamiento nociceptivo inmediato se cuantific6 como el
namero de sacudidas de la pata observados tras la administracién de formalina, durante
periodos de 1 min cada 5 min, hasta 60 min (Wheeler-Aceto y Cowan, 1991).
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Considerando que la formalina induce nocicepcion de forma tardia (>3 dias), se evaluo
el comportamiento nociceptivo tardio con filamentos de von Frey los dias 3, 5, 7, 12, 15
y 30 después de la inyeccion de formalina.

La administracion i.t. de OXT o su vehiculo fue realizada a través de la técnica de Mestre
et al. (1994). La OXT, la estimulacion eléctrica del NPV o el diclofenaco fueron dados 10
min previos a la formalina. El posible mecanismo de accién del efecto antinociceptivo
inducido por la OXT se evalu6 a traves del:

1. Bloqueo selectivo de su receptor (OTR).

2. La inactivacion de la fosfolipasa C (PLC, via dependiente de la activacion de las
proteinas del tipo Gq), las proteinas Gi o de las subunidades Ggy.

3. Lainhibicién de la via NO/GMPc/canales de Katp que pueden ser activadas por este
receptor.

Para ello se utilizaron:

1. El antagonista del OTR, el L-368,899 (10 nmol, i.t.) (Williams et al., 1994).
2. Paradiscriminar la probable proteina G involucrada se uso:
a. ElU-73122 (4 nmol; Inhibidor de la fosfolipasa C, activada por las proteinas
Gq) (Narita et al., 2000).
b. La toxina Pertussis (1 ug); inactivador de la subunidad Ga« de las proteinas
Gi) (Hernandez et al., 1995).
c. la galeina (137 nmol; inhibidor de la subunidad Ggy) (White et al., 2014; Li
et al., 2015).
3. Paradeterminar la participacién de la NO/GMPc/canales de Katp se uso:
a. Elinhibidor de la sintasa del 6xido nitrico neuronal, L-NAME (370 nmol, i.t.)
(Mixcoatl-Zecuatl et al., 2004).
b. El inhibidor de la guanilato ciclasa, ODQ (50 nmol, i.t.) (Mixcoatl-Zecuatl et
al., 2004).
c. El bloqueador de canales Kartp, la glibenclamida (100 nmol, i.t.) (Mixcoatl-
Zecuatl et al., 2004).

Estos farmacos se administraron 10 minutos antes que la OXT. La formalina se administré
10 min después de la OXT, y la conducta nociceptiva temprana y tardia inducida por la
formalina fue evaluada.
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7.4.3 Andlisis de datos

En los experimentos donde se contaron el nimero de sacudidas de la pata (Fases |y Il
de la prueba de la formalina), los resultados experimentales se presentan como cursos
temporales o ABC, donde se indica el error estandar de la media, en este caso a menor
valor del ABC mayor efecto antinociceptivo. Mientras que, para la fase tardia de la prueba
de la formalina, los resultados se presentan como curvas o ABC que representa el 50%
del umbral de retirada en funcién del tiempo, estas curvas se construyeron con la media
+ error estandar de la media, donde a mayor valor de ABC mayor efecto antinociceptivo.
Los datos fueron analizados usando analisis de varianza (ANOVA). Los ANOVA fueron
seguidos por la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples. Se acepto la
significancia estadistica en p <0.05.
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7.5 Aproximacion experimental 3: Efecto de la administracion de OXT en conductas
espontaneas en un modelo de dolor postquirurgico.

En un grupo de animales (n= 48) se analizo el posible efecto antinociceptivo preventivo
del pretratamiento i.t. de OXT antes de un procedimiento quirdrgico en un modelo de
dolor postquirargico (modelo de incisibn plantar). Para esto, los animales fueron
separados en dos grupos (cada uno con una n=24; Fig. 11), donde se analiz6 el efecto
de la OXT sobre: (i) sobre la nocicepcidén evocada por filamentos de von Frey; y (ii) sobre
el comportamiento espontaneo (como modelo sustituto de dolor espontaneo).

Nocicepcién evocada:

Prueba de von Frey
Cirugia Me dicién del umbral de retire de la pata
Tratamientos

|
i | |
-1 1 2 3 4 5 6 7 8 Dias
L l |
I I I

Prueba de
von Frey
Me dicién del umbral
de retiro de la pata
(Basal)

Conductas espontaneas:

Cirugia
Aclimatacién Tratamientos

+ B + 1 2 3 Dias
!

Figura 11. Grupos experimentales utilizados en la tercera aproximacion experimental. Los animales se dividieron
en dos conjuntos principales (Nocicepcion evocada y conductas espontaneas). Se muestran dos lineas temporales
donde se indica el tiempo que duran los experimentos (nocicepcidn evocada y conductas espontaneas). En ambas
series de experimentos. Los animales con cirugia y tratados con OXT (10 nmol) o vehiculo se compararon con el grupo
control.

7.5.1 Incision plantar como un modelo de dolor postquirargico

Este modelo de dolor, se asemeja a lo que ocurriria después de una intervencion
quirargica (Brennan, 2011). Para este modelo se anestesia con isoflurano al 4-5%
administrada a través de un cono nasal (Brennan et al., 1996). Bajo estas condiciones
experimentales se realiza una incision longitudinal de 1 cm a través de la piel, la fascia y
el musculo de la planta de la pata del animal. La incision se realiza a 12 mm distal desde
el borde del talon (Fig. 12). Este procedimiento genera una inflamacion de la zona, con
la subsecuente aparicion de sensibilidad en la zona dafiada, la cual puede ser estimulada
con los filamentos de von Frey y generar una respuesta de retiro (Brennan et al., 1996),
0 se pueden analizar conductas espontaneas (Gould, 2009).
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Figura 12. Modelo de incision plantar. desarrollado por
: 8 Brennan et al., 1996. Modificado de Espinosa De Los
e A BYEIESS Monteros-ZUfiiga et al., 2020.
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7.5.1.1. Respuestas de retiro inducidas por filamentos de von Frey

El andlisis conductual para establecer la magnitud de la hiperalgesia mecanica después
de la incisién plantar se realizdé con los filamentos de von Frey (Brennan et al., 1996;
Pogatzki et al., 2002). Para esto, las ratas se colocan individualmente en camaras de
observacion colocadas sobre un piso de malla elevado, donde se les permite aclimatarse
durante 30 min.

Una vez pasado este tiempo, se evalla la conducta de retiro de la pata aplicando los
filamentos de von Frey en un &rea adyacente a la incision realizada. Cada filamento de
von Frey (15, 30, 42, 65, 73, 98, 149 y 265 mN) se aplica una vez, comenzando con 15
mN hasta producir una respuesta de retirada (Brennan et al., 1996; Pogatzki et al., 2002).
El promedio de tres pruebas que produjeron una respuesta de retirada se considera el
umbral de retiro de la pata. Si no existe un comportamiento de retirada. se registran 522
mN (Brennan et al., 1996).

7.5.1.2. Evaluacién de la actividad espontanea

El efecto de la administracion de farmacos sobre la nocicepcion en modelos de dolor se
puede analizar evaluando conductas espontaneas a través de un equipo de campo
abierto (Gould, 2009). El equipo que usamos en los presentes experimentos consta de
sensores que emiten un haz de luz infrarroja que se utiliza para determinar la ubicacion
de cada animal en todo momento. Con este equipo se pueden monitorear diferentes
conductas como pueden ser: distancia total recorrida (que es la distancia en centimetros
gue recorre el animal durante el lapso de la prueba), actividad vertical (que son las
ocasiones en las que el animal se para en sus patas traseras) (Gould, 2009).
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Considerando que se pueden evaluar estas variables, se han propuesto a este método
como un punto importante para analizar indirectamente compuestos que tengan
potenciales efectos antinociceptivos (Imanaka et al., 2008; Tatem et al., 2014; Majuta et
al., 2017b, 2017a).

7.5.2. Disefio Experimental

Debido a que la OXT mostro tener un efecto preventivo en la generacion de sensibilidad
posterior a un estimulo nocivo (ver seccion 8.2.1) se analiz6 este efecto en un modelo de
dolor postquirdrgico, evaluando las conductas evocadas y espontaneas. Para las
conductas evocadas, se utilizaron los filamentos de von Frey para medir la magnitud de
la hipersensibilidad mecanica inducida por la incision plantar. Todas las ratas fueron
analizadas previamente a la cirugia (1 dia antes), para estimar el umbral mecéanico basal.
Posterior a la incision plantar, se analizé el umbral mecanico entre los dias 1 a 8 después
de la cirugia (Brennan et al., 1996).

Brevemente, se evalud el umbral de retiro primario a la estimulacion puntiforme generada
por la aplicacion de los filamentos de von Frey (Touch-Test ™ Sensory Evaluators, North
Coast Medical, Inc., USA). Esta estimulacién con los filamentos se realiza en un area
adyacente a la incision (cerca del talén). Cada filamento de von Frey (14, 20, 39, 59, 78,
98, 147, 255 y 588 mN) se aplicoé una vez, comenzando con el que genera una fuerza de
14 mN, de no haber una respuesta de retirada se procedia con el filamento
inmediatamente posterior y se continuaba asi hasta que se producia una respuesta de
retirada. Si no habia retirada de la pata, se registraban 588 mN. El umbral de retiro se
calcul6 a partir del promedio de tres pruebas.

En el caso de las conductas espontaneas, se evalu6 el comportamiento de las ratas los
dias 0 (basal), 1 (el mismo dia de la cirugia), 2 y 3 posteriores a la incision plantar. En
este caso, la incisién quirdrgica se realizd el dia 1 y se evalu6é el comportamiento
espontaneo utilizando el equipo de campo abierto con sensores para determinar la
ubicacion del animal en tiempo real (Omnitech Electronics, Inc., USA). Brevemente, los
animales se colocaron individualmente en cajas de plexiglas (16 x 16 x 11.75 pulgadas)
que contenian los fotosensores. Se evaluaron la actividad locomotora y la actividad
vertical. Los datos crudos se analizaron utilizando el software Fusion v5.3 SuperFlex
(Omnitech Electronics, Inc., OH, USA). En estas condiciones, los episodios de actividad
espontanea se registraron durante 16 h (comenzando a las 17:00 h y finalizando a las
9:00 h del dia siguiente) durante 4 dias. Se analizé el comportamiento espontaneo
durante la fase de luz (17: 00-18: 00 h) y la fase oscura (19: 00-07: 00 h). En todos los
casos se midié la actividad horizontal (distancia total), los episodios verticales (actividad
vertical) y el tiempo que los animales pasaron en el centro del sistema de campo abierto
(segundos).
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La actividad horizontal y vertical se ha propuesto para analizar indirectamente
compuestos analgésicos potenciales (Imanaka et al.,, 2008; Majuta et al.,, 2017b),
mientras que el tiempo pasado en el centro se ha utilizado como punto final para analizar
la ansiedad efectos relacionados al dolor postquirtrgico (Robleda et al., 2014).

7.5.3 Andlisis de datos

Los datos de los filamentos de von Frey se representan mediante diagramas de caja y
bigotes o graficos de barras indicando las medias = error estandar de la media. Se
analizaron mediante la prueba no paramétrica de Friedman (Fig. 21A-C) o la prueba de
Kruskal-Wallis (Fig. 21D). Ademas, para comparar el efecto global de los diferentes
tratamientos, se calculo y analizo el area bajo la curva mediante el andlisis de varianza
paramétrico unidireccional (1IW-ANOVA, Figura 1E).

En el caso de actividad espontanea, inicialmente se realizé una prueba de Grubb para
excluir valores atipicos. Las graficas se presentan como las medias + el error estandar
de la media. Para analizar el comportamiento espontaneo antes (basal) y después (dia
1) de la incisién plantar, realizamos una prueba t pareada para cada tratamiento (Fig.
23A). Ademés, para comparar el efecto de diferentes tratamientos durante 3 dias, las
diferencias se calcularon mediante el analisis de varianza paramétrico bidireccional de
medidas repetidas (2W-RM-ANOVA) (en este caso no se asumio la esfericidad). A
excepcion de la prueba t pareada, en todos los casos, para controlar la tasa de
descubrimiento falso (q = 0.05) para pruebas mdultiples, usamos el procedimiento de
aumento lineal de dos etapas de Benjamini, Krieger y Yekutieli. En todos los casos, la
diferencia estadistica se consideré como p<0.01.
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8. RESULTADOS

8.1. Aproximacion experimental 1: Efecto de la administraciéon recurrente de OXT
en un modelo de dolor neuropéatico?

8.1.1. Experimentos conductuales

8.1.1.1. Protocolo 1: La estimulacion eléctrica del NPV o la administracién i.t. de
OXT revierte la alodinia tactil.

Durante la prueba de 4 h (Fig. 13), la respuesta de retirada a la estimulacion tactil con los
filamentos de von Frey fueron estables para los grupo naive (x2 = 1.287,n=8; p =0.936),
sham (x2 =4.043,n =6; p = 0.671) y SNL (sin tratar) (x2 = 12,917, n = 8; p = 0,074). De
hecho, como se muestra en la Fig. 13A, las ratas ndive y sham mostraron un umbral de
retiro estable (cercano a los 13 g), mientras que las ratas SNL mostraron una reduccion
en este umbral (<4 g), lo que indica que la cirugia SNL indujo alodinia tactil. Ademas, la
alodinia tactil provocada por los filamentos de von Frey en ratas SNL se revirtio
brevemente mediante estimulacién eléctrica del NPV o por la administracion i.t. de OXT
(Fig. 13A). En ambos casos, el efecto antialodinico maximo se produjo 30 minutos
después de la estimulacion eléctrica del NPV o de la administracion i.t. del neuropéptido.
Al analizar estos datos como areas bajo la curva (ABC) (Fig. 13B), encontramos que el
comportamiento nocifensivo inducido por los filamentos de von Frey (retirada de la pata)
se redujo en las ratas SNL tratadas con la estimulacion eléctrica del NPV y OXT i.t. (F324
= 160.364; p <0.001).

8.1.1.2. Protocolo 2: Efecto de la administracién recurrente intratecal (i.t.) o
intraplantar (i.pl.) de OXT en un modelo de dolor neuropatico

Los resultados con los filamentos de von Frey mostraron que la ligadura de los nervios
espinales Ls-Le redujo el umbral de respuesta de retiro de la pata (<4 g) en comparacion
con el grupo sham o néive (> 12 g), lo que indica una sensibilizacién a los estimulos
tactiles, que es un comportamiento similar al presentado en la alodinia tactil (Fig. 14A).
Por el contrario, el grupo tratado con OXT (i.t. o i.pl.) present6 una marcada recuperacién
del umbral de retirada, con un efecto maximo a los 45 min después de la administracion
de OXT, alcanzando unos valores similares a los observados en el subgrupo Sham o
Naive (alrededor de los 12 g). Este efecto antialodinico se describe claramente en la Fig.
14B. Al analizar estos datos como ABC encontramos que la administracion i.t. o i.pl. de
OXT redujo significativamente (p <0.001) el comportamiento nocifensivo.

2 | os resultados de esta seccion fueron publicados en Exp Brain Res. 2019; 237:2995-3010
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Figura 13. La estimulacion eléctrica repetitiva del NPV o la administracién espinal de OXT revierte la alodinia
tactil inducida por SNL. A) Curso temporal (240 min) del umbral de retirada medido con filamentos de von Frey en
ratas Naive, Sham y SNL (tratadas [estimulacién eléctrica (flecha azul); OXT i.t. (flecha roja)] y no tratadas [cuadrados]).
Tenga en cuenta que la estimulacion eléctrica del NPV (administrada tres veces at = 0, 60 y 120 min; flechas azules)
invierte la alodinia mecénica puntiforme inducida por SNL (en comparacién con los grupos SNL no tratados) y se
observaron efectos similares con una administracion i.t. de OXT dada a t = 180 min (flecha roja). B) Efecto global de
los tratamientos (estimulacion del NPV o la administracion i.t. de OXT) sobre el 50% del umbral de retirada. Los datos
se expresan como media + el EEM. El andlisis estadistico en (b) se realiz6 utilizando un ANOVA de una via seguido
de una prueba post hoc de Tukey. ANOVA: Analisis de varianza, B: respuesta basal, NT: sin tratar, SNL: ligadura del
nervio espinal, OXT: oxitocina, NPV: nucleo paraventricular del hipotdlamo, EEM: error estandar de la media
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Figura 14. La OXT espinal o periférica revierte la alodinia tactil inducida por SNL. Curso temporal (a) o area bajo
la curva (b) del efecto antialodinico observado después de la administracion i.t. (1 nmol) o i.pl. (31 nmol) de OXT en
ratas sometidas a SNL. El 50% del umbral de retiro se evalu6 antes y después del tratamiento con OXT a los 15, 30,
45, 60, 80 y 100 min. A) Se observa la evolucién temporal de los cambios después del tratamiento con OXT. B) El area
bajo los valores de la curva se expresa con comparaciones estadisticas. Los datos se expresan como media + EEM.
El analisis estadistico se realizé utilizando un ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc de Tukey. ANOVA
Andlisis de varianza, B respuesta basal, i.pl, intraplantar, i.t. intratecal, NT sin tratar, OXT oxitocina, SNL ligadura del
nervio espinal, EEM error estandar de la media.
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En el caso de la prueba de Hargreaves (hiperalgesia térmica), la Fig. 15A muestra que la
latencia de retirada en el subgrupo naive fue de aproximadamente 13.1 + 0.6 s para el
grupo vehiculo y 14.0 + 0.9 s para los no tratados. Por otro lado, la latencia de retirada
para el grupo SNL se redujo a un valor de 4.0 + 0.3 s (control) y 3.5 + 0.2 s (vehiculo).
Por el contrario, la hiperalgesia térmica se revirtio parcialmente con la administracion i.t.
(7.8 £ 0.4 s) o i.pl. (8.9 + 0.5 s) de OXT. El umbral de retiro en el dia control entre la
administracion i.t. e i.pl. de OXT fue de 4.18 + 0.33 s, que es un valor similar a las ratas
SNL sin tratamiento; esto sugiere que la OXT no presenta un efecto residual, pero que
es capaz de recuperar el efecto antihiperalgésico si se vuelve a administrar.

Usando la prueba de Randall-Selitto (hiperalgesia mecénica), observamos que el umbral
de retiro de las ratas del grupo naive fue de 185.6 + 5.2 g para el grupo control y 196.3 +
7.2 g para el grupo con vehiculo (Fig. 15B). Por el contrario, el umbral de retiro para las
ratas con ligadura fue de 71.3 £ 4.6 g y 86.3 + 4.9 g para el grupo control y los animales
tratados con vehiculo. Por otra parte, la disminucion en el umbral de retiro se revirtid
parcialmente en las ratas SNL tratadas con OXT i.t. (170.6 £+ 5.4 g) oi.pl. (144.4 = 3.4 g).
Nuevamente, el umbral de retiro en el dia control entre la administracion i.t. e i.pl. de OXT
fue de 90.7 £ 6.0 g, un valor similar a los obtenidos en las ratas SNL no tratadas; esto
sugiere que la OXT no presenta un efecto residual (caja gris claro), pero que es capaz de
recuperar el efecto antihiperalgésico si se vuelve a administrar.
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Figura 15. La OXT espinal o periférica revierte la hiperalgesia térmica y mecéanica inducida por SNL. Los
diagramas de cajas y bigotes muestran los resultados obtenidos de la prueba de Hargreaves (A) y la prueba de Randall-
Selitto (B). El tratamiento con OXT i.t. o i.pl. revierte parcialmente hiperalgesia inducida por SNL. Ambas pruebas se
realizaron en dias diferentes y en el mismo grupo de ratas. *Para evitar un posible sesgo, se realizé una prueba de
control interno en el grupo tratado con OXT entre tratamientos (ver caja gris en el gréafico); los resultados muestran que
no se encontraron efectos antinociceptivos residuales 1 dia después de la administracién i.t. de OXT. El analisis
estadistico se realiz6 utilizando un ANOVA de una via para medidas repetidas (con correccion de Greenhouse-Geisser)
seguido de una prueba post hoc de Tukey. Andlisis de varianza ANOVA, i.pl intraplantar, i.t. intratecal.
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8.1.2. Experimentos electrofisiologicos

Se realizaron experimentos electrofisioldgicos en un total de 29 ratas (correspondientes
al protocolo 1; Fig. 6), aunque sélo se lograron registros exitosos en un total de 15 ratas
(segundo subgrupo = 3 células; tercer subgrupo = 2 células; cuarto subgrupo =5 células;
y quinto subgrupo =5 células). En ratas con ligadura en los nervios espinales, se encontrg
un campo receptivo mas grande y difuso (Suzuki et al. 2000), esto podria deberse a una
degeneracion Walleriana (Montoya et al. 2002; Ye et al. 2015). Sin embargo, los registros
extracelulares en las neuronas del asta dorsal se realizaron exclusivamente a partir de
neuronas WDR con un campo receptivo especifico localizado en la pata trasera izquierda
(ipsilateral a la ligadura). Estas neuronas se caracterizaron de acuerdo con las
propiedades de sus respuestas a la estimulacion del campo receptivo periférico y se
clasificaron como neuronas de amplio rango dindmico (WDR), ya que presentaron
respuestas de fibras AB, Ad y C después de la estimulacion eléctrica del campo receptivo.
Dado que en algunos experimentos las neuronas se registraron a una profundidad media
de 1235 + 247 um por debajo de la superficie (utilizando el sistema Microdrive Eckhorn),
esto podria indicar que las células se encontraron principalmente en la lamina V del asta
dorsal. De hecho, en algunos casos, las células WDR registradas con microelectrodos de
vidrio, se marcaron iontoforéticamente en la lamina V (Fig. 16).

8.1.2.1. Protocolo 2: Laadministraciéon espinal de OXT parece disminuir la actividad
neuronal evocada de las neuronas WDR 25 dias (0 méas) después de la ligadura de
los nervios espinales

Con este protocolo, el nimero de animales con respuestas WDR especificas fue bajo (n=
3 en el segundo y n= 2 en el tercer subgrupo). En general, existia una falta de actividad
en la médula espinal, sin embargo, se localizé una neurona silenciosa, que respondia
con altas tasas de disparo cuando se inyectaba corriente. Aunque los datos de la
actividad neuronal asociada con las fibras AR, Ad y C en neuronas WDR se registraron
dentro de los rangos de 0 — 20 ms, 21 — 90 ms y 90 — 350 ms, respectivamente, no hubo
suficientes datos para realizar un andlisis estadistico. Independientemente, la Fig. 16
muestra un ejemplo de las neuronas WDR registradas en estos animales.

Aunque la administracion de OXT disminuyé las respuestas neuronales producidas por
la estimulacion eléctrica del campo receptivo, las neuronas WDR registradas no arrojaron
datos estadisticamente significativos (Fig. 17). En este punto, se debe tener en cuenta la
degeneracion Walleriana de las fibras aferentes primarias (es decir, desaferentacion) que
podria ser significativa 25 dias después de la ligadura de los nervios espinales,
impidiendo registrar neuronas WDR con entradas periféricas confiables (Montoya et al.,
2002; Ye et al., 2015). Debido a esto, se realizaron experimentos electrofisiolégicos
adicionales con animales que tenian entre 15 y 17 dias posteriores a la SNL, similar a
otros estudios electrofisiolégicos (Chapman et al., 1998; Dalmolin et al., 2017).
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Figura 16. Efecto de la estimulacion eléctrica del NPV sobre la actividad neuronal de células WDR de ratas con
SNL. A) Artefactos de estimulacién en el campo receptivo (flecha negra) y estimulacion eléctrica del NPV (en rojo); Se
administraron 20 estimulos al campo receptivo antes y después de los estimulos en el NPV. B) Se observd el registro
electrofisiolégico de la célula WDR (célula 1; arriba) y el histograma de la descarga de frecuencia instantanea (abajo).
Observe la reduccion de las respuestas neuronales evocadas después de la estimulacion del NPV. Es interesante
notar el aumento de la descarga neuronal espontanea tras la estimulacion mecanica con los filamentos de von Frey
(B1). C) Otra célula WDR (célula 2) presenta cambios similares después de la estimulacion en el NPV. D) Registro
electrofisiolégico de la estimulacion eléctrica Unica del campo receptivo (canal superior) y el diagrama de trama (medio)
y el histograma periestimulo (abajo) generado por 20 estimulos antes (izquierda) y después (derecha) de la
estimulacion eléctrica del NPV para las células 1y 2. Se debe tener en cuenta que una disminucién selectiva de las
respuestas nociceptivas neuronales (fibras Ad y C) evocadas entre 0.05y 0.4 s. E) Una lesidn electrolitica histolégica
en la parte rostral del NPV (flecha negra). F) Una seccion histologica de la médula espinal mostré la ubicacion de la
célula registrada, se marcé usando pontamina azul (flecha negra). Ligadura del nervio espinal SNL, nucleos
paraventricular del hipotadlamo NPV, células WDR de amplio rango dindmico.
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Figura 17. Registro de células WDR e histograma peri-estimulo en ratas con mas de 25 dias después de la SNL.
A) Datos brutos neuronales evocados de la estimulacion periférica Unica (basal) y después de la administracién tdpica
espinal de OXT (1 nmol). B) Histograma peri-estimulo construido por 20 estimulos del campo receptivo antes y después
de la administracion de OXT. Se observa la disminucién de las respuestas evocadas nociceptivas entre 0.2 y 0.4 s.
Es importante notar que este tipo de célula fue muy dificil de registrar en estas ratas, probablemente por una
hiperpolarizacién de este tipo de célula. Oxitocina OXT, ligadura del nervio espinal SNL.

8.1.2.2. Protocolo 3: La estimulacién eléctrica del NPV o la administracion espinal
de OXT disminuye la actividad neuronal evocada de las neuronas WDR entre 15y
17 dias después de la ligadura de los nervios espinales

La Figura 17 muestra las respuestas neuronales espinales evocadas de las neuronas
WDR convergentes en animales entre los 15y 17 dias posteriores a la ligadura de los
nervios espinales. En este grupo de ratas, se aumenté la tasa de éxito para registrar
neuronas de amplio rango dinamico; esto permitié analizar estadisticamente el efecto de
la administracion espinal de OXT en las respuestas neuronales evocadas. La figura 18A
muestra los datos brutos de una Unica respuesta de las neuronas WDR obtenida antes y
después de la administracion de 1 nmol de OXT (administrada por via espinal). El
histograma peri-estimulo construido a partir de 20 respuestas evocadas (Fig. 18B)
sugiere que después de la administracion de OXT, el nUmero de potenciales evocados
asociados con la activacion de las fibras Ad y C disminuye.

Cuando estos datos se grafican como un curso temporal del cambio porcentual de la
actividad neuronal (Fig.18C; usando el ANOVA bidireccional de medias repetidas) se
observa que la administracion espinal de OXT disminuye selectivamente la actividad
neuronal de las fibras Ad- (F1s = 52.192; p <0.001) y C (F1,s = 19.821; p = 0.002), pero
no de las fibras AB (F1s = 2.481; p = 0.154). Estos datos fueron obtenidos a partir de 10
unidades (n = 5 unidades naive y n =5 neurona de ratas con SNL).
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Figura 18. Efecto de la OXT espinal sobre la actividad neuronal de las células WDR en ratas con 15-17 dias
posteriores alaligadura de los nervios espinales. A, B) Las respuestas brutas (superior) y el historial peri-estimulo
(abajo) obtenidas en los experimentos electrofisiolégicos. Se observa que después de administrar 1 nmol de OXT, se
reduce la respuesta neuronal evocada. La respuesta evocada neuronal es marcadamente menor (200 y 400 ms),
correspondiente a la respuesta de las fibras C. C) Efecto temporal de la OXT sobre las fibras AB, Ad y C en células
WDR de ratas sin tratamiento previo y SNL (% de cambio de la actividad neuronal). La OXT no tiene una disminucién
significativa en la actividad neuronal asociada a la activacion de las fibras AB. En (C) el andlisis estadistico se realizd
utilizando un RM ANOVA de dos vias seguido de una prueba post hoc de Tukey. RM ANOVA analisis de varianza de
medidas repetidas, oxitocina OXT, ligadura del nervio espinal SNL.
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8.2 Aproximacion experimental 2: Evaluacién del posible mecanismo de accion de
la administracion espinal de OXT en el modelo de la formalina®

8.2.1 Efecto de la administracion de OXT en la nocicepcion temprana y tardia
inducida por la formalina

La administracion s.c. de 1% de formalina, genera un patron bifdsico que corresponde a
una respuesta de sacudida de la pata (Fig. 19) Dicha respuesta consta clasicamente de
dos fases, una nociceptiva (Fase I; Fig. 19) y una inflamatoria (Fase Il; Fig. 19), asi como
un incremento en la sensibilidad mecanica, medible a partir del tercer dia y hasta 30 dias
después de la administracion de la formalina (Fig. 19). El efecto pronociceptivo en la fase
II, fue bloqueado por el diclofenaco un medicamento antiinflamatorio no esteroideo que
normalmente se utiliza en la clinica (100 pg/pata s.c. Fig. 198, B1y B2).

8.2.2 Efecto de la administracién de OXT o de la estimulacién del NPV en la
nocicepcion temprana (fase |l y Il) y tardia (fase Ill) inducida por formalina

La estimulacion eléctrica del NPV (Fig. 19) disminuyd la nocicepcién tanto en la fase |
(Fig. 19B1) como en la fase Il (Fig. 19B2) (p<0.001). Mientras que, la administracion i.t.
de OXT (1-10 nmol/rata) disminuyo la nocicepcion en la fase Il (Fig. 19B2), no asi, en la
fase | (Fig. 19B1). Sin embargo, en la fase Il, la administracion de 10 nmol/rata de OXT,
tuvo un efecto antinociceptivo (p<0.001), el cual parece ser mayor que el del diclofenaco,
y similar al alcanzado por la estimulacion eléctrica del NPV. Por otra parte, la estimulacion
eléctrica del NPV bloqued la aparicion de la nocicepcién tardia (FllII) promovida por la
administracion de formalina (Fig. 19C y C1), Sin embargo, la administracion de 1 nmol de
OXT, no es capaz de bloquear la aparicion de la nocicepcion tardia (FllI; Fig. 19C y C1),
mientras que la administracion i.t. de 10 nmol de OXT promueve la recuperacién del
umbral nociceptivo (FllI; Fig. 19C y C1).

8.2.3 Efecto del L-368,899, PTX, galeina y U-73122 (agregar tabla de farmacos y
selectividades) en la antinocicepcion tempranay tardia inducida por la OXT

La administracion i.t. del antagonista especifico del receptor a OXT, el L-368,899 (10
nmol) bloqued el efecto antinociceptivo en la Fll (Fig. 20B, B1 y B2) y tardio (FlII) de la
OXT (Fig. 20C, C1) en la prueba de la formalina. Mientras que la administracion del
inhibidor de las subunidades Giq, toxina Pertussis (PTX; 1 pg) o del inhibidor de las
subunidades Ggy, galeina (GAL; 137 nmol), bloquearon el efecto antinociceptivo tardio
(FII) de la OXT (Fig. 20C y C1), pero no tuvieron ningun efecto sobre la antinocicepcion
temprana (principalmente en la FIl) promovida por la OXT (Fig. 20B1 y B2).

3 Los resultados de esta seccion fueron publicados en ACS Chem Neurosci. 2021;12(16):3140-3147.
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Por otra parte, la administracién del inhibidor de la fosfolipasa C, U-73122 (4 nmol)
bloqued el efecto antinociceptivo temprano (Fig. 19B1 y B2) promovido por la OXT mas
no el efecto tardio (Fig. 19C y C1). Ademas, la administracién de L-368,899, PTX, GAL o
U-73122, per se no afectaron la nocicepcion inducida por formalina (ver apéndice Fig.
Supl. 1).
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Figura 19. La OXT espinal o la estimulacion eléctrica del NPV inhibe la nocicepcion temprana (0 - 1 h) y tardia
(>3 dias) inducida por formalina al 1%. El panel (A) muestra los valores del umbral de retirada de la pata (inducido
por los filamentos de von Frey (Al) medidos 1 dia antes de la prueba de formalina (A2). El umbral de retirada de la
pata de los animales muestra que no hubo comportamientos nociceptivos antes de la prueba de formalina. En (B) se
observa el comportamiento nocifensivo expresado como sacudidas de la pata inducidos por formalina subcutanea; la
formalina indujo un curso de temporal bifasico caracteristico, a saber, fase | (FI) y fase Il (FIl) del nimero medio por
minuto de sacudidas de pata. En contraste con la situacion de control (c), el pretratamiento intratecal (i.t) con OXT (10
nmol; administrado 10 min antes de la formalina) disminuye el comportamiento de estremecimiento de la PII resultados
similares a los obtenidos con el pretratamiento con diclofenaco (100 pg/pata s.c.), mientras que la estimulacion eléctrica
de PVN (administrada 10 min antes de la formalina) reduce el comportamiento de sacudida en ambas fases (Fl y Fll),
alcanzando valores superiores a los del diclofenaco. Los paneles (B1) y (B2) muestran las areas bajo la curva (ABC)
correspondientes al comportamiento de estremecimiento durante el transcurso del tiempo de la prueba de formalina.
En (C) se representa la evolucién temporal del umbral de retirada de la pata inducida por formalina a lo largo de 30
dias; los datos muestran que el pretratamiento con OXT (10 nmol) o la estimulacion eléctrica de la PVN (administrada
el dia 1, antes de la formalina) disminuyen la nocicepcion tardia (retirada de la pata). El panel (C1) muestra el AUC
obtenido del curso tardio del umbral de retirada de la pata. El andlisis estadistico se realizé mediante un ANOVA simple
seguido de la prueba post hoc de Tukey.
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Figura 20. El bloqueo del OTR inhibe la antinocicepcién temprana (0 — 1 h) y tardia (>3 dias) que se induce por
la OXT espinal probablemente por la activaciéon diferencial de dos proteinas G. (A) Umbral de retiro de la pata
(inducido por filamentos de von Frey). El panel (B) muestra el curso temporal temprano durante la fase | (FI) y la fase
Il (FII) del nimero de sacudidas de la pata por minuto provocados por la formalina observados durante: (i) situacion de
control (c); (i) o después de i.t. 10 nmol OXT (10). Ademas, el efecto del pretratamiento (antes de OXT) con: (i) L-
368,899 (antagonista de OTR); (ii) Toxina Pertussis (PTX, inhibidor de la proteina Gairn); (iii) galeina (GAL, inhibidor de
sefializacion de la subunidad Ggy) o (iv) del U-73122 (inhibidor de los procesos de la fosfolipasa Cg, PLCg). Tenga en
cuenta que L-368,899 y U-73122 inhibieron el efecto de OXT. El panel (B1) y (B2) resume el efecto de los diferentes
tratamientos durante la nocicepcion temprana provocada por la formalina. El pretratamiento con L-368,899 o U-73122
bloquea la accion antinociceptiva inducida por OXT, sefialando el papel de los mecanismos dependientes de la
activacion del OTR y la PLCg. Por el contrario, PTX 0 GAL no tuvieron ningun efecto sobre la antinocicepcion temprana
inducida por OXT. En el caso de la nocicepcion tardia inducida por formalina, el panel (C) ilustra la evolucién temporal
del umbral de retiro de la pata y muestra que, aunque la accién antinociceptiva de OXT esta bloqueada por el
antagonista de OTR, el papel de la sefializacién de la PLCp parece no ser relevantes, mientras que los mecanismos
dependientes de Guino (bloqueados por PTX) o Ggy (blogqueado por GAL) adquieren relevancia. Es importante enfatizar
gue, con excepcion de OXT, todos los compuestos (PTX, GAL o U-73122) carecen de cualquier efecto per se sobre la
nocicepcién temprana y tardia inducida por formalina (ver Seccién 17.1; Figura 24). Juntos, estos datos sugieren que
la antinocicepcion temprana y tardia inducida por OXT esta guiada por dos vias intracelulares diferenciales, en ambos
casos mediadas por la activacién de OTR. El analisis estadistico se determind mediante un andlisis simple de varianza

(ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Tukey.
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8.2.4 Efecto del L-NAME, ODQ o glibenclamida en la antinocicepcion temprana
inducida por OXT

La administracion i.t. del inhibidor de la 6xido nitrico sintasa, L-NAME (370 nmol), el
inhibidor de la guanilato ciclasa, ODQ (50 nmol) o del bloqueador de los canales Karp,
glibenclamida (100 nmol), bloquearon el efecto antinociceptivo temprano de la OXT
durante la prueba de la formalina, (Fig. 21). Ademas, la administracion del L-NAME, ODQ
o glibenclamida per se no afectaron la nocicepcién inducida por formalina (ver apéndice
Fig. Sup. 2).
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Figura 21. El papel de la via OTR/PLCg/NO/Katp en la antinocicepcidon temprana (0-1 h) inducida por OXT. En (A)
se representa el curso temporal de los diferentes tratamientos durante la fase | (FI) y la fase Il (FIl) del nimero de
sacudidas de la pata minuto. La antinocicepcién inducida por la administracion i.t. de OXT (10 nmol) se suprimieron
por el pretratamiento con: (i) clorhidrato de éster metilico de Nw-nitro-L-arginina (L-NAME, un inhibidor de la 6xido
nitrico sintasa [NOS]); (ii) ODQ (un inhibidor de la guanilil ciclasa soluble [GC]); o (iii) glibenclamida (GLIB, bloqueador
de los canales de K*ate). El panel (A1) y (A2) muestra el efecto de los diferentes tratamientos durante la nocicepcion
temprana provocada por la formalina. Tenga en cuenta que la inhibicién de las respuestas nociceptivas por OXT en la
Fll fue revertida por L-NAME, ODQ y GLIB, lo que sugiere que el efecto antinociceptivo temprano de OXT podria estar
guiado por la activacion de la via OTR/PLC/NO/GMPc/Kate. Es importante enfatizar que con excepcion de OXT, todos
los compuestos (L-NAME, ODQ y GLIB) carecen de cualquier efecto per se sobre la nocicepcion temprana y tardia
inducida por formalina (ver seccion 17.1. Figura 25). El analisis estadistico se realizé mediante un analisis simple de
varianza (ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Tukey.
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8.3 Aproximacion experimental 3: Efecto de la administracion de OXT en conductas
espontaneas en un modelo de dolor postquirirgico*

8.3.1 Efectos de la OXT sobre los umbrales mecanicos en un modelo de dolor
postquirurgico

Para evaluar el efecto del pretratamiento con OXT en un modelo de dolor postquirargico
se usO una n=48 animales, separados en dos grupos (cada uno con una n=24; ver Fig.
11), donde se analiz6 el efecto de la OXT sobre: (i) la nocicepcién evocada por filamentos
de von Frey y (ii) el comportamiento espontaneo (como modelo sustituto de dolor
espontaneo).

8.3.1.1 Umbrales mecanicos después de laincision plantar

Los animales del grupo control (n=6) no mostraron ninguna diferencia en su umbral de
retiro hacia los filamentos de von Frey (522 mN) a lo largo de la prueba (Fig. 22). Mientras
que, la hiperalgesia mecanica evaluada con los filamentos de von Frey se present6 en
los grupos en los que se realizo la incision plantar, donde el umbral de los animales
disminuy6 de los 522 mN a ~50 mN al dia 1 después de la incision (Fig. 22A 'y 22B). Lo
que demuestra que la generacion de la sensibilizacion es por la incisién y no por la
estimulacion tactil por parte de los filamentos.

8.3.1.2 La OXT espinal disminuye la hiperalgesia mecéanica inducida por incision
plantar

Por otra parte, los animales a los que se les administré OXT (10 nmol) de manera espinal
10 minutos antes de realizar la cirugia, no disminuyeron su umbral por debajo de los 70
mN al dia 1 (Fig. 22C), aumentando significativamente al dia 5 y recuperando sus valores
iniciales al dia 7, esto en comparacioén con los grupos Cirugia y Cirugia + V, en los cuales
se observa una recuperacion significativa hasta el dia 8 de la prueba (Fig. 22A y B). Esto
podria indicar que la OXT disminuye significativamente los tiempos de recuperacion
(representado como un aumento en el umbral) debido a un posible efecto preventivo,
cuando es administrada antes de llevar a cabo un procedimiento quirtrgico. Ademas, el
efecto global de los tratamientos (medido ABC) muestra que los animales pretratados con
OXT tienen un mayor efecto antinociceptivo que el de los otros dos grupos, por lo cual
inferimos que la OXT tiene un efecto analgésico en un modelo de dolor postquirdargico
(Fig. 22E).

4 Los resultados de esta seccion fueron publicados Front Pharmacol. 2020;11:581544
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Figura22. Laadministracion espinal de OXT disminuy0 el dolor evocado en un modelo de dolor postquirargico.
(A — C) muestran los diagramas de caja del umbral de retiro antes (basal) y después (comenzando 1 dia después de
la cirugia durante 8 dias) de la incision plantar en animales sin pretratamiento (cirugia sola; azul) o pretratados con
vehiculo (V + Cirugia; magenta) o 10 nmol OXT (OXT + Cirugia; naranja), estimulados con los filamentos de von frey;
ademas, se incluye en estos paneles los datos de ratas NAIVE (ver diagrama de caja gris). Bajo anestesia, se
administré vehiculo u OXT por via intratecal 10 minutos antes de la incision plantar. Las fuerzas aplicadas por los
filamentos de von Frey en el area plantar de la pata trasera de la rata se expresan en milinewtons (mN). En todos los
casos, las medias del umbral de retiro basal fueron similares (= 460 mN), y se observé una clara reduccion de este
valor un dia después de la cirugia (< 76 mN); estos datos indican que la incisién plantar induce hipersensibilidad
mecanica. Ademas, el tiempo necesario para no encontrar diferencias en el umbral de retirada fue menor en los
animales pretratados con OXT (3 dias frente a 5 dias), lo que sugiere una mejora en los tiempos de recuperacion. Los
asteriscos *, **, *** indican p <0.01, 0.001, 0.0001 frente al valor basal. (D) muestra las medias * errores estandar (EE)
de los umbrales de retirada de los diferentes grupos un dia después de la cirugia; tenga en cuenta que la
hipersensibilidad en animales pretratados con OXT parece ser menor que la de los grupos Cirugia o Cirugia + V.
Ademas, (E) muestra el efecto global de los tratamientos como la media de las areas bajo las curvas (ABC) =+ el error
estandar; Dado que el ABC de los animales pretratados con OXT es mayor que el de los otros dos grupos, por lo cual
inferimos que la OXT tiene un efecto analgésico en un modelo de dolor postquirdrgico.
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8.3.2 Actividad espontanea en los animales control

En ratas, existen variaciones tanto diurnas como nocturnas marcadas en la actividad
horizontal, la actividad vertical, asi como en la actividad ambulatoria. Cuando los animales
se colocan por primera vez en las cajas de actividad durante la fase de luz (17:00 horas),
las ratas exploran activamente el nuevo entorno durante aproximadamente 1 hora.
Después de esta exploracion inicial, la mayoria de los animales se mantienen en reposo
o tienen una marcada reduccion en la actividad hasta el comienzo de la fase oscura
(19:00 horas), es aqui cuando los animales muestran nuevamente aumentos
significativos en la actividad locomotora durante las horas nocturnas (19:00 - 07:00 horas)
la cual disminuye una vez que se vuelve a encender la luz de la habitacion (07:00 — 09:00
horas). Este periodo de mayor actividad durante el dia (17:00 - 18:00 horas) es
consistente con el comportamiento exploratorio de los animales en busca de posibles
amenazas dentro de un entorno nuevo, mientras que el aumento de la actividad
inmediatamente después de que la habitacion se oscurezca (19:00 — 7:00 horas) es
consistente con la actividad comuan de cuidado de las ratas como lo es beber, hacer nidos
y explorar su entorno en busca de comida. Esta actividad espontanea se ve reducida
cuando existe alguna lesién en el cuerpo, esta lesién disminuye la actividad inicial o
exploratoria, asi como la actividad comdn en los grupos que fueron sometidos al
procedimiento quirdrgico en comparacion con el grupo control, esto puede observarse
tanto en los actogramas como en los mapas de calor pertenecientes a los diferentes
grupos estudiados (Fig. 23).

8.3.2.1 El efecto de laiincision plantar sobre la actividad ambulatoria

La incision plantar realizada en la pata trasera de la rata genera una marcada hiperalgesia
lo que provoca una disminucion en la actividad ambulatoria de los animales dentro del
equipo de campo abierto. La Fig. 23 muestra los actogramas y mapas de calor
representativo de la actividad locomotora de ratas Naive (Fig. 23A), cirugia no tratada
(Fig. 23B), vehiculo + cirugia (Fig. 23C) y OXT + cirugia (Fig. 23D) obtenidas durante las
16 h de grabacion antes (actividad basal, B) y después (dia 1, 2 y 3) de la cirugia.

Como se muestra en los actogramas, cuando los animales se colocaron por primera vez
en las cajas de actividad durante la fase de luz (a las 17:00 h), exploraron activamente el
entorno novedoso; tras esta exploracion inicial, los animales permanecieron con baja
actividad (entre las 18: 00-19: 00 h) hasta el inicio de la fase oscura (luces apagadas a
las 19:00 h). En el grupo sin tratamiento previo (Figura 23A), se observo claramente un
aumento en la actividad locomotora durante la fase oscura; esta actividad espontanea
disminuy6 después de la cirugia en los grupos de cirugia no tratada (Figura 23B) y cirugia
+ vehiculo (Figura 23C).
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De hecho, se logré una reduccion visual en la intensidad de los actogramas y mapas de
calor después de la incision quirargica (ver subpaneles d1). Por el contrario, los animales
tratados previamente con OXT (Figura 23D) mostraron un deterioro menor de la actividad
locomotora espontanea; de hecho, al tercer dia de la cirugia, la actividad locomotora y el
mapa de calor fueron similares a la respuesta basal.

Fase Oscura Fase Oscura
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1T 3

0 Actividad 1
Figura 23. Actividad ambulatoria y mapas de calor representativos de diferentes tratamientos antes y después
del procedimiento quirargico. En todos los paneles, a la izquierda, se muestra un actograma de la actividad
ambulatoria de los animales. Los datos se obtuvieron mediante un registro de 16 h entre las 17: 00 y las 09:00 h durante
4 dias, donde b representa el valor basal y d1, d2 y d3 representan el dia 1, 2 y 3 posteriores a la cirugia en la pata
trasera (incision plantar). A la derecha de cada panel, se muestra un mapa de calor representativo de la actividad
locomotora horizontal. En el caso de animales Naive (A), los actogramas y el mapa de calor son similares en los dias
de prueba; tenga en cuenta que, de acuerdo con los mapas de calor, los animales Naive se mueven por el equipo de
campo abierto en un patron similar durante todos los dias de prueba. Cuando los animales fueron sometidos a una
incision en la pata trasera (B — D), la actividad se vio claramente afectada en d1. Ademas, en el d3 la actividad
espontanea se recuperd parcialmente (en comparacioén con la condicién basal) en los grupos Cirugia y Vehiculo +
Cirugia. En el caso de los animales pretratados con 10 nmol de oxitocina (OXT) (D), se registré un impacto minimo en
la actividad en el d1 y se logré una recuperacién completa de la actividad en el d3.

Ademas, como se muestra en la Fig. 24, después de la incision plantar, la distancia total
recorrida y la actividad vertical tienden a disminuir en los grupos de cirugia, vehiculo +
cirugia y OXT + cirugia; este efecto no se observa en los animales no tratados
previamente (p> 0.2). Aunque se obtuvieron resultados similares en el tiempo de
permanencia en el centro durante la hora exploratoria para los grupos Naive, cirugia y
vehiculo + cirugia, no se observaron diferencias antes y después del tratamiento con OXT
(p = 0.929).
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Ademas, durante la fase oscura la probabilidad de encontrar una diferencia en el tiempo
de permanencia en el centro antes y después de la cirugia fue baja en todos los grupos
(p> 0,2); sin embargo, las ratas que recibieron OXT tendieron a pasar mas tiempo en el
centro (p = 0.073).

8.3.2.2 El efecto de laincisidn plantar sobre la distancia total recorrida

Cuando se analiza el impacto del tratamiento con OXT en comparacioén con los otros
grupos, encontramos que después de la incision plantar (dia 1), la distancia total recorrida
disminuyo6 durante la primera hora de la conducta exploratoria y durante las 12 h de la
actividad nocturna (Figuras 24B, 24C). Este deterioro se observo a lo largo de los 3 dias
en el caso de los grupos cirugia y vehiculo + cirugia. Por el contrario, en los animales
pretratados con OXT, la actividad durante la fase oscura no fue estadisticamente
diferente a la del grupo Naive (Fig. 24C; p = 0.02). Aunque después de la cirugia se
encontr6 una disminucién en la distancia recorrida durante la primera hora de
comportamiento exploratorio a lo largo de los 3 dias (Fig. 24B; p < 0.008).

8.3.2.3 El efecto de laincision plantar sobre la actividad vertical

El nUmero de veces o episodios donde la rata se sostenia en sus patas traseras se vio
disminuida por la incision plantar. Esta reduccion significativa en el nUmero de episodios
de actividad vertical se observa en la primera hora de comportamiento exploratorio,
aunqgue es durante la fase oscura donde esta reduccion es mas significativa, sobre todo
en los grupos Cirugia y Cirugia + V, donde la cantidad de episodios de levantamiento es
significativamente menor (p<0.001) en comparacion con el grupo control en los dias 1 a
3 posteriores a la cirugia (Fig. 24C y D).

8.3.2.4 La OXT espinal mejora la actividad espontanea

Por el contrario, cuando los animales son administrados con OXT (10 nmol) de manera
espinal 10 minutos antes de realizar la incision plantar, la disminucion de su actividad
locomotora (distancia total recorrida y actividad vertical, Figs. 24A, 24B, 24C y 24D) es
significativamente diferente al control UGnicamente durante la primera hora de
comportamiento exploratorio (principalmente en la distancia total recorrida), pero no
durante la fase oscura, donde no es significativamente diferente al control pero si contra
los grupos de Cirugia y Cirugia + V (p<0.001), ademas de que muestra una marcada
recuperacion, mejorando desde el dia 1 y recuperando una actividad similar a la del
control al dia 3 posterior a la cirugia. Por ultimo, en el caso del tiempo de permanencia
en el centro (Fig. 24F, 24G), la probabilidad de que la OXT afectara esta variable en
comparacion con los animales no tratados quirargicamente fue baja en los dias de prueba
durante la hora exploratoria (p>0.2).
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Sin embargo, durante la fase oscura, los animales tratados con OXT tendieron a pasar
mas tiempo en el centro del equipo de campo abierto, particularmente en los dias 1y 3
posteriores a la cirugia.
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Figura 24. La OXT espinal mejora constantemente el comportamiento espontaneo durante la fase oscura. (A)
describe los datos de la conducta espontanea antes (basal) y después de la incision plantar en los diferentes grupos
experimentales; Notese que la incisién plantar afecta la distancia total recorrida y la actividad vertical en todos los
grupos, el tiempo de permanencia en el centro solo se vio afectado durante la hora exploratoria en animales de cirugia
y vehiculo + cirugia. Los paneles B a G muestran los cambios en la distancia total, la actividad vertical y el tiempo
pasado en el centro durante cuatro dias en ratas NAIVE y ratas con: 1) cirugia (circulo azul claro); 2) cirugia+vehiculo
(V) (circulo magenta); y 3), cirugia+OXT (circulo naranja). En los grupos de cirugia y cirugia+V, la incisién de la pata
trasera induce una marcada disminucién en la distancia total (B, C) y la actividad de cria vertical (D, E) durante la fase
exploratoria y oscura (cuando las ratas son las mas activas). Estas disminuciones alcanzan su punto maximo en el dia
1 en la hora exploratoria y permanecieron durante los dias de prueba posteriores a la cirugia en la fase oscura. Ademas,
aungue no se observo ningun efecto en el grupo de animales a los que se les administrd intratecalmente 10 nmol de
OXT con respecto a la distancia total durante la hora exploratoria, se indujo una clara mejoria en esta medida en la
fase oscura; se obtuvieron resultados similares al medir la actividad vertical. El panel (F) mostré que, aunque se logré
una disminucion en el tiempo de permanencia en el centro después de la cirugia en todos los animales, no se observo
diferencia estatica. Sin embargo, como se muestra en el panel (G) se observo un ligero aumento en el tiempo de
permanencia en el centro en los animales tratados con OXT. En estos paneles, los circulos sin relleno representan una
diferencia significativa (p <0.01) entre “OXT + cirugia” vs animales “Naive”, mientras que (*) representan una p <0.01
entre “OXT + cirugia” vs “V + cirugia”.
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9. DISCUSION

Los resultados de la presente tesis demuestran que la administracion espinal de OXT
revierte la nocicepcion generada por diversos modelos de dolor persistente. Ademas de
que el efecto de la OXT presenta un efecto antinociceptivo recurrente. Por otro lado, este
efecto antinociceptivo podria ser guiado por la activacion del receptor a oxitocina (OTR),
el cual a través de la activacion de diferentes componentes intracelulares reducen la
nocicepcién en los animales tratados con este neuropéptido. Ademas, la administracion
espinal, es capaz de ejercer un efecto preventivo, asi como de modificar las conductas
espontaneas de los animales sometidos a un modelo de dolor postquirargico. Estos datos
refuerzan estudios previos que sugieren el potencial uso terapéutico de este neuropéptido
en condiciones de dolor tanto agudo como cronico.

9.1 La administracion recurrente de OXT inhibe la nocicepcién

Bajo nuestras condiciones experimentales y 15 dias después de la cirugia SNL, la
alodinia tactil medida con los filamentos de von Frey estaba bien establecida (Fig. 12),
como reportaron Kim y Chung en 1992 (Kim y Chung, 1992). La estimulacion eléctrica
del NPV redujo el comportamiento nociceptivo (retirada de pata) repitiendo este efecto si
era suministrada una segunda o tercera estimulacion, lo que indicaria que dicho efecto
puede ser recurrente. Por otra parte, cuando se administr6 OXT de manera i.t. (1 nmol),
ésta alcanzo un valor similar al de la estimulacion eléctrica del NPV, lo que podria indicar
que el efecto antinociceptivo promovido por la estimulacion eléctrica es mediado (en
parte) por accién de la OXT, considerando que estudios previos demuestran que la
administracion del antagonista del OTR bloquean el efecto antinociceptivo de la
estimulacién eléctrica del NPV (Miranda-Cardenas et al., 2006). Sin embargo, no se
puede descartar que la estimulacion de este nicleo puede desencadenar la liberacion de
otros péptidos o inclusive la participacion de otros sistemas descendentes.

Este estudio demuestra que la administracion i.t. o i.pl. de OXT revierte la alodinia tactil
y la hiperalgesia térmica y mecanica inducida por la ligadura de los nervios espinales. En
concreto, los resultados del presente estudio demuestran que la administraciéon de OXT
espinal o periférica reducen los comportamientos nociceptivos similares a los observados
en el dolor neuropatico, esto fue probado con los filamentos de von Frey (alodinia), prueba
de Hargreaves (hiperalgesia térmica) y prueba de presion de Randall-Selitto (hiperalgesia
mecanica). Esta antinocicepcion conductual concuerda con los experimentos
electrofisiolégicos, que muestran que a nivel espinal el tratamiento con OXT disminuye la
entrada de sefiales nociceptivas en ratas con ligadura en nervios (Condés-Lara et al.,
2005). Ademas, estos datos refuerzan estudios previos que sugieren el potencial uso
terapéutico de la OXT en condiciones de dolor crénico.
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Aunque con los informes anteriores que utilizan enfoques conductuales vy
electrofisiolégicos mostraron que la administraciéon espinal de OXT (~ 1-2 nmol/rata)
alivia el dolor neuropatico (Condés-Lara et al., 2005, 2006; Miranda-Cardenas et al.,
2006; Rojas-Piloni et al., 2007) o el dolor inflamatorio (31pg i.pl.) (Gonzalez-Hernandez
et al.,, 2017), estos estudios fueron disefiados con dosis Unicas y no analizan si la
administracion recurrente de OXT conserva o0 no su efecto analgésico. En este sentido,
en el presente estudio se observo que la administracion recurrente de OXT disminuye las
respuestas evocadas similares al dolor neuropéatico (Fig. 13, 14). De manera interesante,
también se observo que el umbral de retiro en el dia control entre las administraciones i.t.
o i.pl. de OXT no presentan un efecto residual, pero que es capaz de recuperar el efecto
antihiperalgésico si se vuelve a administrar la OXT (Fig. 13, 14).

En este punto, aun cuando los experimentos conductuales sugieren que la administracion
recurrente de OXT disminuye la nocicepcion, tratamos, a través de experimentos
electrofisiolégicos de analizar el impacto de la administracion de la OXT sobre la actividad
de neuronas de segundo orden (que reciben aferencias periféricas de fibras AB, Ad y C).

Un hallazgo interesante en los experimentos electrofisiolégicos fue el hecho de que
encontrar neuronas WDR adecuadas (activadas por estimulos eléctricos periféricos), fue
baja en animales cuya ligadura de nervios espinales habia ocurrido en un tiempo mayor
a 25 dias (Fig. 16). Este efecto podria ser el resultado, en parte, de la degeneracion
Walleriana (Montoya G. et al., 2002; Ye et al., 2015). Sin embargo, cuando se reduce el
tiempo entre la ligadura de los nervios espinales y el registro electrofisioldgico de 25 a 15
o 17 dias posteriores a la ligadura, la posibilidad de encontrar neuronas WDR que
responden a estimulos periféricos y la actividad nociceptiva neuronal aumenta. Dicha
actividad neuronal de estas neuronas WDR, principalmente la actividad asociada a fibras
Ady C, puede ser inhibida por la administracion de OXT (Fig.17). En este punto, debemos
tener en cuenta que utilizamos varias pruebas nociceptivas en el mismo animal para
imitar la naturaleza del estimulo multifactorial que puede evocar dolor durante una
condicion neuropética. Ademas, utilizando varias pruebas nociceptivas en el mismo
animal, evitamos posibles respuestas aprendidas (Deuis et al., 2017). En este sentido,
los protocolos experimentales se llevaron a cabo en ese orden para evitar un mayor dafio
en el animal, iniciando con las pruebas menos estresantes e invasivas para el animal
(Gould, 2009).

En particular, nuestros hallazgos sobre la antinocicepcion (conductual y electrofisiolégica)
inducida por la administraciéon de OXT espinal concuerdan con varios estudios que
informan que esta administracion da como resultado un efecto antinociceptivo en
modelos experimentales de dolor neuropético (Condés-Lara et al., 2005, 2012; Miranda-
Cardenas et al., 2006; Martinez-Lorenzana et al., 2008; DeLaTorre et al., 2009; Sun et
al., 2018; Boada et al., 2019).

57



Sumado a esto, de manera reciente, se informo que la OXT administrada epiduralmente
en humanos es capaz de aliviar el dolor en el transcurso de 6 semanas (Condés-Lara et
al., 2016).

Por otra parte, dado que algunos estudios sugieren que la OXT inhibe los nociceptores
periféricos (Juif y Poisbeau, 2013; Eliava et al., 2016; Gonzalez-Hernandez et al., 2017),
una parte de los experimentos analizaron si la OXT era capaz de ejercer su efecto
antinociceptivo cuando se administra por via periférica. En ese sentido, nuestros
resultados muestran que la administracion periférica de OXT también indujo
antinocicepcion en animales con ligadura en los nervios espinales. Esto puede deberse
a gque los receptores de OXT se expresan en el ganglio de la raiz dorsal de las aferentes
primarias, principalmente aquellas fibras de tipo peptidérgico (Martinez-Lorenzana et al.,
2008; Moreno-Lopez et al., 2013; Boada et al., 2019). La activacion del OTR sobre estas
fibras disminuye su frecuencia de disparo, por la disminucién de la actividad de los
canales presentes en la membrana (i. e. TRPV1) (Nersesyan et al., 2017).

Aungue estos resultados son interesantes y aportan informacion sobre los efectos de la
OXT, el mecanismo a través del cual lleva a cabo este efecto es aun desconocido, es por
eso que también se abordo6 esta incognita. Para alcanzar este objetivo echamos mano
de la prueba de la formalina, la cual al activar diversas modalidades de dolor (nociceptivo,
inflamatorio y crénico) nos puede ayudar a ahondar en el o los posibles mecanismos de
accion intracelular que desencadena la administraciéon de OXT.

9.2 Posible mecanismo de accion en el efecto antinociceptivo de la OXT

La administracion s.c. de 1% de formalina, genera una respuesta nociceptiva (retiro de la
pata) producido inmediatamente después de la administracion, separado en dos fases
(Wheeler-Aceto y Cowan, 1991), que corresponden una fase nociceptiva o Fase | y una
fase inflamatoria o Fase Il (Tjglsen et al., 1992; Fischer et al., 2014), asi como, de manera
tardia, una tercera fase donde se aumenta la sensibilidad ante estimulos tactiles, que es
capaz de disminuir el umbral de retiro, siendo esta asociada a comportamientos de tipo
alodinia e hiperalgesia (Fu et al., 2001; Salinas-Abarca et al., 2017).

Por otra parte, tanto la estimulacién eléctrica del NPV como la administracién intratecal
de una unica dosis de OXT (10 nmol) mostraron que pueden prevenir la nocicepcion
inducida por formalina en ratas, principalmente en la fase Il (fase inflamatoria), inclusive
este efecto antinociceptivo de la OXT o de la estimulacion del NPV es mayor a la de un
medicamento antiinflamatorio no esteroideo que normalmente se utiliza en la clinica como
lo es el diclofenaco (100 pg/pata trasera ipsilateral s.c.).
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Ademas, por los resultados obtenidos se puede observar que la administracion i.t. de
OXT o la estimulacion del NPV son capaces de prevenir la generacion de conductas tipo
alodinia, asi como recuperar los valores basales 30 dias después de su administracion
(Fig. 18), sugiriendo que la estimulacion eléctrica del NPV o la administracion i.t. de OXT
es capaz de prevenir la sensibilizacion de las fibras nociceptivas, como se ha demostrado
anteriormente (Miranda-Cardenas et al., 2006; DeLaTorre et al., 2009). Aunque se sabe
que el efecto antinociceptivo promovido por la estimulacion del NPV puede ser bloqueado
por la aplicacion espinal del antagonista a los receptores de OXT, (sugiriendo que la
mayor parte de este efecto es guiado por OXT y la activacién de sus receptor) (Miranda-
Cardenas et al., 2006; Rojas-Piloni et al., 2010), el o los mecanismos involucrados en el
efecto antinociceptivo de este neuropéptido no estan del todo claros.

Debido a lo anterior, se decidié evaluar el posible mecanismo del efecto antinociceptivo
de la OXT en la prueba de la formalina, para esto se utilizé el antagonista del OTR, el
L-368,899 (10 nmol i.t.), que bloqued el efecto antinociceptivo (tanto temprano como
tardio) de la OXT (10 nmol) (Fig. 19). Gracias a estos resultados se puede inferir que el
mecanismo antinociceptivo de la OXT parece ser guiado a través de la activacion de su
receptor OTR. Se decidié no evaluar el efecto del antagonista sobre la antinocicepcion
generada por la estimulacion del NPV, debido a que con esta estimulacién no soélo se
libera OXT, sino también otros neuropéptidos (Qin et al., 2018) que podrian estar
enmascarando o generando un efecto potenciador del efecto antinociceptivo.

Se sabe que el OTR esta acoplado principalmente a proteinas de tipo Gq (Gimpl y
Fahrenholz, 2001), raz6n por la cual, canénicamente, su activacién incrementa la
actividad de la fosfolipasa C (PLC), es por eso que se evalud la participacion de esta
proteina; para ello se empled el inhibidor U-73122 (4 nmol), el cual bloqued el efecto
temprano mas no el tardio de la administracion i.t. de OXT (Fig. 19), esto sugiere que el
efecto antinociceptivo temprano necesita de la activacion del OTR y de la participaciéon
de la PLCB.

Se sabe que unos de los principales efectos de la activacion de los receptores acoplados
a proteinas G (GPCR) de tipo Gq (como puede ser el OTR), asi como de la activacion de
la PLCB es el incremento del Ca?* intracelular (Ku et al., 1995; Sanborn et al., 1998; Zingg
et al., 1998). Este aumento en la concentracion de Ca?* puede desencadenar diversas
acciones, una de las cuales es la activacion de la 6xido nitrico sintasa (NOS) con la
subsecuente produccion de oxido nitrico (NO) (Kuchan y Frangos, 1994; Fleming et al.,
1997), cuya activacion puede desencadenar la participacion de la via del Oxido
nitrico/GMP ciclico/canales de potasio sensibles a ATP, que ha demostrado ser una via
antinociceptiva (Cury et al., 2011).
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Es por eso que se evalud la participacion de esta via en el efecto antinociceptivo
temprano (principalmente FIl), para ello se usaron el inhibidor de la 6xido nitrico sintasa
L-NAME (370 nmol), el inhibidor de las guanilato ciclasas ODQ (50 nmol) y el bloqueador
de los canales de potasio sensibles a ATP, glibenclamida (100nmol), los cuales también
bloguearon el efecto antinociceptivo temprano de la OXT (Fig. 20), lo que indicaria que
esta via participa en dicho efecto. En sintesis la administracion de OXT activaria al OTR
que al estar acoplado a proteinas del tipo Gq activaria a la PLC, con lo cual habria un
aumento de Ca?* intracelular que activaria a las NOS, que comenzarian con la producciéon
de NO, este difundiria a través de las membranas (Cury et al., 2011) hasta su 6rgano
diana, las guanilato ciclasas, que a su vez favorecerian la produccion de GMP ciclico,
que participaria en la apertura de los canales de K* sensibles a ATP (Armstead, 1996;
Carrier et al., 1997), con la subsecuente hiperpolarizaciéon de la membrana debido a la
disminucion de los impulsos nerviosos de tipo nociceptivo. Esta via también fue
observada por Gong y col. en experimentos in vitro con OXT (Gong et al., 2015).

Por otra parte, también se evalué otro posible mecanismo de accién antinociceptivo
donde estaria involucrada la participacién de las proteinas de tipo Gi, debido a que el
OTR puede estar acoplado a este tipo de proteinas G, acoplamiento que ha sido
demostrado en estudios in vitro (Strakova y Soloff, 1997; Gravati et al., 2010; Kumamoto,
2019).

Bajo este razonamiento se evalud la participacion de las proteinas de tipo Gi. Para este
objetivo se utilizé un inhibidor de las subunidades Gai como lo es la toxina pertussis (PTX;
1 pg), la cual no fue capaz de bloquear el efecto antinociceptivo temprano de la OXT; sin
embargo, la PTX bloqueé el efecto a largo plazo de la administracién i.t. de OXT (Fig.
19). También se evalud la posible participacion de las subunidades Ggy que también
inducen efectos antinociceptivos propios a través de la modulacion de canales i6nicos
(Amaya et al., 2006), o por la activacion de vias ERK (Crespo et al., 1994). Para esto se
administré galeina, un inhibidor de las subunidades Ggy de las proteinas G (137 nmol), la
cual no fue capaz de bloquear el efecto antinociceptivo temprano de la OXT, sin embargo,
fue capaz de bloquear el efecto a largo plazo de la administracién i.t. de OXT, similar a
PTX (Fig. 19).

En resumen, Este efecto antinociceptivo tardio seria dependiente de la activacion del
OTR (el cual también fue bloqueado por L-368,899) que estaria acoplado a proteinas de
tipo Gi (demostrado por la administracion de PTX), que al activarse promoverian la
separacion de la subunidad Gai que tendria un efecto negativo sobre la produccién de
AMPc (Hildebrandt et al., 1983; Sekura et al., 1983), disminuyendo la excitabilidad
neuronal. Ademas, por esta separacion de Gai, las subunidades Ggy (echarian a andar un
posible mecanismo antialodinico debido a que el blogueo de estas subunidades por la
galeina impidio el efecto a largo plazo de la OXT).
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Este mecanismo guiado por las subunidades Ggpy podria estar involucrado en la
produccion de neuroesteroides enddgenos, que se ha visto son producidos por la
administracion de OXT (Juif et al., 2013), esto por vias de activacion dependientes de
ERK (Juif et al., 2013). Se ha demostrado que Gi puede activar la sefalizacién por vias
ERK1/2 mediante mecanismos que involucran las subunidades By disociadas (Crespo et
al.,, 1994; Koch et al., 1994), estas vias que implican la activacion de ERK se han
observado en varios de receptores acoplados a proteinas Gi (Goldsmith y Dhanasekaran,
2007).

En su conjunto estos datos sugieren que la OXT presenta dos mecanismos de accion,
uno que involucra la via del NO/GMPc/Katp, y otro que no afectaria en la antinocicepcion
temprana, pero que tendria un componente a largo plazo que evitaria la aparicion de la
sensibilizacidon a estimulos tactiles, guiado por el OTR y por la actividad de las
subunidades Gai y Gpy. También estos resultados podrian indicar que la activa distintas
vias intracelulares especificas y por lo tanto farmacos con actividad agonista sesgada
hacia el OTR pueden ser de interés clinico. Esta suposicion se basa en estudios
anteriores que mencionan que a la concentracion en la que se estd empleando la OXT
puede desencadenar la activacion tanto de vias Gq como Gi (Chini et al., 2017).

En este punto es relevante mencionar que la nocicepcion es un proceso complejo que
experimentalmente se observa de forma primaria a través de evocar respuestas
conductuales o electrofisiologicas; sin embargo, en un proceso donde hay una lesion
tisular, la nocicepcion puede estar presente a través de la disminucion de conductas
espontaneas.

Desde esta perspectiva y considerando que la administracion i.t. de OXT bloqueaba la
nocicepciéon tardia inducida por formalina, se sugiere la posibilidad de que este
neuropéptido tenga efectos antinociceptivos preventivos. Para tratar de contestar esta
pregunta, se determiné el efecto de la administracion i.t. de OXT en un modelo de dolor
postquirdrgico, evaluando conductas tanto evocadas como espontaneas.

9.3 Efecto de laadministraciéon de la OXT en las conductas evocadas y espontaneas
posteriores a una intervencién quirargica

Este estudio mostré6 que el pretratamiento con OXT espinal induce no soélo una
disminucioén de la hipersensibilidad mecéanica evocada (Fig. 21) sino también una mejora
de la actividad espontanea en un modelo de dolor postoperatorio (Fig. 22, 23). Estos
datos podrian apoyar la afirmacion de que la OXT podria tener un efecto potencial como
farmaco analgésico preventivo.
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Ademas, a pesar de los estudios sobre el efecto antinociceptivo de la OXT espinal, con
perspectivas que van desde el dolor neuropatico al inflamatorio y desde los estudios
conductuales a los electrofisiolégicos (Poisbeau et al., 2018), que arrojan resultados
especificos hacia caracteristicas Unicas de cada tipo de dolor, haciéndolos no
intercambiables (Woolf, 2010; Deuis et al., 2017). Sin embargo, se debe puntualizar que
no se ha realizado ningun estudio para evaluar el efecto de la OXT utilizando un modelo
de dolor postquirurgico, el cual implica lesion del tejido periférico, proceso inflamatorio y
lesion de nervios aislados; de ahi que el dolor inducido por la cirugia se considere una
entidad diferente de otros tipos de dolor (Apfelbaum et al., 2003; Brennan, 2011; Reddi,
2016).

Como se demostré previamente (Brennan et al., 1996; Pogatzki et al., 2002; Pogatzki y
Raja, 2003), la incision de la pata tiene un efecto considerable sobre la hipersensibilidad
mecénica evocada, este es un efecto asociado con la sensibilizacion de las células del
asta dorsal de la médula espinal en respuesta a la actividad espontanea de las fibras Ad
y C (Vandermeulen y Brennan, 2000; Hamaldinen et al., 2002). De hecho, la alodinia
hacia los estimulos mecanicos ocurre después de la incision plantar, pero en los animales
tratados previamente con OXT, el impacto en el umbral de retiro después de la cirugia
fue menor, lo que sugiere un posible efecto analgésico preventivo.

Especificamente, el umbral de retiro de los animales pretratados con OXT no fue
estadisticamente diferente (p = 0.1) a su valor basal después de cuatro dias, mientras
que el valor umbral de los animales no tratados no fue estadisticamente diferente hasta
el dia 6 después de la cirugia, lo que sugiere que ademas del efecto protector observado
en el dia 1, la OXT también disminuye el tiempo de recuperacion (Fig. 21).

Estos datos concuerdan con un reporte previo que muestra que la OXT espinal previene
la LTP espinal en un modelo electrofisiolégico (DeLaTorre et al.,, 2009), uno de los
mecanismos por los cuales el dolor agudo (en este caso, la incisidn cutanea) induce una
sensibilizaciébn central y, en consecuencia, una hipersensibilidad a largo plazo
(Ruscheweyh et al., 2011; Woolf, 2011). Debemos mencionar que la LTP espinal se midio
como un aumento en la actividad de las fibras Ad y C nociceptivas. Por lo tanto, los datos
electrofisiolégicos sobre el efecto antinociceptivo preventivo de la OXT pueden
correlacionar con los experimentos conductuales que midieron la hipersensibilidad
mecanica. La hipersensibilidad que se puede generar posterior a una intervencion
quirdrgica podria ser la principal fuente de dolor evocado (Jensen y Finnerup, 2009), es
por eso que se decidié evaluar a través de los filamentos de von Frey.
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No obstante, aunque las pruebas nociceptivas evocadas son utiles para evaluar posibles
farmacos analgésicos, la medicién de la conducta espontanea es fundamental porque
proporciona informacioén sobre el proceso del dolor en condiciones "normales” (Matson et
al., 2007; Gould, 2009; Urban et al., 2011; Cho et al., 2013; Majuta et al., 2017b, 2017a).
En humanos, el dolor espontaneo puede cuantificarse preguntandoles ya sea a pacientes
o al personal de salud que esta en contacto con estos pacientes (Gaston-Johansson y
Gustafsson, 1990; Gaston-Johansson et al., 1990; Norvell et al., 1990), mientras que en
roedores la evaluacion de la actividad locomotora puede utilizarse como un modelo que
emule estos resultados (Roughan et al., 2009; Majuta et al., 2018). Ademas, los estudios
conductuales de dolor evocados por estimulos clasicos (presion, temperatura o tacto) se
realizan principalmente durante el dia y no durante la noche que es cuando los roedores
presentan una mayor actividad (Yasenkov y Deboer, 2012; Frank et al., 2017).

Bajo esta premisa, mediante un sistema automatizado, se midi6 la actividad locomotora
en tiempo real durante 16 horas, de 17:00 a 09:00 horas (horario que incluye el momento
del dia en que las ratas son més activas). Cuando los animales se colocaron en las cajas
de actividad durante la fase de luz (17:00 horas), exploraron activamente el nuevo entorno
durante aproximadamente 1 hora. Después de la exploracion inicial, la mayoria de los
animales permanecieron en reposo o redujeron notablemente su actividad hasta el
comienzo de la fase de oscuridad (19:00 horas). En este punto, los animales mostraron
un aumento significativo de la actividad locomotora durante las horas nocturnas (19:00—
07:00 horas) que disminuyd una vez que se volvio a encender la luz de la habitacion
(07:00 horas) (Fig. 22y 23).

El aumento de la actividad durante el dia (17:00 - 18:00 horas) es consistente con la
conducta exploratoria en busca de posibles amenazas dentro de un nuevo entorno
(Seibenhener y Wooten, 2015), mientras que el aumento de la actividad inmediatamente
después de que la habitacion se oscurecié (19:00 — 7:00 horas) es consistente con la
actividad relacionada con beber, anidar y explorar el entorno para buscar comida (Frank
et al., 2017).

De hecho, las observaciones y estudios de varios grupos de investigacion demuestran
que la actividad espontanea se reduce cuando hay una lesion en el cuerpo (Yehuda et
al., 1986; Imanaka et al., 2008; Parent et al., 2012; Majuta et al., 2017b).

Este tipo de evaluacion arroja un tipo de informacion que no se ve comunmente en otros
estudios, ya que permite evaluar el malestar general ocasionado por un dafio, asi como
la observacioén de los posibles cambios conductuales en el ritmo cotidiano del dia a dia,
como seria en tratamiento farmacolégico en humanos.
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En este sentido, nuestros datos utilizando el comportamiento espontaneo mostraron que
la incision plantar disminuye el comportamiento espontaneo. Como se informo
anteriormente (Brennan et al., 1996; Pogatzki et al., 2002; Pogatzki y Raja, 2003), la
distancia total recorrida y la actividad vertical se redujeron después de la incision de la
pata en animales tratados y no tratados.

Sin embargo, cuando comparamos el efecto de los tratamientos en los 3 dias posteriores
a la cirugia, se observa que la OXT mejoré claramente las variables antes mencionadas,
particularmente durante la fase oscura. En su conjunto, estos datos apoyan nuestra
afirmacion de que este neuropéptido podria tener propiedades analgésicas preventivas,
probablemente por la interrupcién de la sensibilizacion central (DeLaTorre et al., 2009;
Ruscheweyh et al., 2011; Woolf, 2011) provocada por la incisiéon plantar.

Ademas, por lo observado en estudios anteriores los animales podrian desarrollar
conductas similares a la ansiedad después de la incision plantar (Kouya et al., 2015). De
hecho, cuando se analiza el tiempo que permanecen los animales en el centro de la caja
antes y después de la cirugia (Fig. 23). Se observa que: (i) los animales no tratados
pasaron menos tiempo (p<0.015) en el centro de la caja, (ii) en contraste con los animales
tratados con OXT (p = 0.929). Sin embargo, cuando comparamos el efecto de los
tratamientos durante los 3 dias posteriores a la cirugia, observamos un aumento en el
tiempo de permanencia (p < 0.01) en el centro durante la fase oscura en los animales
tratados con OXT. En conjunto, estos datos sugieren que la OXT administrada de manera
intratecal parece inducir efectos ansioliticos.

Este efecto ansiolitico de la OXT fue observado en estudios anteriores, donde la
administracion de OXT en el NPV, promueve la participacion de los canales TRPV2
aumentando el Ca?* intracelular, reclutando vias ERK1/2, promoviendo la liberacién de
OXT por parte de las neruonas parvocelulares que proyectan a la amigdala (Blume et al.,
2008; Jurek et al., 2012; van den Burg et al., 2015; Yao et al., 2017).

Sin embargo, esto fue cuando se administraba a niveles supraespinales (Ring et al., 2006;
Neumann y Slattery, 2016). Por lo tanto, queda la pregunta ¢ Como la administracion de
OXT intratecal induce efectos ansioliticos? Esto podria deberse a que la OXT
administrada de manera intratecal podria alcanzar niveles supraespinales utilizando la
dinamica del liquido cefalorraquideo, ejerciendo asi sus efectos ansioliticos, pero se
requieren mas estudios que puedan explicar este efecto.
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10.CONCLUSION

La administracion de OXT disminuye la nocicepcion evocada en diversos modelos de
dolor persistente. En la primera parte experimental se demuestra que la administracion
de OXT (central o periférica) presenta una recurrencia en el efecto antinociceptivo,
probablemente a través de la inhibicion de la actividad de las aferentes primarias
nociceptivas.

Por otra parte, indagando en los posibles mecanismos que se activan por la
administracion de OXT, los datos en la prueba de la formalina muestran que la
administracion espinal de OXT, desencadena dos posibles mecanismos de accion: (i) de
forma temprana por la activacion del receptor OTR y de la via PLC/NO/GMPc/canales de
K* sensibles a ATP, y (ii) de manera tardia, por la activacion del OTR y las vias
dependientes de las subunidades Gia y Ggy. Por lo cual, la OXT activa sesgadamente dos
mecanismos intracelulares dependientes de un mismo receptor (Kenakin, 2009; Michel y
Charlton, 2018).

Finalmente, la administracion espinal de OXT favorece las conductas espontaneas a
través de un posible mecanismo protector, en un modelo de dolor postquirdrgico, lo que
sugiere que la OXT podria ser utilizada como un analgésico preventivo en la clinica.
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A. EFECTOS PER SE DE LOS ANTAGONISTAS USADOS EN LA PRUEBA DE LA
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Figura Suplementaria 1. Efectos per se de L-368,899, PTX, GAL y U-73122. (A) Umbral de retiro de la pata. El panel
(B) muestra el curso temporal temprano durante la fase | (FI) y la fase Il (FIl) del nimero de sacudidas de la pata por
minuto provocados por la formalina. Ademas, el efecto per se del pretratamiento i.t. con: (i) L-368,899 (antagonista de
OTR); (i) Toxina Pertussis (PTX, inhibidor de la proteina Guaio); (iii) galeina (GAL, inhibidor de sefializacion de la
subunidad Ggyy) 0 (iv) del U-73122 (inhibidor de los procesos de la fosfolipasa Cp, PLCg). Tenga en cuenta que L-
368,899, PTX, GAL o U-73122 no tuvieron efecto per se sobre la nocicepcion inducida por la administracion s.c. de
formalina 1%. El panel (B1) y (B2) resume el efecto de los diferentes tratamientos durante la nocicepcién temprana
provocada por la formalina. L-368,899, PTX, GAL o U-73122 no tuvieron efecto per se sobre la nocicepcion inducida
por la administracion de formalina 1%. El panel (C) ilustra la evolucion temporal del umbral de retiro de la pata y muestra
que, L-368,899, PTX, GAL o U-73122 no tuvieron efecto per se sobre la nocicepcion a largo plazo inducida por la
administracion de formalina 1%. El andlisis estadistico se determind mediante un analisis simple de varianza (ANOVA).
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; ; . . . ; NAME, un inhibidor de la dxido nitrico sintasa [NOS]); (i) ODQ
0 10 20 30 40 50 60 P S )
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3 150 3 diferentes tratamientos durante la nocicepcién temprana
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