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RESUMEN

La médula espinal es el lugar donde se da la primera integracion de la informacién
somatosensorial procedente de periferia. Por esta razén, la modulacion de circuitos espinales
se ha convertido en una estrategia de gran interés para la generacion de farmacos analgésicos
y anestésicos. Los receptores a1 han sido, en los ultimos afios, objeto de estudio al haber

demostrado ser eficaces en diferentes modelos de dolor.

El objetivo principal de esta Tesis doctoral ha sido evaluar los efectos del farmaco experimental
S1RA, antagonista de los receptores 01, en médula espinal. Para cumplir este objetivo se han
realizado registros electrofisiolégicos extracelulares en dos modelos experimentales de médula

espinal “in vitro”.

En la primera parte de esta Tesis se utilizd un modelo de médula espinal entera extraida de
ratones neonatos (de 6 a 10 dias). Utilizando electrodos de succion se estimulaba la raiz dorsal
y se registraba la sefial motora generada en la raiz ventral. Estos registros han permitido (1)
evaluar los efectos de S1RA en médulas procedentes de animales nadive y comparar estos
efectos con los producidos por otros farmacos analgésicos utilizados en la clinica, (2) evaluar
los efectos de S1IRA en médulas de ratones tratados con carragenina como agente inflamatorio

y (3) estudiar una posible interaccién entre S1RA y morfina a nivel espinal.

En la segunda parte, se ha desarrollado un modelo de rodaja longitudinal de médula espinal,
que mantiene las laminas superficiales intactas para el registro de neuronas sensoriales. En
estos estudios se han utilizado matrices de multielectrodos (MEAS), que permiten el registro de
varias neuronas de manera simultanea. Se han analizado las respuestas de estas neuronas a
la estimulacion eléctrica de raiz dorsal asi como su actividad espontanea. Utilizando este
modelo se han realizado (1) estudios de caracterizacion de las sefiales procedentes de médula
espinal de animal néive y de animales a los que se les habia producido una neuropatia (SNI),
(2) estudios farmacolégicos con antagonistas de receptores AMPA, NMDA y sustancia P y (3)
estudios de los efectos de S1RA en médulas de animales ndive, animales tratados con

carragenina y animales neuropaticos (SNI).

Los estudios farmacoldgicos en los reflejos espinales muestran efectos semejantes producidos
por S1RA, a los observados con los farmacos analgésicos de referencia. El efecto inhibitorio de
S1RA en los reflejos espinales de médulas procedentes de animales inflamados es ligeramente
mayor que el producido en animales nadive. No se han observado interacciones significativas

entre el sistema o1 y morfina a nivel espinal.

Los registros de neuronas de laminas superficiales no han mostrado diferencias sustanciales ni
en la actividad eléctrica evocada ni en la espontanea entre animales ndive y animales SNI. Los
estudios de caracterizacién farmacologica muestran que solo el bloqueo de receptores AMPA

produce efectos inhibitorios en la actividad evocada por estimulos unitarios. El bloqueo de



receptores AMPA, NMDA vy sustancia P produjeron efectos tendentes a la inhibicion de las
respuestas a estimulos repetitivos de alta intensidad. Todos los farmacos bloqueantes

mostraron efectos inhibitorios en la actividad espontanea.

S1RA no mostré efectos ni en actividad eléctrica espontanea ni en la actividad eléctrica
inducida en los registros de neuronas de laminas superficiales procedentes de animales néive.
Los registros obtenidos de neuronas de laminas superficiales de médulas de animales
pretratados con carragenina muestran un efecto inhibitorio de S1RA en la actividad eléctrica
espontanea, mientras que en animales neuropaticos (SNI) S1RA mostré efectos inhibitorios

tanto en la actividad eléctrica espontanea como en la inducida por estimulacién repetida.

El farmaco S1RA ha mostrado tener efectos a nivel espinal, y estos efectos han mostrado ser
mayores en el modelo de dolor inflamatorio por carragenina y en neuropatia. Estos resultados
parecen confirmar la implicacién del sistema o1 en dolor patoldgico y su potencial como diana

terapéutica para este tipo de procesos.

Vi



ABSTRACT

The spinal cord is the first relay center for somatosensory inputs from peripheral receptors.
Thus, modulation of spinal circuits has become an important strategy to design analgesic and
anesthetic drugs. Drugs currently used in the clinic, are still not effective in many chronic pain
processes. Therefore, the finding of new therapeutic targets remains essential. ol receptors
have been studied in an attempt to elucidate their possible neuropharmacological applications

in analgesia.

The aim of this Thesis was to study the effects of S1RA, a selective gl receptor antagonist, on
nociceptive transmission in mice spinal cord. To this purpose, electrophysiological recordings

were performed in two different spinal cord “in vitro” models.

In the first chapter of this Thesis, spinal motor responses to dorsal root stimulation (spinal
reflexes) were recorded, from mice pups (6 to 10 days). Dorsal root primary afferents were
activated using electrical stimulation and the motor signal generated through ventral root was
registered using suction electrodes. This model was used to evaluate (1) the effects of SIRA
compared to other well-stabilized analgesics in cords from néive animals, (2) the effects of
S1RA in cords from animals pretreated with carrageenan (inflammation model) and (3) the

interaction between S1RA and morphine.

For the second chapter, a longitudinal slice of adult spinal cord was developed. Single units
from superficial laminae were registered. Multielectrode arrays were used for recording
electrical activity evoked by dorsal root stimulation and spontaneous intrinsic activity. This
model was used to (1) characterize neuronal behavior in cords from naive mice and cords from
neuropathic mice (SNI), (2) to evaluate the pharmacological effects of NMDA, AMPA and
substance P blockers, on spontaneous and induced neuronal responses and (3) to evaluate the
effect of S1IRA in superficial neurons in cords from néive animals and animals that had received

an inflammatory (carrageenan) or a neuropathic (SNI) treatment.

Results indicate that, SIRA has an inhibitory action similar to that of other commercial
analgesics. These depressant effects of S1IRA in cords from inflamed mice are slightly greater
than the effects shown in cords from naive mice. No significant interaction between S1RA and

morphine has been found.

Recordings from superficial laminae neurons have not shown susbstantial differences in evoked
or spontaneous electrical activity between cords from ndive and neuropathic mice.
Pharmacological experiments show that only blockade of AMPA receptors produces inhibitory
effects in responses to single electrical stimuli. Blockade of AMPA-, NMDA- and substance P
receptors produces inhibitory effects in responses to repetitive electrical stimuli and

spontaneous activity.
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S1RA showed no effect, on either spontaneous or induced activity, in neurons from superficial
laminae from naive animals. However, S1RA, showed an inhibitory effect on spontaneous
activity in animals pretreated with carragennan. The compound also had inhibitory effects on

spontaneous activity and on responses to repetitive stimuli in neuropathic animals.

The S1RA drug has been shown to have effects at the spinal level, and these effects were
shown to be higher in a carrageenan and neuropathy model. These results seem to confirm the
involvement of o1 system in pathological pain and its potential as a therapeutic target for this

type of process.
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1. Dolor

El dolor es una experiencia sensorial influenciada por elementos tales como la emocion, la
cognicién, la memoria y el entorno social. Ante una estimulacién de igual intensidad traumatica,
la sensacion de dolor varia entre individuos (Coghill et al., 2003). La percepcion del dolor, no es
el resultado final de una transmision pasiva de impulsos, sino que se trata de una experiencia
compleja, determinada por la experiencia personal del individuo, el significado del estimulo
para el sujeto, la situacién animica en la que se encuentra, las diferencias sociales y culturales,

su capacidad cognitiva, etc.

Teniendo en cuenta todos los factores que conducen a esta sensacién, la Asociacion
Internacional para el estudio del dolor (IASP) lo ha definido como “una experiencia sensorial y
emocional desagradable asociada a dafio tisular potencial o real, o descrita en términos de
dicho dafo” (IASP, 1979 y 1986).

El sistema nociceptivo es el encargado de detectar y procesar estimulos de alto umbral que en
Gltima instancia se traducirdn como una sensacion de dolor. Ante un estimulo potencialmente
lesivo, se ponen en marcha respuestas protectoras que evitardn dafios importantes. La
nocicepcion es por tanto, en condiciones fisiol6gicas, un mecanismo beneficioso y fundamental

en la supervivencia.

En ocasiones, el sistema nociceptivo produce sensaciones de dolor prolongadas en el tiempo,
que se mantienen una vez ha desaparecido el estimulo, asi como respuestas
desproporcionadas ante estimulos inocuos. En determinadas situaciones, estas respuestas
tienen una funcion de proteccion, y aparecen mientras se activan mecanismos de reparacion
del tejido tras una lesién. Sin embargo, en ocasiones esta respuesta se mantiene en el tiempo,

sin funcién protectora, considerando este tipo de dolor como patolégico.

En base a las caracteristicas del estimulo nociceptivo y a la respuesta al mismo se han descrito
tres fases o tipos de dolor, que se producen por mecanismos neurofisioldgicos diferentes
(Cervero and Laird, 1991):

Dolor de fase 1 o dolor agudo nociceptivo: aparece tras un estimulo nociceptivo breve que nos
advierte de un dafio tisular real o potencial. Este dolor tiene una funcién protectora y se
considera necesario para la supervivencia. En este caso, existe una estrecha correlacion entre

la intensidad del estimulo nocivo y la sensacion de dolor.

Dolor de fase 2 o dolor inflamatorio: aparece como respuesta a una lesion tisular que inicia un
proceso inflamatorio. Este proceso inflamatorio causard una sensibilizacién de los nociceptores

periféricos, que se traducird en un aumento en la excitabilidad neuronal y en la activacion de
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mecanismos de amplificacion de la respuesta a nivel del sistema nervioso central. Como
consecuencia, se pierde la correlacion entre la intensidad del estimulo y la sensacion del dolor,
manteniéndose esta sensacion en ausencia del estimulo. Esta, es una respuesta adaptativa,
que puede ayudar a la recuperacion de la lesibn manteniéndose, en este caso, la funcién

protectora.

Dolor de fase 3 o dolor neuropatico: se refiere a los estados que aparecen como resultado de
una lesién o disfunciéon del sistema nervioso central o periférico, donde los mecanismos de
control y modulacion de las vias nociceptivas se encuentran alterados. En este caso se pierde
completamente la relacién entre la intensidad de los estimulos y la sensacién que se evoca, de
tal manera que aparece dolor por estimulos inocuos o estimulos de baja intensidad e incluso en

ausencia de éstos.
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Figura 1. Esquema explicativo de las fases del dolor en base al estimulo y la respuesta a él. En la fase 1
tras un estimulo nociceptivo, la informacién es enviada por los nociceptores al sistema nervioso central
evocandose en Ultima instancia una sensacién de dolor. En fase 2, tras el estimulo nociceptivo, se
produce un proceso inflamatorio que enviard informacion al sistema nervioso central evocandose en
Ultima instancia una sensacion de dolor mantenida en el tiempo. En fase 3, el dafio es producido en el

propio sistema nervioso, de tal manera que la sefial enviada se traducira como una sensacion anormal.
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2. Sistema nociceptivo

El procesamiento nociceptivo comienza con la activacién de nociceptores periféricos que son
los responsables de detectar y transmitir la informacion hacia la médula espinal donde se
sucede el primer procesamiento de la informacién sensorial. Desde médula espinal, la
informacion se envia a centros supraespinales, donde se integra y en Ultima instancia se evoca
la sensacion de dolor. Desde estructuras supraespinales, se activa a su vez un sistema de

control descendente, hacia médula espinal, de modulacién de la sefial.
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Figura 2: Esquema del procesamiento nociceptivo (extraido de Bingham et al., 2009). La activacion de los
nociceptores genera sefiales que viajan al asta dorsal de la médula espinal a través de ganglio de la raiz
dorsal. Desde el asta dorsal, las sefiales ascienden por el tracto espinotalamico al tdlamo y la corteza.
Sefales descendentes originados en centros supraespinales pueden modular la actividad en el asta

dorsal.

2.1. Via periférica

La parte periférica del sistema nociceptivo la componen los nociceptores. Estos son neuronas
monopolares, que emiten una proyeccion axoénica hacia periferia, y otra hacia el sistema
nervioso central entrando en el asta posterior de la médula espinal donde se establecera la
primera sinapsis. Los cuerpos celulares de estas neuronas se encuentran en los ganglios de la

raiz dorsal y del trigémino.
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Los nociceptores son las terminaciones nerviosas de las fibras aferentes de tipo Ad y C,
capaces de transducir estimulos mecénicos, térmicos o quimicos de alta intensidad y enviar
esta informacién en forma de potenciales de accién al sistema nervioso central (SNC). Se
caracterizan por activarse so6lo ante estimulos de alta intensidad, por mantener la respuesta

una vez cesado el estimulo y por aumentar su excitabilidad ante estimulacién continuada.

Clasificacion de los nociceptores

Los nociceptores se pueden clasificar atendiendo a diferentes criterios. De manera general, se
puede hacer una distincion de acuerdo con el diametro, el grado de mielinizacién, la velocidad

de conduccion de las fibras sensitivas, y la sensacion que desencadenan:

Tipo de ] o Velocidad de Tipo de dolor que
] Diametro (um) Mielinizacion y
fibra conduccion (m/s) desencadena

] agudo o primer
Ad 2-6 Fina 3-15
dolor

sostenido o
C 0.4-01.2 Ausente 0.5-2
segundo dolor

Tabla 1: Resumen de las caracteristicas de los nociceptores.

Los terminales centrales de los nociceptores Ad, expresan neurotrofina 3 y factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) (Serra 2006). Sus axones hacen sinapsis en la lamina | y lamina

V de médula espinal.

Los terminales centrales de los nociceptores C, hacen sinapsis en lamina | y lamina Il de
meédula espinal (Figura 2). En cuanto a sus caracteristicas neuroquimicas diferenciamos dos
tipos:

- Nociceptores C peptidérgicos: liberan sustancia P y el péptido relacionado con el gen de
calcitonina (CGRP). Expresan receptores TrkA que responden al factor de crecimiento nervioso
(NGF) (Basbaum et al., 2009). Sus axones hacen sinapsis en la ldmina | y en la parte externa
de la lamina Il en la médula espinal. Se han postulado como los posibles responsables de la

inflamacion neurogénica.

- Nociceptores C no peptidérgicos: expresan receptores c-Ret a los que se une el factor
neurotréfico derivado de la linea de células gliales (GDNF), neurturina y artemina. Pueden ser

identificados mediante marcaje con IB4, por la presencia de isolectinas especificas, ademas de



Introduccién

tener receptores purinérgicos o enzimas que también son Utiles para su identificacion

(Basbaum et al., 2009). Sus axones hacen sinapsis en la parte interna de la ldmina Il.

Existen un grupo de nociceptores C, denominados silentes (Cervero, 1994), descritos por
primera vez en 1985 (Schaible and Schmidt, 1985), que solo se activan tras inflamacién o
lesion tisular, y que una vez han sido activados responden a una gran variedad de estimulos
(Dmitrieva and McMahon, 1996).
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Figura 3: Entrada de los axones de las fibras nerviosas de los nociceptores a la médula espinal, indicando

en cada caso, la lamina en la que haran sinapsis (extraido de Basbaum et al., 2009).

2.2. Vias centrales de la nocicepcién

2.2.a. Médula espinal

Neuroanatomia

La médula espinal esta compuesta de una regién central de sustancia gris, donde se
encuentran los cuerpos celulares, rodeada de sustancia blanca, formada por los axones de las
neuronas de proyeccién de tractos ascendentes y descendentes. La sustancia gris tiene forma

de H y cada lado esta subdivido en un asta posterior o dorsal y un asta anterior o ventral.

En 1952, Rexed publicd un estudio de las neuronas de la sustancia gris medular, describiendo
una citoarquitectura dispuesta longitudinalmente al eje de la médula. Dividi6é la sustancia gris
en diez capas celulares que denomind laminas. El asta dorsal de la médula espinal comprende
desde la lamina | a la VI, mientras que el asta ventral comprende de la VIl a la IX. La lamina X

se sitda en el medio de ambas regiones.
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Figura 4: Esquema de una seccion transversal de médula espinal. En la imagen se muestra la sustancia
gris, indicando en cada caso cada una de las ldminas descritas por Rexed y su numeracion. La region
dorsal, se sitta hacia arriba en la imagen y la ventral hacia abajo. Obsérvese que el grosor de las laminas

mas superficiales es menor al resto de laminas.

Asta dorsal de la médula espinal

El asta dorsal de la médula espinal es la region que se encarga principalmente del
procesamiento de informacién somatosensorial. Aqui llega informacién de las aferentes
procedentes de periferia. Contiene cuatro componentes neuronales principales: (1) terminales
centrales de axones de aferentes primarios, que se ramifican en diferentes areas (2) neuronas
intrinsecas —interneuronas- con axones que soélo se propagan a otros segmentos espinales, (3)
neuronas de proyeccién, con axones que llevan informacion a centros supraespinales y (4)
axones descendentes desde centros supraespinales, que tienen un papel importante en la

modulacién de la transmision de la informacién nociceptiva.

Las neuronas de esta region se pueden caracterizar en base a su morfologia (ver Willis and
Coggeshall, 2004) y a sus propiedades electrofisiolégicas (Lopez-Garcia and King, 1994,
Russo and Hounsgaard, 1999).

Las neuronas de lamina | se han clasificado en funcién de su morfologia. Existen neuronas
fusiformes, multipolares, piramidales y segun algunos autores aplanadas (Lima and Coimbra,
1983; Lima and Coimbra, 1986; Galhardo and Lima, 1999). Las neuronas fusiformes parecen
corresponderse con aquellas nociceptivo especificas, las piramidales con las termorreceptoras

especificas y las multipolares son de ambos tipos (Han et al., 1998).

Segun el patron de disparo por pulsos de corriente intracelular, estas neuronas se han

clasificado como (1) ténicas, que responden a lo largo de la estimulacién y se corresponden
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con las de morfologia fusiforme, (2) fasicas, que se adaptan a la frecuencia de disparo y se
corresponden con las piramidales, (3) de comienzo retrasado, que tienen un disparo irregular
viéndose un retraso entre su despolarizacién y el disparo y (4) de espiga Unica. Tanto las de
comienzo retrasado como las de espiga Unica parecen corresponderse con las neuronas
multipolares (Thomson et al., 1989; Prescott and De Koninck, 2002). Ademas dentro de la
lamina |, existe una pequefia proporcibn de neuronas de proyeccidon que presentan
caracteristicas diferentes al resto de neuronas de la lamina, asi como entre ellas. Se han
identificado dos patrones de disparo caracteristicos de este tipo de neuronas evocados por
pulsos de corriente intracelular: neuronas con un disparo en rafaga seguido de un disparo
ténico y neuronas con un intervalo amplio entre el primer potencial de accién y los sucesivos
(Ruscheweyh et al., 2004).

La lamina Il, se divide en dos regiones, una mas externa o dorsal (llo) y otra interna o ventral
(). Esta lamina recibe informacién proveniente de termorreceptores, mecanorreceptores y

nociceptores.

La mayor parte de las neuronas de esta ldmina son interneuronas pequefias, y so6lo una
pequefia proporcién contribuyen a la formacion de tractos ascendentes. A nivel morfol6gico
encontramos (1) neuronas de tallo, que son interneuronas de tipo nociceptivo, (2) neuronas
islote (Gobel and Falls, 1979), que son neuronas inhibitorias, (3) neuronas de tipo central, que
hay tanto excitatorias como inhibitorias y (4) neuronas de tipo radial que son sélo excitatorias.

A nivel electrofisiolégico, al aplicar pulsos de corriente intracelular, encontramos neuronas con
disparo retardado, neuronas que producen un solo potencial de accién, neuronas que producen
una rafaga inicial de disparos, y neuronas con rafagas discontinuas (Thomson et al. 1989; Wall
etal., 1979).

Las neuronas de lamina lll tienen campos dendriticos complejos. Encontramos dos tipos de
neuronas, neuronas de proyeccion del Tracto Espinotalamico que poseen dendritas dorsales
que podrian llegar a lamina | recibiendo asi informacién nociceptiva, y las neuronas
postsinapticas de las columnas dorsales que envian las dendritas hacia lamina | y Il (Brown
and Fyffe, 1981; Brown et al., 1981; Brown et al., 1977). A esta lamina llega informacién

procedente de fibras gruesas.

La lamina IV posee neuronas de tamafios muy diferentes. Encontramos neuronas tipo antena,
que envian sus prolongaciones dendriticas a laminas superficiales para realizar sinapsis con
axones de neuronas centrales, neuronas con dendritas orientadas longitudinalmente y otras
con dendritas transversales (Rethelyi and Szentagothai, 1973). Ademas existen neuronas de
proyeccion del Tracto Espinotalamico y postsinapticas de las columnas dorsales. Esta lamina

recibe informacién de fibras aferentes gruesas.
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En lamina V la poblacion neuronal es muy heterogénea, encontrandose (1) neuronas
multirreceptivas, alargadas y con campos dendriticos que se extienden hacia todas las
direcciones, (2) neuronas que responden sélo a estimulos nocivos, con cuerpos celulares de
menor tamafio pero con campos dendriticos aproximadamente iguales, en tamafio, que los de
las multirreceptivas y (3) neuronas que responden sélo a estimulos inocuos, que
morfolégicamente son las mas pequefias y sus campos dendriticos son también de menor
tamafio (Ritz and Greenspan, 1985). Estas neuronas proyectan al talamo, nicleos de las

columnas dorsales, nucleo cervical lateral y hacia otras regiones de médula espinal.

No se han descrito tipos neuronales diferentes en lamina VI. Estas células reciben informacion
de diversas zonas del asta dorsal, pero no de laminas superficiales y por lo tanto no reciben

informacidn procedente de aferentes finas.

Segun la intensidad del estimulo al que responden, las neuronas del asta dorsal se han

clasificado como (Cervero et al., 1975):

- Neuronas de clase 1: activadas exclusivamente por fibras aferentes de baja intensidad. Los
O0rganos receptores para las neuronas de clase 1 son mecanorreceptores de la piel o
propioceptores. Estas neuronas también han sido llamadas neuronas de bajo umbral
(Handwerker et al., 1975).

- Neuronas de clase 2: activadas tanto por estimulos de baja intensidad conducidos por fibras
gruesas mielinizadas, como de alta intensidad conducidos por fibras amielinicas, por lo que
también han sido llamadas neuronas de amplio rango dinamico (Handwerker et al., 1975).
Estas neuronas son excitadas por una gran variedad de receptores mecanicos asi como por
nociceptores. No distinguen entre estimulos inocuos y estimulos nocivos y poseen campos
receptivos muy amplios. Aumentan su respuesta a medida que aumenta la intensidad del

estimulo y ante estimulacién repetida. Este grupo de neuronas tiende a sensibilizarse.

- Neuronas de clase 3: Este tipo de neuronas s6lo se excita por estimulos de alta intensidad
(nocivos) conducidos por fibras aferentes finas. También se conocen como neuronas
nociceptivas especificas (Handwerker et al., 1975). Las neuronas de esta clase a su vez se
pueden dividir en: neuronas que reciben informacion de nociceptores mecanicos Ady que no
responden a estimulos térmicos nocivos y en neuronas que son excitadas por fibras Ad y C
respondiendo a estimulos térmicos y mecénicos nocivos, ademas de por fibras de grupo Il y IV

(mecanosensitivas de bajo y alto umbral) del misculo.

Asta ventral de la médula espinal

Este asta es puramente motor y como ya se ha mencionado anteriormente, esta formado por

las laminas VII, VIl y IX de Rexed. Las dos primeras son laminas de transicién, mientras que

10
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la lamina IX es donde se sitian las motoneuronas espinales. Ademds, hay neuronas
propioespinales e interneuronas que se encargan de modular y coordinar la actividad de las

motoneuronas (Delgado et al., 1998).

Las motoneuronas son neuronas de tamafio relativamente grande que reciben informacion
sensorial a través de fibras aferentes, bien directamente o bien a través de neuronas del asta
dorsal, y a su vez reciben informacién descendente procedente de centros supraespinales,
para controlar los movimientos voluntarios. Los axones de las motoneuronas se dirigen a los
musculos a través de las raices ventrales. Existen diferentes tipos de respuestas rapidas o
reflejos espinales, entre ellos el reflejo miotatico o de estiramiento y el flexor o de retirada, los

cuales se han estudiado en el desarrollo de esta tesis.

- Reflejo miotatico: Es un reflejo monosinaptico iniciado en neuronas sensitivas que inervan
los husos musculares que hacen sinapsis con motoneuronas, que provocaran la

contraccion de dicho musculo.

- Reflejo flexor o de retirada: es un reflejo polisinaptico complejo, puramente nociceptivo. En
este caso, la aferencia nociceptiva hace contacto sinaptico indirecto con una serie de
motoneuronas, de tal modo que se produce la retirada del miembro que ha sido

estimulado.

Zona intermedia de la médula espinal

En esta zona se encuentra la lamina X de Rexed. Sobre esta lamina proyectan nociceptores
mecanicos AJ y fibras aferentes viscerales no mielinizadas, por lo que las neuronas situadas

en esta zona serian importantes en la transmision nociceptiva visceral.

2.2.b. Vias ascendentes de la transmisién nociceptiva

La informacion nociceptiva es transmitida desde la médula espinal hasta el tdlamo y corteza

cerebral a través de cinco vias principales (Basbaum and Jessell, 2000):

- Tracto Espinotalamico: es la principal via ascendente. Sus axones se proyectan al lado
contralateral de la médula espinal y ascienden por la sustancia blanca anterolateral, terminando
en el tdlamo. Se origina a partir de neuronas nociceptivo-especificas y de amplio rango
dinamico de lamina I, V, VIl y VIII. Esta via contribuye a la discriminacion sensorial, asi como

también a desencadenar la actividad en los sistemas de control descendente.

- Tracto Espinorreticular: se origina en las neuronas de lamina VII y VIII. Asciende por el
cuadrante anterolateral de la médula espinal y termina en la formacion reticular y el tdlamo.

Este tracto se puede dividir en tres componentes, una parte que realiza sinapsis en la

11
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formacion reticular romboencefélica medial que probablemente participe en el procesamiento
sensorial, un segundo componente que proyecta al ndcleo reticular lateral y un tercer
componente que proyecta al nucleo reticular dorsal, proporcionando aparentemente

informacidén nociceptiva.

- Tracto Espinomesencefalico: se origina en las neuronas de lamina | y V, proyecta del
cuadrante anterolateral de la médula espinal a la formacién reticular del mesencéfalo y la
sustancia gris periaqueductal. Se pueden considerar componentes de este sistema los tractos
espinotectal, espinoanular y espinoparabraquial. Este Ultimo proyecta a los nucleos
parabraquiales y a su vez las neuronas de esos nucleos proyectan a la amigdala, componente
principal del sistema limbico. Por este motivo, cabe pensar que el Tracto Espinomesencefalico

contribuye al componente afectivo del dolor.

- Tracto Cervicotalamico: se origina en las neuronas del asta dorsal (principalmente lamina lll y
IV), cuyos axones proyectan en la parte dorsal del funiculo lateral ipsilateral para realizar
sinapsis con células del nucleo cervical lateral, constituido por neuronas especializadas
situadas en la sustancia blanca externa de los segmentos cervicales C1 a C3. La mayoria de
axones cruzan la linea media y ascienden por el lemnisco medio del tronco del encéfalo a los
nacleos del mesencéfalo y a los ndcleos externos ventroposteriores y posteromediales del

talamo.

- Tracto Espinohipotalamico: comprende los axones de las neuronas de laminas I, V y VIII. Sus
fibras se proyectan directamente a los centros supraespinales de control autonémico y participa
en la activacion de las respuestas neuroendocrinas y cardiovasculares que acompafian las
sensaciones de dolor. Parecen tener una funcién en la contribuciéon de aspectos afectivos y

emocionales en las respuestas a estimulos nociceptivos.

Los nucleos del talamo transmiten la informacién aferente a la corteza cerebral.

2.2.c. Vias descendentes de la transmisidn nociceptiva

Se ha demostrado la existencia de mecanismos supraespinales de control y modulacién de la
sefial nociceptiva a través de la médula espinal. Desde la sustancia gris periaqueductal del
mesencéfalo, surge un sistema de inhibicion descendente que establece un relevo en los
nacleos del rafe en el tronco del encéfalo y termina en el asta posterior de la médula espinal
produciendo inhibicién de las neuronas nociceptivas a este nivel. Las fibras descienden por el
cordon dorsolateral a la médula espinal enviando proyecciones a lamina | y V (Basbaum and
Fields, 1984).

Este control puede ser tanto excitatorio como inhibitorio. Las vias descendentes inhibitorias,

son capaces de atenuar los efectos de los mediadores pronociceptivos de las fibras aferentes

12
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primarias y de suprimir la excitacion de las neuronas de proyeccion a través de las
interneuronas. De esta manera un control inhibitorio sobre las fibras aferentes primarias y sobre
interneuronas excitatorias produciria un descenso en la sefal nociceptiva. Sin embargo si este
control inhibitorio se ejerce sobre interneuronas inhibitorias, cabria esperar una facilitacién del
sistema nociceptivo. Para que la inhibicion descendente se traduzca en inhibicién o facilitacion
de la sefal, dependera o bien de la implicacion de neurotransmisores diferentes, o de la accion
del mismo neurotransmisor sobre receptores diferentes, pudiendo producirse asi efectos
distintos (Millan, 2002).

3. Principales neurotransmisores implicados en la transmision
nociceptiva

El sistema nociceptivo dispone de numerosos neurotransmisores implicados en la transmision,
procesamiento y modulacién de la sefal nociceptiva. En el desarrollo de esta tesis se ha

estudiado el papel de algunos de estos neurotransmisores a nivel espinal, los cuales se pasan

a describir a continuacion.

Corteza

Télamy

Glutamato T

Serotonina
Noradrenalina
GABA * +
, Opioides ' Glutamato
Via descendente <€ Sustancia P
AB GABA
Opioides
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Sustancia P ——> Via ascedente

Reflejo

Figura 5: Esquema de la transmision nociceptiva y los principales neurotransmisores implicados en cada
nivel. Los principales neurotransmisores liberados por las fibras Ad y C son el glutamato y SP. En médula
espinal, implicados en la via ascendente, se encuentran principalmente Glutamato, SP, GABA y opioides.
Via descendente se libera hacia médula espinal, principalmente Glutamato, 5-HT, Noradrenalina, GABA y

opioides.
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La transmisidn sinaptica entre los nociceptores y neuronas del asta posterior esta mediada por

neurotransmisores que son liberados por las terminaciones nerviosas sensitivas centrales.

El principal neurotransmisor excitador liberado por fibras Ad y C, es el glutamato. Es capaz de
interaccionar con tres tipos diferentes de receptores ionotropicos y con ocho subtipos de
receptores metabotrépicos. Los receptores ionotrépicos de glutamato se han clasificado de
manera comun, atendiendo a su sensibilidad por el analogo sintético de glutamato, el acido N-
metil-D-aspartico (NMDA). De esta manera se diferencia entre receptores tipo NMDA y tipo no
NMDA. Dentro de los receptores tipo no-NMDA existen receptores de AMPA, muy sensibles al
acido aminometilfosférico (AMPA) y de kainato, sensibles al acido kainico. La localizacién
subcelular de los receptores NMDA y AMPA es fundamentalmente postsinaptica, mientras que
los de kainato se localizan tanto a nivel postsinaptico como presinaptico (Dingledine et al.,
1999).

Los receptores metabotrépicos, por otro lado, estan acoplados por medio de proteinas G a
segundos mensajeros intracelulares, los cuales pueden regular actividades celulares como
transcripcion de genes y fosforilacion de canales ionicos dependientes de voltaje o

dependientes de ligandos (Simeone et al., 2004).

Las aferentes primarias realizan contactos sindpticos con las neuronas de primer orden a
través de receptores del tipo AMPA, sin embargo, los contactos entre las neuronas espinales
parecen ser mediados por receptores tipo NMDA. Asi, los componentes monosinapticos de las
respuestas de las neuronas espinales son sensibles al bloqueo de los receptores de tipo no-
NMDA vy los componentes polisinapticos al bloqueo de receptores de NMDA (Evans, 1989;
Evans and Long, 1989; King et al., 1992). El glutamato también es el neurotransmisor de
poblaciones de neuronas cuyos somas se localizan en la sustancia gris periaqueductal y en el
nacleo del rafe. Su papel antinociceptivo reside en que facilita la liberaciébn de serotonina y
noradrenalina en las terminaciones descendentes que se proyectan en el asta dorsal, gracias a
que interacciona con los receptores AMPA y NMDA localizados en las terminaciones de los

axones monoaminérgicos.

Con el glutamato se liberan conjuntamente otros neuropéptidos por las terminales de las
aferentes primarias. Estos neuropéptidos ademas de tener funciones fisiologicas concretas,
parecen potenciar y prolongar la accién del glutamato. De los muchos neuropéptidos presentes
en las neuronas sensitivas nociceptivas, la sustancia P (SP) es la que se ha estudiado con
mayor detalle. La SP pertenece a la familia de las taquicininas, junto con la neurocinina A
(NKA) vy la neurocinina B (NKB). Las taquicininas son producidas por las neuronas de primer y
segundo orden y reaccionan con los receptores metabotropicos postsinapticos NK,
produciendo despolarizacion de la neurona postsinaptica. La SP se libera desde las fibras

aferentes primarias por estimulacion intensa y sostenida de éstas, e interacciona en médula
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espinal con los receptores NK tipo 1 (NK1) (Pennefather et al., 2004). La mayoria de
proyecciones descendentes coexpresan también SP y las neuronas supraespinales que
coexpresan SP proyectan hacia terminaciones axénicas de las neuronas descendentes
noradrenérgicas, produciéndose tras su liberacion una despolarizacion mediada por receptores

NK1 y liberacién de noradrenalina en la médula espinal (Muto et al., 2012).

A nivel inhibitorio, el neurotransmisor mas abundante en el sistema nervioso es el acido
gamma-aminobutirico (GABA). Este es liberado por interneuronas y actlda abriendo una
conductancia para CI' generalmente produciendo inhibicién, aunque también es capaz de
producir despolarizacion de las aferentes primarias. Ademas, GABA se encuentra localizado en
el nacleo del rafe produciendo hiperpolarizacion sobre neuronas de primer y segundo orden
(Bormann, 2000).

El sistema opioide esté involucrado en la modulacién del dolor tanto a nivel ascendente como
descendente. A nivel ascendente los tres receptores opioides Y, & y K parecen ser
responsables de esta modulacién, mientras que a nivel descendente los receptores y y K son
los que participan mayoritariamente (Stamford, 1995). Se han identificado tres clases de
opioides enddgenos que interactuan con estos receptores opioides: encefalinas, B-endorfinas y
dinorfinas. Tanto las encefalinas como las dinorfinas se pueden encontrar en los cuerpos
celulares de neuronas y en las terminales axénicas en la sustancia gris periaqueductal, en la
region dorsoventral del bulbo y en el asta posterior de la médula espinal, principalmente en
lamina | y Il. Las B-endorfinas, se encuentran principalmente en las neuronas del hipotalamo
que envian proyecciones a la region gris periaqueductal y a los nucleos noradrenérgicos del
tronco del encéfalo.

Se han descrito cambios en el sistema opioide segin la edad de los animales utilizados en
experimentacién. Aunque parece que los receptores estan presentes en las primeras etapas de
desarrollo en ratas, la predominancia de estos en la médula espinal, varia en funcién de la
edad. Asi, en los primeros dias tras el nacimiento, en la médula espinal se han visto receptores
M y Kk (Marsh et al.,, 1997), sin embargo en animales adultos, cambia la expresion de los
receptores, predominando los p y & (Marsh et al.,, 1997). Como parece que los efectos
depresores de la excitabilidad estan mediados principalmente por receptores y (Briggs and
Barnes, 1987), cabria esperar que las diferencias en el efecto opidceo no fuesen significativas.
En este sentido, el control descendente relacionado con los opioides se encuentra ya formado
en el nacimiento, aunque no comienza a funcionar hasta los 10 dias de vida, alcanzando los

niveles del adulto en torno a la tercera semana (Marsh et al., 1997).

Otro de los sistemas descendentes de relevancia en la modulacién de la sefial nociceptiva es el
sistema noradrenérgico. Las neuronas noradrenérgicas implicadas en la modulacion

descendente del dolor tienen sus somas en nicleos pontolobulares (locus coeruleus, locus
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subcoeruleus) (Tucker et al., 1987; Kwiat and Basbaum, 1992; Tavares et al., 1996; Hokfelt et
al., 2000) y proyectan a diversas areas del encéfalo y médula espinal. Una vez liberada la
noradrenalina, en la médula espinal actua sobre receptores adrenérgicos al y a2. Los
receptores a1 se localizan en neuronas inhibitorias, y tras union de noradrenalina produce
despolarizacion de estas neuronas. Los a2 se encuentran en neuronas de proyeccion y en las
terminaciones centrales de las neuronas nociceptivas de primer orden. La uni6on de
noradrenalina a estos receptores produce hiperpolarizacidon neuronal y se ha observado que
ademés se da una reduccion en la liberacion de neurotransmisores pronociceptivos como
sustancia P y glutamato en las terminales (Millan, 1997). Diversos estudios neuroquimicos,
electrofisiolégicos y de comportamiento en modelos de dolor inflamatorio y neuropético, asi
como estudios de los efectos de la administracion sistémica y en médula espinal de
noradrenalina (Yaksh, 1985; Eisenach et al., 1996; Dickenson and Besson, 1997; Millan, 1997)
parecen indicar que la presencia de receptores a2 en el asta dorsal desempefia un papel

importante en la inhibicién nociceptiva.

El control descendente serotoninérgico también parece tener un papel importante en la
modulacién nociceptiva. Las neuronas serotoninérgicas descendentes tienen sus somas
principalmente en los nucleos del rafe y proyectan sus axones, a través del cordén dorsolateral,
hasta lamina I, Il, IV, V y VI (Basbaum and Fields, 1984; Besson and Chaouch, 1987; Ruda et
al., 1986; Li et al., 1997; Stewart and Maxwell, 2000). Estos axones sinaptan con neuronas de
proyeccioén, interneuronas espinales y neuronas de primer orden. Una vez liberada la
serotonina (5-HT), interacciona con receptores serotoninérgicos tipo 1 localizados en las
neuronas de proyeccion y en las terminaciones sinapticas de las fibras aferentes nociceptivas;
0 con receptores tipo 2 y 3 de las interneuronas inhibitorias espinales. A nivel espinal, la
administracion directa de 5-HT produce efectos analgésicos en una serie de pruebas de
comportamiento y existen evidencias que sugieren un papel para el 5-HT en el sistema de
control del dolor enddgeno (Millan, 1997). A nivel celular, 5-HT induce una gama de respuestas
que incluyen hiperpolarizacion, despolarizacién, cambios en la excitabilidad de las neuronas
espinales, despolarizacion de los aferentes primarios y modulacion de la transmision
glutamatérgica y peptidérgica (Davies and Roberts, 1981; Del Mar et al., 1994; Headley et al.,
1987; Lopez-Garcia and King, 1996; Larkman and Kelly, 1997; Lopez-Garcia, 1998). Se cree
que varios de estos efectos moduladores a nivel espinal podrian estar contribuyendo a la
depresion en la transmisién sinaptica por 5-HT (L6pez-Garcia and King, 1996) y por lo tanto a
su efecto antinociceptivo. El control de la concentracién de 5-HT en el espacio sinaptico se
realiza a través de un transportador que recapta presinapticamente el neurotransmisor para ser

degradado por la enzima monoamino oxidasa (MAO).
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Se ha visto que tanto los sistemas descendentes de noradrenalina como de serotonina, son

funcionales durante los primeros dias de vida (Lakke, 1997).

4. Sensibilizacion

Como ya se ha descrito anteriormente, la nocicepcién cumple un papel protector importante, ya
que ayuda, tanto a prevenir posibles dafios tisulares, como a reparar tejidos ya dafiados. Un
fenébmeno que ayuda a mejorar esta funcién protectora es la sensibilizacion del sistema
nociceptivo, proceso que se caracteriza por un incremento en la excitabilidad celular, bien
directamente, como en el caso de los nociceptores periféricos o indirectamente, en las
neuronas centrales, a través de las vias aferentes (Cervero, 2009). En estas situaciones,
aparecen fendmenos de dolor espontaneo, dolor ante estimulos inocuos (alodinia), vy

respuestas exageradas a estimulos nociceptivos (hiperalgesia).

A nivel periférico, en un proceso de sensibilizacion, se ha visto que existe un aumento en la
excitabilidad (Burgess and Horch, 1973), que se relaciona con un incremento en la sensibilidad
al dolor en el area inervada por los nociceptores sensibilizados. Esto podria ser debido a
cambios en la expresiéon y propiedades funcionales de los canales i6nicos dependientes de

voltaje que inducirian a estos estados de incremento de excitabilidad (Cervero, 2009).

Tras un proceso inflamatorio, las terminales nerviosas periféricas liberan gran cantidad de
agentes algdgenos que producirdn un aumento en la excitabilidad de los nociceptores,
produciendose alteraciones tales como el aumento de los campos receptores cutaneos, y la
adquisicién de inputs nuevos por los nociceptores. En este sentido se ha visto que el input
eléctrico, mediado por fibras AB hacia las neuronas del asta dorsal superficial, es mayor (Baba

et al., 1999) en inflamacion.

En estados de neuropatia, tras una lesién en un nervio periférico, los cuerpos celulares de las
fibras sensoriales primarias no siempre mueren, sino que en ocasiones sobreviven produciendo
una regeneracion de sus ramas periféricas de manera aberrante, denominado neuroma. Estos
neuromas sufren una serie de cambios a nivel funcional y molecular que podrian estar
relacionados con el dolor neuropético. Se ha visto un aumento en la expresion de canales de
potasio (Roza et al., 2011) y de sodio, que producen actividad eléctrica ectépica (Roza et al.,

2003; Tal and Devor, 1992) y acumulacién de neuropéptidos (Zochodne et al., 2001).

Los estados de sensibilizacion periférica, asi como la estimulacion repetida de las fibras
aferentes, conducen a un aumento en la excitabilidad de las neuronas espinales. En la
actualidad no se conocen los mecanismos exactos que subyacen a estos estados de

sensibilizacion a nivel central, pero parece que estos procesos podrian estar mediados en parte
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por una liberacién sostenida de glutamato y neuropéptidos por los nociceptores. Esta liberacion
estaria produciendo una despolarizacién de la membrana lo suficientemente intensa como para
desplazar el Mg® del poro del receptor NMDA, permitiendo asi la unién del glutamato, y
produciéndose, por tanto, una fuerte entrada Ca®" en la neurona. Este aumento de Ca*
intracelular activa diversas vias intracelulares que podrian estar implicadas en el

mantenimiento del estado de hiperexcitabilidad central (Latremoliere and Woolf, 2009).

Durante un proceso inflamatorio, se ha visto que existe un aumento de SP y una regulacion a la

alza de receptores NK1 en laminas superficiales de médula espinal (Abbadie et al., 1996).

Una via central que parece ser importante para la generacién de hipersensibilidad por
inflamacion se da también por induccién de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) en las neuronas del
asta dorsal, que impulsa la produccion de prostaglandinas E2 (PGE2) (Samad and Abdi, 2001).
PGE2 se une a su receptor EP2 GPC en las neuronas del asta dorsal potenciando receptores
AMPA y NMDA.

En contraposicion, el sistema opioide, en inflamacién, parece encontrarse aumentado. Se ha
visto un aumento en los niveles tanto de opioides endégenos como de sus receptores (Stanfa
and Dickenson, 1995).

Durante un proceso neuropético por lesién en un nervio, se han visto también alteraciones a
nivel de la transmisién inhibitoria. Se ha descrito apoptosis de intereuronas gabaérgicas
espinales, produciéndose una disminucion en la sintesis de GABA, lo que supondria una
pérdida en la inhibicién de la transmisién nociceptiva (Moore et al., 2002). Ademas el sistema

opioide, en este caso, parece encontrarse disminuido (Zhang et al., 1998).

Pese a que se van conociendo algunos de los procesos y moléculas que podrian estar
implicadas, los mecanismos concretos que subyacen a estos estados de sensibilizacién central

siguen siendo un problema sin resolver.

5. Modelos experimentales de sensibilizacion central

A lo largo del tiempo se han desarrollado diferentes modelos experimentales que fuesen de
utilidad para estudiar los cambios que se suceden durante los procesos de sensibilizacion
central. Para la elaboracion de esta tesis se han utilizado tres modelos: (1) wind-up; (2)
inflamacion por carragenina y (3) modelo de neuropatia. En el caso del fenémeno de wind-up,
pese a no quedar clara la relacion directa con la sensibilizacion central, parece que tienen
mecanismos comunes, por lo que su estudio podria ayudar a entender mejor estos procesos.
Los procesos inflamatorios y neuropéticos, estan relacionados con la sensibilizacién central,

aunque parece que los mecanismos y neurotransmisores implicados no son los mismos en
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ambos casos o los cambios que suceden en éstos no son en la misma direccion. Por ello,
estudios farmacolégicos, en ambas situaciones, podrian ayudar a entender lo que esta
sucediendo en cada caso.

5.1. Wind-up

Lorne Mendell, en 1966 (Mendell, 1966), describio el fendmeno de wind-up como una descarga
exagerada por estimulacion repetitiva de fibras C. Se define como un incremento progresivo en
la respuesta de fibras C ante un estimulo constante repetido de alta intensidad a baja

frecuencia.

Evidencias experimentales, han conducido a la teoria de que podria existir una relacién entre el
fenémeno de wind-up y la hiperexcitabilidad de neuronas nociceptivas de médula espinal
(Woolf, 1983). Se ha visto que tras generacion de wind-up hay un aumento prolongado en la
excitabilidad de las neuronas del asta dorsal (Cervero et al., 1984; Cook et al., 1987), asi como
el bloqueo de receptores NMDA produce un descenso en el wind-up (Davies and Lodge, 1987;
Dickenson and Sullivan, 1987; Woolf and Thompson, 1991).

Ademas otros neuromediadores como taquicininas, opioides y farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) con accidn central, tienen efectos inhibitorios en el wind-up (Herrero et al.,
2000).

El wind-up generado por los distintos tipos neuronales de médula espinal posee alguna
caracteristica diferencial. Estas caracteristicas fueron estudiadas por primera vez por
Schouenborg y Lund Sjoe en 1983 en rata anestesiada. Este estudio revelé que las neuronas
de clase 2 registradas en el asta dorsal profunda mostraban un wind-up mas pronunciado que
las neuronas del asta dorsal superficial mientras que, tanto las neuronas de clase 3 (en su

mayoria superficiales) asi como las neuronas de clase 1, no mostraron un marcado wind-up.

Parece, por lo tanto, que las neuronas de laminas mas profundas, presentan una probabilidad

mayor de mostrar un wind-up pronunciado.

De igual manera examinaron el wind-up de los reflejos de las extremidades posteriores, en rata
anestesiada, y lo compararon con el wind-up generado en diferentes clases de neuronas del
asta dorsal. En este estudio, la potenciacion observada en las respuestas reflejas después de
la estimulacion repetitiva tenia caracteristicas similares al wind-up observado en las neuronas

de clase 2 registradas en el asta dorsal profunda (Schouenborg and Sjolund, 1983).

5.2. Modelo de inflamacidn por carragenina

El modelo de inflamacion por inyeccién de carragenina intraplantar representa uno de los

modelos clésicos de formacién de edema e hiperalgesia (Hargreaves et al., 1988). La
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respuesta inflamatoria por inyecciéon de carragenina fue estudiada por primera vez por Winter y
colaboradores en 1962 (Winter et al., 1962). La inyeccién intraplantar de carragenina en rata
induce edema (Winter et al.,, 1962; Di Rosa et al.,, 1971), hiperalgesia mecanica y térmica
(Hargreaves et al., 1988; Joris et al., 1990).

Este modelo tiene como ventajas que es sencillo, reproducible y mantiene el proceso
inflamatorio a largo plazo, de 6 a 20 h tras inyeccidn, en preparaciones de médula espinal

aislada, en registros electrofisiol6gicos (Hedo et al., 1999).

5.3. Modelo de neuropatia

Se han utilizado diversos modelos para el estudio de los fendbmenos que suceden durante
neuropatia. Los mas utilizados son los que implican un dafio traumatico a nivel periférico ya
que son sencillos de generar y reproducibles. Uno de los modelos mas estudiados es el modelo
SNI (del inglés spared nerve injury) que consiste en una axotomia de las ramas tibial y peroneo
comun, dejando intacta la rama sural (Decosterd and Woolf, 2000). Este modelo, de
denervacion parcial, permite estudiar los cambios que ocurren en las neuronas sensoriales
primarias dafiadas y en las no dafiadas que se encuentran en las regiones proximas, ya que
ofrece la ventaja de una distribucién anatémica clara, sin entremezclado de las fibras nerviosas
lesionadas y no lesionadas, de tal manera que los territorios lesionados y no lesionados se

pueden identificar facilmente (Decosterd and Woolf, 2000).

6. Analgesia

Se define analgesia como el alivio de la sensacion de dolor sin intencién de producir sedacion.
Como se ha descrito en secciones anteriores de esta tesis, en el dolor patolégico o no
nociceptivo existen multiples estructuras y moléculas involucradas. Las terapias farmacoldgicas

irdn dirigidas a restaurar la sefial nociceptiva que se encuentra alterada.

De manera general, los tratamientos farmacolégicos se centran en bloquear sistemas
facilitadores y potenciar sistemas inhibidores de la transmisién nociceptiva. A nivel periférico se
utilizan farmacos cuyos efectos analgésicos radican en el bloqueo en la conduccién sensorial
(anestésicos locales) y en la inhibicién en la sintesis de moléculas pro-inflamatorias (AINES)
principalmente. A nivel central, se han buscado moléculas que a nivel espinal bloqueen
aquellos neurotransmisores implicados en la excitacion neuronal como el glutamato y la SP,
que potencien la liberacion de péptidos con efecto analgésico como endorfinas, o que
potencien vias descendentes inhibitorias. En los dltimos afios, han tomado especial relevancia
este tipo de farmacos de accion central para tratamiento de dolor crénico, siendo en muchos

casos tratamiento de eleccion. En el desarrollo de esta tesis se han utilizado una serie de
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farmacos de eleccion en clinica, y con mecanismos de accion diferentes, con el fin de encontrar

algln patrén coman.
Pregabalina

Es un andlogo sintético del acido gamma-aminobutirico (GABA), que no ha mostrado tener

accion alguna sobre receptores tipo GABA (Bialer et al., 1999).

NH,

H,C CH,
Figura 6: Estructura quimica de la pregabalina

Su mecanismo de accién concreto se desconoce, pero se sabe que actla sobre los canales de
calcio dependiente de voltaje. Estos canales se han dividido en seis clases, de los cuales los
tipo N se cree que tienen un papel en procesos de sensibilizacién central (Matthews and
Dickenson, 2001). Estructuralmente los canales se componen de cinco subunidades, y
pregabalina se une de manera potente a la subunidad a2-5 en el sistema nervioso periférico y
central (Gee et al., 1996). La union de la pregabalina a esta subunidad altera la cinética y la
dependencia de voltaje de los canales, reduciendo el ingreso de ca” a los terminales
nerviosos y disminuyendo la liberacion de neurotransmisores como el glutamato, la
noradrenalina, SP y la calcitonina entre otros (Dooley et al., 2000; Fink et al., 2002; Maneuf et
al., 2001). La disminucion en la liberaciébn de dichos neurotransmisores parece ser la
responsable de su accién analgésica en neuropatia.

Ha demostrado eficacia en el tratamiento del dolor asociado a neuralgia post-herpética
(Dworkin et al., 2003) neuropatia diabética periférica (Rosenstock et al., 2004), fiboromialgia y
lesion medular, siendo tratamiento de eleccion en todos los casos (Attal et al., 2006). En estos
procesos, pregabalina ha mostrado reducir la actividad ectdpica sin producir cambios en la

conducciéon normal de los nervios.
Duloxetina

Es un inhibidor potente y selectivo de la recaptacion de serotonina y noradrenalina, con poca o
ninguna afinidad sobre los receptores 5-HT, receptores de noradrenalina, de dopamina, de

acetilcolina o receptores opioides (Bymaster et al., 2001).
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Figura 7: Estructura quimica de duloxetina

Su mecanismo concreto en cuanto al alivio del dolor crénico no estid muy claro, aunque el
aumento de la participacién de serotonina y noradrenalina en las vias inhibitorias descendentes
0 su accion directa sobre corrientes neuronales de Na* podria explicar sus efectos (Thor et al.,
2007; Wang et al., 2010).

Fue el primer farmaco aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) para el tratamiento
del dolor asociado a neuropatia diabética (Perahia et al., 2006) y es uno de los tratamientos de

eleccién en fibromialgia.
Morfina

Es un alcaloide del opio que actia como agonista de receptores opioides localizados en
cerebro, médula espinal y otros tejidos. A diferencia de otros opioides, morfina se une

preferiblemente a receptores tipo y, aunque también es agonista de receptores & y k.

HO

H
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Figura 8: Estructura quimica de morfina

El efecto analgésico de morfina parece ser a través de dos mecanismos:

- Bloqueo de la transmision sinaptica, mediante la inhibicion de la liberacion presinaptica de

neurotransmisores excitatorios como SP.

- Estabilizando membranas mediante hiperpolarizacion neuronal, modulando la entrada de

ca” y K" a la célula, desensibilizado la membrana postsinéptica a la accién de SP.
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Estas dos acciones, una a nivel presinaptico y otra a nivel postsinaptico, se traducen en una

reduccién en la transmision neuronal con la consecuente produccion de un efecto analgésico.

Morfina esta indicada en dolores agudos y en crénicos de origen oncolégico. En los dolores
crénicos no oncolégicos suele ser tratamiento de segunda o tercera eleccién (Attal et al., 2006)
debido a que no ha mostrado ser efectivo en dolores neuropaticos, a la multitud de efectos
secundarios que presenta su uso a largo plazo, y la posibilidad de desarrollar fenémenos de

tolerancia (Benyamin et al., 2008).

Clonidina

Es un agonista de receptores a-2 adrenérgicos.

Cl
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Figura 9: Estructura quimica de clonidina

Parece que los efectos analgésicos de clonidina se deben a que es capaz de bloquear la
transmision nociceptiva reduciendo la liberacién de glutamato y SP desde las terminales
nerviosas (Calvillo and Ghignone, 1986) e imitando la acciéon de noradrenalina liberada via

inhibicién descendente (Stamford, 1995).

Esta indicado en dolor crénico intratable y en dolor neuropatico (Eisenach et al., 1996;
Hassenbusch et al., 2002; Siddall et al., 2000).

7. Nuevas dianas terapéuticas: Receptor sigma 1

Debido a sus multiples etiologias y mecanismos, el dolor sigue siendo un problema a la hora de
encontrar tratamientos eficaces. Se han introducido en el arsenal terapéutico farmacos
antiepilépticos, antidepresivos, antagonistas de receptores de NMDA, agonistas a-2
adrenérgicos y capsaicina entre otros, que parece que mejoran los estados patologicos de
dolor. No obstante, aunque la incorporaciéon de estos farmacos ha supuesto un avance en las
terapias, el dolor continda siendo persistente en muchos casos. Por este motivo, se siguen

buscando nuevas dianas farmacologicas, como es el caso del receptor ol, el cual ha sido
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motivo de estudio durante los Ultimos afios, por su posible implicacién en procesos de

sensibilizacién central y por ello ha sido uno de los focos de interés en esta Tesis.

7.1. Receptor ol

Los receptores o fueron descritos por primera vez como una subclase de receptor opioide
(Martin et al., 1976), por su interaccion con SFK-10,047 (N-alilnormetazocina) y benzomorfanos
relacionados. Debido a que se penso que SFK-10,047 era el prototipo de ligando para estos
receptores, adquirié la denominacion o, que proviene de la letra “S” del SFK-10,047.
Posteriormente se vio que este farmaco tenia otros lugares de unién.

Se conocen dos tipos de receptores: o1 y 02. Estos subtipos fueron determinados en funcion
de sus pesos moleculares, distribuciéon en tejidos y selectividad ante diferentes farmacos
(Hellewell and Bowen, 1990). El subtipo o1, ha sido estudiado con especial interés debido a
sus posibles aplicaciones neurofarmacoldgicas, ya que se ha visto que esta implicado en
procesos de memoria, aprendizaje, depresién, ansiedad, esquizofrenia y analgesia (Cobos et
al., 2008).

El receptor o1 es un polipéptido sencillo de 29-kDa, que fue clonado por primera vez del higado
de cobaya (Hanner et al., 1996). Posteriormente ha sido clonado en diferentes especies entre
las que incluimos, ratdn, rata y humanos (Guitart et al., 2004) no mostrando homologia con
otras proteinas mamiferas conocidas. Sin embargo, curiosamente, tiene una homologia del

30% con el gen de levadura que codifica la C7-C8 esterol isomerasa (Moebius et al., 1997).

Recientemente, se ha visto, que en realidad o-1 es una proteina chaperona con actividad
regulada por union a ligando. Estructuralmente difiere de los receptores acoplados a proteina G
y a canales i6nicos. Se han propuesto varias estructuras para este receptor, y en la actualidad
se sabe que consiste en una cadena de 223 aa que, en la membrana plasmatica, tiene dos
segmentos transmembrana, con los extremos amino y carboxilo terminal hacia el citoplasma
celular (Aydar et al., 2002). Ademas de las regiones hidrofébicas, que constituyen los dominios
putativos transmembrana, existen otros dos segmentos hidrofébicos adicionales que podrian

ser dominios de unién de esteroles (Chen et al., 2007).
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Figura 10: Topologia del receptor o1 (Matsumoto et al 2007). Consta de dos hélices que atraviesan la
membrana celular, dejando los extremos amino y carboxilo hacia el citoplasma celular y un bucle

extracelular.

Distribucién de los receptores

Los receptores o1 se encuentran ampliamente distribuidos en el organismo. Se pueden
encontrar en 6rganos como corazén (Novakova et al.,, 1995), pulmones, higado, rifién
(Kawamura et al., 2000) érganos reproductores como ovarios Yy testiculos, glandula adrenérgica
(Wolfe et al., 1989), bazo (Brent, 1996), tracto gastrointestinal (Harada et al., 1994), ojo (Ola et

al., 2001) y sistema nervioso.

En el sistema nervioso se encuentran tanto en periferia como a nivel central. Se han visto
receptores en el ganglio de la raiz dorsal, en laminas superficiales del asta dorsal y en regiones
motoras del asta ventral asi como en areas especificas involucradas en memoria, emocion y

funciones motoras, en cerebro.

A nivel subcelular se han encontrado receptores 1 en membrana del reticulo endoplasmatico,

membrana nuclear y membrana mitocondrial.

Diversos estudios han mostrado que los receptores gl son capaces de modular diferentes
sistemas de neurotransmision. Se ha notificado potenciacién de la neurotransmisién
glutamatérgica, colinérgica y serotoninérgica, asi como una modulacidon negativa del sistema
gabaérgico y un descenso en la liberacion de noradrenalina. También parecen estar implicados
en la modulacién de canales i6nicos como los de K* y ca™, pero hasta ahora se desconoce el

mecanismo por el cual ejercen esas modulaciones (Diaz et al., 2009).

Sin embargo, en el reticulo endoplasmatico, se ha propuesto un modelo a través del cual, los

receptores ol estarian modulando el flujo de calcio. Segun este modelo, los receptores IP3,
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ankyrina y el receptor ol estarian formando un complejo. En presencia de un agonista o1, el
receptor o1 y la ankyrina se disociarian del receptor IP3, permitiendo la unién de IP3 a su
receptor y aumentando asi el flujo de Ca®*. Mientras que, cuando se produce un bloqueo del
receptor ol por un antagonista el resultado seria una disociacion de la ankyrina,
permaneciendo el receptor ol unido al de IP3, de tal manera que IP3 no podria interaccionar

con su receptor impidiendo la potenciacion en el flujo de calcio (Cobos et al., 2008).

Ankyrina

Receptor ‘L Receptor Ca

InsP3 N\ M o1 )
RRRRR RRR nera AR RRR
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produccion de
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. InsP3
ca | produccion de ca
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Figura 11: Modelo de la modulacién de sefializacion de ca® por receptores ol propuesto por Hayashi y
Su en 2001. El receptor InsP3, ankyrina y el receptor 01 estarian formando un complejo. Por accion de un
agonista o1, el complejo o1-ankyrina se disocia del receptor InsP3, que se transloca, produciendo un
aumento del flujo de ca?". Por union de un antagonista, el receptor o1 se disocia, permaneciendo la
ankyrina unida al receptor InsP3, impidiendo la potenciacién del flujo de ca* (modificado de Cobos et al.,
2008).

Ligandos endégenos y exdgenos

Se han buscado ligandos enddgenos para el recetor gl, no obteniendo un gran éxito en su
busqueda. Quiza, la razon, es que ol no se corresponde con el modelo clasico de receptor, al
ser en realidad una chaperona, y quizd no existan ligandos endogenos para él. Aun asi
diversos neuroesteroides han mostrado afinidad por el receptor, concretamente progesterona,
para la cual se ha visto una afinidad nanomolar por el receptor en el cerebro de cobaya y en
bazo, (Su et al., 1988) pero sin embargo, no se ha visto un efecto fisiolégico derivado de su

union.
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Se penso que otro ligando enddgeno podria ser el neuropéptido Y (Roman et al., 1989) pero no
se ha podido confirmar. También se ha visto en estudios de radioligando, que determinados
cationes divalentes como Mg**, Mn*, Ca®*, zn®* y Cd*" interaccionan con o1 (Connor and
Chavkin, 1992).

Un aspecto interesante del receptor gl es el amplio abanico de ligandos exdégenos, con
estructuras y funciones muy diferentes. Se ha demostrado su unién a neurolépticos como el
haloperidol, antidepresivos como la fluvoxamina, antitusivos como el dextrometorfano y drogas

de abuso como la cocaina y la metanfetamina.

Se ha postulado que los ligandos del receptores gl no tienen un efecto por si mismos, sino que
modulan las vias de sefializaciébn activadas tras la estimulacion de otros sistemas en
condiciones fisiopatolégicas. Por lo que estos ligandos ol podrian ser una diana terapéutica
interesante, ya que seria efectiva en condiciones de patologia e inactiva en situaciones

fisiologicas.

7.2. Receptor ol y dolor

Como se ha descrito en el apartado anterior, poco se sabe de los mecanismos exactos a través
de los cuales, los receptores Gl ejercen su accion, pero si parece claro, que adquieren un
papel importante en la modulacién del dolor inflamatorio y neuropatico, y no en el dolor

nociceptivo.

Antagonismo de receptores ol como estrategia analgésica

Bajo condiciones de sensibilizacion inducida por inyeccién de capsaicina y formalina, o tras
dafio en un nervio periférico, se han visto efectos antinociceptivos por unién de antagonistas

del receptor y en ratones KO.

En ratones KO, capsaicina no induce hipersensibilidad mecanica (Entrena et al., 2009b) y en el
test de formalina el dolor se ve disminuido en ambas fases (Cendan et al., 2005b). Ademas se
ha visto que la hipersensibilidad mecanica y la alodinia al frio inducida por paclitaxel (Nieto et
al., 2012) y por ligadura parcial del nervio ciatico (de la Puente et al., 2009) se veia fuertemente

reducida en estos ratones KO.

El antagonismo de los receptores, ha mostrado efectos similares a los que se producen en
ratones KO. Experimentos con haloperidol, el cual ha mostrado ser antagonista o1, muestran
una reduccién en las respuestas a dolor en el test de formalina (Cendan et al., 2005a) y a
sensibilidad inducida por capsaicina en animales naive por efecto de éste (Entrena et al.,
2009a). Otros farmacos antagonistas selectivos, como BD-1063, BD-1047 y NE-100,

administrados via subcutanea también han producido una inhibicion dosis dependiente de la
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alodinia mecanica inducida por capsaicina, y sus efectos se han visto revertidos por PRE-084,

un agonista o1 (Entrena et al., 2009b).

El blogueo de los receptores a nivel espinal, por BD-1047, también produce una reduccién de
la respuesta en la segunda fase del test de formalina (Kim et al., 2006) y previene la regulacion

a la alta de receptores NMDA tras neuropatia (Roh et al., 2008).

Parece entonces, que tras un proceso de sensibilizacién, producido por inyeccion de
capsaicina y formalina, y tras neuropatia producida por ligadura de un nervio periférico o
inducida por un tratamiento con paclitaxel, el bloqueo de estos receptores tiene un efecto

analgésico.

7.3. Receptor o1 y morfina

La posibilidad de una interaccion entre receptores ol y el sistema opioide, abre una ventana en
el tratamiento de determinados tipos de dolor crénico. Los farmacos opioides se utilizan en la
practica clinica habitual para el tratamiento de diferentes tipos de dolor crénico, pero su uso se

ve limitado debido a los fendmenos de tolerancia y a sus efectos secundarios.

Los estudios de interaccion de ambos sistemas indican una potenciacién del efecto analgésico
opioide por antagonismo del receptor o1, sin verse potenciados los efectos no deseados de los
opioides. Por lo tanto, dosis menores de opioide serian necesarias para conseguir el mismo
efecto terapéutico, reduciéndose de esta manera los efectos no deseados (Sanchez-Fernandez
etal., 2013).

Morfina es uno de los fdrmacos opioides mas utilizado en terapéutica, y también el que mas se
ha estudiado en relacidn con ol. La primera evidencia de una interaccién entre receptores 61y
receptores opioides, fue descrita en 1993 por Chien y Pasternak (Chien and Pasternak, 1993).
En estos estudios se vio como (+)-pentazocina, un agonista ol, antagonizaba el efecto
analgésico de morfina, administrada via sistémica, tanto a nivel espinal como supraespinal.
Estudios posteriores mostraron, que tras administracion de la (+)-pentazocina via espinal o
supraespinal, no habia potenciacion del efecto analgésico de la morfina a nivel espinal (Mei
and Pasternak, 2002). Se pens6 por tanto que el efecto observado a nivel espinal tras
administracion del agonista 01 y de la morfina via sistémica, podria ser el resultado de una

interaccién a nivel periférico y no tanto a nivel espinal.

En relacion a esta posible interaccién a nivel periférico, estudios recientes (Sanchez-Fernandez
et al., 2013) han mostrado un efecto sinérgico en la antinocicepcion mecanica de morfina en
ratones KO ol igual a la que se observa en animales naive tras administracion del farmaco
experimental S1RA, sin alterar los efectos no analgésicos, tales como locomocién y transito

gastrointestinal, lo cual hace pensar que esta interaccién sinérgica, podria estar sucediendo a
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nivel periférico.

Por otro lado, el haloperidol, un antagonista ol, potencia significativamente el efecto de
morfina. Esta potenciacién por un antagonista sugeria una posible actividad ténica del sistema
ol. Finalmente, se ha descrito una interaccion fisica y funcional entre el receptor ol y los

receptores y-opioides (Kim et al., 2010).

Estos estudios, parecen indicar, por lo tanto, que el efecto sinérgico en la analgesia de morfina
producido por antagonismo de receptores o1, parece quedar restringido a periferia y a nivel

supraespinal.

7.4. Farmaco experimental S1RA

S1RA nace de la necesidad de encontrar una molécula antagonista para los receptores gl con

una posible aplicacion directa en la clinica.

Posee una afinidad muy alta por los receptores (Ki=17nM), y no ha mostrado afinidad por otros
170 receptores, canales i6nicos y enzimas probados (Diaz et al., 2012; Romero et al., 2012).
S1RA tiene unas propiedades quimicas que permite que atraviese barrera hematoencefalica y

se una a receptores g1 en el sistema nervioso.

Figura 12: Estructura quimica del farmaco experimental S1RA

S1RA ha mostrado ser capaz de inhibir de manera dosis-dependiente la nocicepcién inducida
por formalina, la hipersensibilidad mecanica inducida por capsaicina y la hipersensibilidad

mecénica y térmica inducida por lesion en un nervio (Romero et al., 2012).

Actualmente el farmaco ha superado con éxito los estudios de tolerabilidad, seguridad y
farmacocinética en fase |. Ha mostrado ser bien tolerado tanto en hombres como mujeres a
dosis Unicas de hasta 800 mg y a dosis multiples de hasta 400 mg una vez al dia durante 8

dias, sin toxicidades limitantes de la dosis o efectos adversos graves observados.
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Estudios farmacoldgicos en reflejos motores de médula espinal

I. OBJETIVOS

El estudio de los reflejos espinales y mas concretamente el fenémeno de wind-up, ha sido
utilizado como herramienta para evaluar los posibles efectos analgésicos de farmacos con
accion central. Aungue como ya se ha dicho anteriormente, el wind-up no es equivalente a
sensibilizacion central, se ha propuesto como una forma de plasticidad dependiente de
actividad, similar a la que ocurre en las primeras etapas de sensibilizacion (Herrero et al.,
2000). Por ello parece ser de interés, para el estudio del efecto de farmacos en la transmision

somatosensorial a través de la médula espinal.
Tres han sido los objetivos de este capitulo:

1. Estudiar el efecto de diferentes farmacos en los reflejos espinales en animal naive. El
objetivo de este grupo de experimentos consistié en la basqueda de un patron de accién, de
diferentes compuestos analgésicos centrales, en los reflejos espinales, que puedan servir para
predecir el potencial analgésico de nuevas moléculas experimentales. En este sentido se han
escogido diferentes farmacos de elecciéon en la clinica para diferentes procesos de dolor

crénico, y se ha comparado sus efectos con el del farmaco experimental S1RA.

2. Establecer la eficacia de S1IRA en médula espinal de animal naive frente animal inflamado.
Los receptores gl parecen tener especial relevancia en situaciones de dolor patoldgico, por lo
que parece interesante estudiar el efecto de S1RA durante un proceso inflamatorio y

compararlo con situacién basal.

3. Estudiar la posible interaccion entre S1IRA y morfina en los reflejos espinales. Existen
estudios experimentales que han mostrado una interaccién entre el receptor o1 y morfina
(Chien and Pasternak, 1993; Mei and Pasternak, 2002; Sanchez-Fernandez et al., 2013; Chien
and Pasternak, 1994). Aunque esta interaccién no parece suceder a nivel espinal (Mei and
Pasternak, 2002), se realiz6 un grupo de experimentos preliminares, para comprobar si se
producia un efecto sinérgico tras perfusion de ambos farmacos directamente sobre la médula

espinal.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos experimentales realizados en el transcurso de la elaboracion de esta Tesis
se llevaron a cabo segun las regulaciones vigentes sobre el bienestar de los animales de
experimentacién y la conformidad del Comité Etico de Experimentacion Animal de la

Universidad de Alcala.

Los animales fueron criados en el centro de experimentacion animal de la Universidad de
Alcala, donde se mantenian estabulados en condiciones de temperatura controlada, con ciclos

de luz de 12 horas y sin limitacion de comida ni agua.

I1.1. Animales

En este bloque de experimentos se utilizaron ratones C57BL6 neonatos de entre 6 y 10 dias de

edad, con un peso comprendido entre los 3.5y los 6.5 g.

Para un bloque de experimentos se utilizaron ratones a los que se les inyecté carragenina
lambda disuelta en NaCl 0.9%, a una concentracion del 30% p/v, con el fin de producir una
inflamacion visible y evaluable. El proceso inflamatorio se produjo mediante la inyeccién del
agente pro-inflamatorio 20 horas antes de la extraccion de la médula, via intraplantar y en
ambas patas posteriores. La inyeccion se realizé usando jeringas de 1 ml, y agujas de 12 mm,
inmovilizando al animal con una mano e inyectando, lentamente, en la planta de la pata, la

carragenina, observando de manera instantanea la inflamacion.

Justo antes de la extraccion de la médula se evaluaban dos parametros para comprobar que la

inflamacion se habia realizado correctamente y era mantenida:

- Diametro de la pata: con ayuda de un calibre, se media el diametro, comprobando que

existia un aumento con respecto a situacién basal.

- Sensibilizacion en el éarea inflamada. Para ello se utilizaron filamentos Von Frey,
aplicandolos en sentido ascendente de fuerza, y anotando la fuerza a la cual el animal

retiraba la pata.

I1.2. Anestesia

Previa extraccion de la médula espinal, se procedié a inducir un estado de anestesia general.

Una vez terminado el proceso, todos los animales fueron sacrificados mediante decapitacion.

El estado de anestesia se indujo administrando uretano 2g/kg, via intraperitoneal. El uretano
produce una anestesia rapida, profunda y de lenta recuperacion. En ocasiones, cuando la
primera anestesia no producia la anulacion completa de los reflejos, se procedia a realizar una

segunda inyeccién con ¥ o % del volumen inicial.
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Una vez anestesiado, el animal se colocaba en hielo sobre su parte dorsal, reduciendo asi el

metabolismo celular y el flujo sanguineo en la zona.

I1.3. Extracciéon de la médula espinal

Tras 2-3 minutos, se retiraba el animal del hielo y se colocaba estirado sobre un corcho, fijando
las patas a éste con cinta adhesiva. Una vez anestesiado y colocado el animal, se retiraba la
piel que recubre la parte dorsal y se comenzaba a aplicar, con una pipeta Pasteur, liquido
cefalorraquideo artificial (LCRA) previamente enfriado a 4°C, de manera constante y hasta el

final de la cirugia.

Una vez expuesta la columna vertebral, y bajo una lupa binocular se procedia a realizar la
laminectomia, utilizando material de microcirugia. Se comenzaba con un corte transversal a la
altura de las vértebras cervicales, rompiendo el arco vertebral sin seccionar la médula espinal.
Una vez realizado este corte, se procedia a seccionar el resto de vértebras introduciendo las
tijeras de modo lateral, con cuidado de no tocar la médula espinal, separando asi la columna
vertebral de la médula y en sentido caudal. Una vez se tenia expuesta, se realizaba un corte
para seccionarla en su regiéon mas rostral. Con ayuda de unas pinzas de punta curva y muy fina
se sujetaba la médula espinal por las meninges para proceder a separar la regién ventral de la
médula espinal, de la columna vertebral. De esta manera se tenia la médula espinal liberada
completamente y con las raices dorsales y ventrales intactas. En este momento se transferia a
una placa Petri con un fondo de Sylgard (Sylgard 184 silicone elastomero kit, Dow Corning,
USA) llena de LCRA a 4°C, oxigenado constantemente mediante un tubo. La médula se fijaba
por las meninges, con alfileres de 0.1 mm de grosor. En este momento se retiraban las capas
meningeas mas externas a lo largo de toda la médula y se separaban las raices dorsales y

ventrales.

I1.4. Mantenimiento de la médula espinal

La médula espinal era transferida a la camara de registro, fijada con alfileres de 0.1 mm, y

perfundida constantemente con LCRA oxigenado.

La composicion del LCRA era (en mM): NaCl (128), KCI (1.9), KH2PO4 (1.2), MgSO, (1.3),
CaCl, (2.4), NaHCO; (26), glucosa (10), con un pH de 7.4. Los componentes se pesaban
previamente y se disolvian en agua ultrapura, producida por un aparato de la marca milliQ,
justo antes del experimento. La temperatura del liquido se mantenia a 23 + 1°C. El LCRA se
gaseaba constantemente con carbdgeno (95% O, — 5% CO,) para mantener una oxigenacion

homogénea.

El bafio tenia un fondo de Sylgard y constaba de dos camaras separadas, la primera de ellas,

mas grande, para la colocacién de la médula y el registro electrofisiol6gico, y la segunda, mas
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pequefa, para la evacuacion de LCRA. Esta disposicién permitia la retirada del liquido sin
crear turbulencias en la parte de registro. La tuberia de entrada conectaba el bafio con el
sistema de perfusién y la de salida llevaba el liquido a un depdsito de recogida.

El sistema de perfusion funcionaba por gravedad, con una velocidad de flujo ajustada a 4 + 2
ml/min y permitia la aplicacién de compuestos. Este sistema constaba de un depésito principal
de 500 ml, que se rellenaba manualmente, situado a unos 45 cm sobre el bafio y conectado
con éste mediante tuberias de silicona de 5 mm de diametro interno. Interpuestos en este
sistema se situaban tres depdsitos calibrados de 60 ml cada uno, que mediante llaves de paso
de tres vias se podian conectar o desconectar al resto del sistema de perfusion. Estos

depdsitos se utilizaban para la aplicacion de farmacos (ver figura 13).

Todo el sistema se encontraba montado sobre una mesa antivibratoria (Technical
Manufacturing Corporation, MA, USA), y ésta a su vez estaba situada dentro de una caja de
Faraday que sélo dejaba un lateral abierto para permitir trabajar dentro de ella. La caja de

Faraday a su vez estaba conectada a tierra.

e Caja de Faraday

Depdsito principal

Despésitos secundarios

_____ %\ \ Camara de registro

Mesa antivibratoria

- s Depésito de recogida

Figura 13: Disposicion de los elementos del sistema de perfusion, de manera esquematica. Todo el
sistema se encuentra sobre una mesa antivibratoria y en el interior de una caja de Faraday. El LCRA se
encuentra en los depositos superiores continuamente burbujeado. Los depdsitos secundarios se utilizan
para la perfusion de farmacos mediante llaves de 3 vias situadas en el circuito de perfusién. En la camara
de registro se observan 2 regiones diferenciadas, una parte de mayor tamafio, para colocar el tejido y otra

de menos tamafio que permite la evacuacioén del liquido sin cambios bruscos de nivel.
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I1.5. Estimulacion eléctricay protocolo de estimulacion

En todos los experimentos electrofisioldgicos se activaban las aferentes primarias mediante la
estimulacién eléctrica de una raiz dorsal del segmento lumbar (normalmente el L4 o L5)

utilizando electrodos de succién de vidrio.

La raiz se introducia dentro del electrodo practicamente en su totalidad, dejando un milimetro
de distancia con la médula espinal para evitar la estimulacién directa de las neuronas
intraespinales y/o de fibras de paso. Los electrodos utilizados se desarrollaban a partir de
capilares de boro-silicato (Clark Electromedical Instruments, GC120-10) modificados a la llama
para ajustar su diametro interno al grosor de la raiz. Estos electrodos se denominan de succion
por estar conectados a una jeringa cuya fuerza de succidn se emplea para llenarlos con el
propio LCRA en primer lugar y para introducir la raiz en el electrodo una vez que estan llenos.
Para la estimulacién de la raiz dorsal se empleaba un electrodo de succién lleno de LCRA al
que se ponia una espiral de hilo de plata por la parte externa y otro hilo de plata en el interior,
en contacto con el LCRA. Entre ambos filamentos se generaban los pulsos de corriente que

estimulaban las fibras de la raiz dorsal.

La estimulacién eléctrica de la raiz dorsal genera una serie de respuestas, que se registraron
como reflejos espinales por medio de electrodos de succidn situados en la raiz ventral que
correspondia con el par dorsal, siendo el polo de referencia para los electrodos de registro un
electrodo de plata (Ag/AgCl pellet, WPI, Inc., USA) que se encontraba sumergido en el bafio de

registro.

Electrodo de Electrodo de
estimulacion registro

Figura 14: En la fotografia se muestra la disposicion de la médula espinal en el interior de la camara de
registro. La médula se encuentra con su region dorsal dispuesta hacia arriba. En esta parte superior se
observa una de las raices dorsales introducida en un electrodo de estimulacién, con una espiral de hilo de
plata alrededor. En la parte inferior se puede apreciar la raiz ventral del mismo segmento, dentro del

electrodo de succidn que corresponde con el de registro.
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El protocolo de estimulacion consistia en aplicar pulsos de diferentes intensidades de manera
ascendente. La eleccion de intensidades se basé en estudios preliminares realizados en el
laboratorio, en nervio ciatico de ratén neonato. En todos los casos la duracién del pulso fue de
200 ps, y las intensidades utilizadas fueron 10 y 20 pA, para estimular Unicamente fibras AB o
de bajo umbral, 40 YA , para estimular fibras AR y Ad, y de 60, 100 y 200 pA para reclutar
ademas fibras C. El tiempo de reposo minimo de la médula espinal entre dos estimulos

unitarios era de 60 s.

Ademas de estimulos unitarios, también se aplicaban trenes de estimulos de alta intensidad a
baja frecuencia (1 Hz), que permitian observar el fenémeno de tipo Wind-up (Mendell and Wall,
1965), que consiste en un aumento de la excitabilidad a medida que progresa el tren de
estimulos. Este aumento de la excitabilidad se caracteriza por un aumento del nimero de

potenciales de accién y por un aumento en la despolarizacion.

La duracion, la frecuencia y el intervalo de los pulsos eléctricos de estimulacién se controlaban
con un sistema Master-8; la intensidad de los pulsos era controlada por un estimulador ISO-flex
(ambos de AMPI, Israel).

11.6. Tratamiento de las sefiales bioeléctricas

Las sefiales registradas de la raiz ventral se amplificaban x10 por un pre-amplificador DC
(Dagan 4001, Corporation, Mineapolis, Estados Unidos) al cual se acoplé directamente el
electrodo de registro, y posteriormente se volvié a amplificar la sefial x100, a través de un
amplificador AC-DC (EX4-400 Quad Differential amplifier, Dangan Corporation, Mineapolis,

Estados Unidos) hasta conseguir una amplificacion final de 1000 veces la sefial registrada.

La sefial se pasé por un sistema de eliminacién de ruido (HumBug Quest Scientific, Canadd).
Tras ello, la sefial se envido de nuevo al amplificador, para amplificarla nuevamente (x20)
utilizando otro canal en modo AC y posteriormente se eliminaron las frecuencias menores de
300 Hz y mayores de 1200 Hz.

Las sefiales bioeléctricas se monitorizaban en un osciloscopio Gould 6100 (200 MHz) y
simultaneamente eran enviadas por medio de un convertidor analégico-digital (CED 1401 plus,
Cambridge Electronics Design Ltd, UK) a un ordenador, en el cual las sefales se podian
visualizar utilizando un programa de adquisicion de sefiales bioeléctricas (Spike 2, versién 7.09

Cambridge Electronics Design Ltd, UK).
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Sistema de estimulacion
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Osciloscopio  Conversor analégico-digital Ordenador

Figura 15: En la figura se muestra la disposicion del equipo utilizado para el registro y la estimulacion. En
la parte derecha se muestra un esquema de un segmento lumbar de la médula espinal que tiene situado
un electrodo de succidn para estimular la raiz dorsal (parte superior) y otro electrodo en la raiz ventral
para el registro (parte inferior). La sefal registrada de raiz ventral pasa por diferentes equipos antes de
llegar al ordenador, un amplificador, hum bug, osciloscopio, y un conversor analdgico digital. En azul se
muestra la sefial en DC y en verde en AC. Para estimular se utilizé un sistema Master-8 que se podia

controlar a través del ordenador, acoplado a un estimulador Iso-Flex (en rojo).

Las respuestas AC y DC se digitalizaban y almacenaban a una frecuencia de 10 KHz, para su

posterior analisis con aplicaciones informéticas desarrolladas en nuestro laboratorio.

I1.7. Caracteristicas de las respuestas

Los potenciales de la raiz ventral evocados por la estimulacion de la raiz dorsal tienen un perfil
caracteristico en el canal DC que consiste en un primer pico rapido, de gran amplitud, causado
por la activacién monosinaptica sincronica de las motoneuronas a (RMS) y una onda lenta de
baja amplitud originada por potenciales postsinapticos excitatorios asincrénicos en las
motoneuronas, producidos por activacion de circuitos polisinapticos. Se tomé como medida del

RMS la amplitud, en mV, y de la onda lenta, el area bajo la curva, en mV*s,

40



Estudios farmacoldgicos en reflejos motores de médula espinal

0.1
mV
10 ms

Figura 16: Ejemplo de registro original DC, donde se ve el area de despolarizacién tras un estimulo de
baja intensidad (200us*20upA). Ampliando la imagen en la zona del artefacto de estimulo observamos un

pico pronunciado que corresponde con el RMS.

El aumento de la intensidad del estimulo hace variar cuantitativamente la respuesta, pero no

cualitativamente.

Estas mismas respuestas observadas en el canal AC, consisten en un pico de corta latencia
debido al RMS seguido de algunas variaciones sobre la linea base. En este modo se pueden
observar una serie de eventos rapidos (< 2 ms), sobre todo utilizando estimulacion repetitiva de
alta intensidad, originados por potenciales de acciéon compuestos y que pueden tener amplitud
y duracion variable dependiendo de la simultaneidad con la que se produzcan. Las medidas
realizadas en esta respuesta consistian en contar el nimero de eventos que superaban un
umbral que se situaba manualmente por encima del nivel medio del ruido. Para estimulos

unitarios se media el nUmero de potenciales por respuesta.

0.1
mV

05s

Figura 17: Registro original en AC, donde se ven los potenciales de accidn evocados tras un estimulo de
baja intensidad (200us*20uA). El contaje de espigas se hacia colocando una linea umbral (linea rojo

discontinua) y se contaban las sefiales por encima de ese umbral.
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En el caso del tren de estimulos el nimero de eventos suele ir en incremento progresivo ante la
repeticion del estimulo (figura 17). Se cont6 el nimero de eventos para cada estimulo y se

tomaron dos medidas:
- Nudmero de espigas totales: suma total de potenciales de accién en cada tren.

- Indice de wind-up: se obtenia restando, al nimero de espigas contadas en el Ultimo
estimulo, el nimero de espigas registradas en el primer estimulo y este valor dividido por el

tiempo entre ambos estimulos (14s).

Con el fin de excluir actividad debida a la estimulacion de las fibras A en los trenes, solo se
median los eventos que aparecian en una ventana de entre 100 a 990 ms desde el artefacto

del estimulo.

Figura 18: Ejemplo original de wind-up. La imagen de la izquierda muestra la sefial DC, en donde se
observa el area de despolarizacion acumulada. En la imagen de la derecha vemos la misma sefial filtrada
AC, donde se ve el nimero de espigas totales durante el tren de estimulos. En ambos casos se observa

un aumento de la sefial segun aumenta el nimero de estimulos.

11.8. Preparacion y aplicacion de los farmacos

Los farmacos utilizados se habian alicuotado y congelado previamente a distintas
concentraciones, desde 1 mM a 100 mM en agua mili-Q, en funcién de la concentracion a la
que iban a ser utilizados posteriormente. En el momento del experimento, se diluia la cantidad
de alicuota necesaria en 100 ml de LCRA, y se perfundia a través de uno de los depdsitos,
posicionando la llave de paso, en la posicidon que dejara pasar el farmaco cortando la perfusion
de LCRA.

En todos los casos y para todos los farmacos utilizados, el tiempo de perfusiéon fue de 30
minutos. Tras aproximadamente 3 minutos, desde el inicio de la perfusién del farmaco, éste se

fue recuperando para su continua perfusion.
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En el estudio comparativo en el efecto de los distintos farmacos, en animales naive, se
perfundieron dos o tres concentraciones distintas del farmaco de manera acumulada, sin

tiempo de lavado entre la perfusion de una concentracion de farmaco y la siguiente.

En los estudios de comparacion del efecto del farmaco experimental S1RA, en médulas
procedentes de animal ndive y médulas procedentes de animales inflamados, se utilizé una

Unica concentracién por experimento.

En el caso de los estudios de potenciacion del efecto de morfina con el farmaco S1RA, ambos

farmacos se disolvieron y prefundieron juntos, en el mismo recipiente.
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[ll. RESULTADOS

11.1. Efecto de diferentes farmacos en los reflejos espinales en animal néive

Se comparo el efecto de una serie de farmacos analgésicos de accidn central, clonidina,
morfina, pregabalina y duloxetina, con el producido por el farmaco experimental S1RA, en los
reflejos espinales. Con los resultados obtenidos, se realizaron graficas concentracidn-
respuesta para el nimero de espigas totales (figural9a) y el area de despolarizacién
acumulada (figura 19b) en el tren. En ambos casos, todos los farmacos mostraron una
reduccion concentracion dependiente de ambos parametros, siendo mas evidente esta

reduccion en el numero de espigas que en el area de despolarizacion acumulada.
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Figura 19: Efecto concentracion-respuesta de los diferentes farmacos usados, en el nimero de espigas
totales (a) y en el area de despolarizacion acumulada (b) producida por el tren de estimulacion. Los
puntos graficados corresponden con un minimo de 3 observaciones y hasta un maximo de 7. Los datos se

muestran como porcentaje con respecto al control.

En el caso de los efectos en el nimero de espigas del tren, clonidina, duloxetina y el farmaco
experimental S1RA, mostraron reducciones mas marcadas a medida que aumentaba la
concentracion, llegando en algunos casos, como duloxetina, a abolir completamente la sefial.
Sin embargo, observando las curvas de pregabalina y de morfina, si bien un aumento en la
concentracién no producia efectos mucho mayores, el efecto era ya muy evidente desde
concentraciones muy pequefias (figura 19a). Pregabalina muestra reducciones del 40% a

concentraciones de 1 nM, y morfina a 10 nM.

En la despolarizacién acumulada (figura 19b) durante el tren, las reducciones mas marcadas

las mostraron morfina y duloxetina.
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A partir de la grafica obtenida para la reduccién de espigas y los valores obtenidos de ICxq (-8.2
+ 0.36 para clonidina, -6.7 + 0.8 para morfina, -6.5 + 0.49 para pregabalina, -4.6 + 0.6 para
duloxetinay 3.3 £ 1.7 para S1RA) se seleccioné para cada farmaco una concentracién a la que
el efecto fuese de aproximadamente el 50% de reduccion, para posteriores analisis. Las
concentraciones escogidas fueron 10 nM para clonidina, 0.1 yM para morfina, 1 uM para

pregabalina, 10 uM para duloxetina y 30 uM para el farmaco experimental STRA.
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Figura 20: Registros originales del efecto de cada uno de los farmacos en el wind-up, a las

concentraciones a las que su efecto en la reduccion del niumero de espigas fue del 50%. Obsérvese
ademés, como a esas concentraciones el RMS no sufre variaciones en su amplitud en ninguno de los

farmacos, excepto en el caso de duloxetina, que se ve una pequefia reduccién.
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111.1.1. Efecto en el indice del wind-up

A las concentraciones seleccionadas, como se ha dicho anteriormente, todos los farmacos

producian una reduccién de aproximadamente el 50% en el nimero de espigas totales en el

tren. A nivel cualitativo, sin embargo, se encontraron diferencias en dicha reduccion.

Calculando el indice de wind-up, se observa como morfina y duloxetina no sufren una variacion

significativa, mientras que pregabalina, clonidina y el farmaco experimental S1RA si sufrieron

una reduccioén en dicho parametro (tabla 2 y figura 20).

Clonidina Morfina Pregabalina Duloxetina S1RA
10nM (n=7) | 0.1 uM (n=5) | 1 uM (n=4) 10 uM (n=5) | 30 uM (n=6)
Indice de | Control 8.8+27 6.2+2.2 9.6+1.9 71+138 8.3+3.6
wind-up
. Farmaco 10x12* 4.9+2.7 40+£06* 55+1.4 39+22*
(espigas/s)
NGmero de Control 4139 + 824 2676859 2623 £ 739 3284 + 933 3581 + 797
espigas
totales Famaco 2242 £ 678 * | 1473+512* 972+ 371* 1977 £ 713 * | 2054 + 875 *

Tabla 2: En todos los casos la reduccién en el nimero de espigas totales fue de alrededor del 50% (Test-t

pareado, p<0.05). En cuanto al indice de wind-up, se observa que tan sdlo clonidina, pregabalina y el

compuesto experimental S1RA tuvieron un efecto significativo (Test-t pareado, p<0.05).
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Figura 21: Efecto de cada uno de los farmacos sobre el indice de wind-up. Se observan dos grupos
diferenciados en cuanto al tipo de efecto. El compuesto experimental se comporta de manera similar a

pregabalina y clonidina.

El nimero medio de espigas y el indice de wind-up en cada experimento antes de la perfusion
de los farmacos, no fue estadisticamente significativa entre los diferentes grupos (n=27; media

del nimero de espigas = 3340 + 367; media del indice de wind-up = 8.0 = 1.2 espigas/s).

111.1.2. Respuesta a estimulos unitarios

Se analizo la reduccion en el numero de espigas a estimulos unitarios de baja (200 ps *20 pA)
y alta (200 ys *200 pA) intensidad, comparandolo con el efecto producido sobre el tren y el
efecto de los farmacos en la amplitud del RMS ante estimulos de alta intensidad.

49



Estudios farmacoldgicos en reflejos motores de médula espinal

Efecto en el nimero de espigas ante estimulos de baja y alta intensidad

Comparando los efectos observados a estimulos unitarios de alta y baja intensidad, no se
puede concluir que exista un efecto asociado a la intensidad del estimulo. Sin embargo si se
observaron diferencias comparando estos efectos, con el efecto producido en el tren. Clonidina,
pregabalina y S1RA produjeron reducciones mayores en las respuestas evocadas por el tren

que por estimulos unitarios (tabla 3).

Clonidina Morfina Pregabalina Duloxetina S1RA

10 nM (n=7) 0.1 uM (n=5) 1 pM (n=4) 10 uM (n=5) 30 uM (n=6)

Estimulo unitario
intensidad de 37.2+16.1 47.2+3.6 31.2+26.4 50.5+9.6 32+12

fibra A

Estimulo unitario

intensidad de 22.1+75 34.9+7.3 24.3+6.1 476 £8.1 225+14.4
fibra C

Estimulo

repetido de alta 53.13+11.46 42.5+8.9 62.8+5.4 43.15+8.4 50.7+ 12.3
intensidad

Tabla 3: Efecto, mostrado como media del porcentaje de reduccion + SEM, de cada farmaco analgésico a
la concentracién en la que tuvieron aproximadamente el 50% de reduccién en el nimero de espigas del

tren.

El nimero de espigas antes de la perfusion de los farmacos a las diferentes intensidades no
resulto ser estadisticamente significativa entre los distintos grupos (n=27; media en el nimero
de espigas = 381 + 63 a baja intensidad y 524 + 69 a alta intensidad).

Efecto en el reflejo monosinaptico (RMS)

El reflejo monosinaptico se considera una medida de especificidad para comprobar que los
efectos de los farmacos no afectan al reflejo miotatico. Se midié su amplitud a estimulos
unitarios de alta intensidad (200 us * 200 pA), ya que, a esta intensidad, esta sefial se

encuentra completamente saturada.
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Se realiz6 una curva concentracién-respuesta para este parametro. Tan so6lo morfina y
duloxetina mostraron reduccion a alguna de las concentraciones probadas. Para morfina la
reduccién fue de alrededor del 30% a 10 pyM (concentracion mas alta probada para este

farmaco), y duloxetina llegd a abolirlo completamente a 100 uM (figura 22).
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Figura 22: Curva concentracion-respuesta en la amplitud del reflejo monosinaptico a estimulos Gnicos de
alta intensidad (200 ps * 200 pA). Obsérvese, como s6lo morfina y duloxetina tienen efecto en este
pardmetro a partir de concentraciones de 10 yM (-5).

De manera resumida, tanto clonidina, pregabalina como S1RA mostraron efectos similares al
tren, reduciendo no solo el nUmero de espigas de manera cuantitativa, sino también de manera
cualitativa al reducir el indice de wind-up. Ademas, ninguno de ellos, tuvo efecto en el reflejo
monosinaptico a ninguna de las concentraciones probadas.

Por otro lado, tanto morfina como duloxetina, mostraron un perfil en el que la reduccion en el
namero de espigas no iba acompafado de una reduccion en el indice de wind-up, y para

ambos farmacos se encontrd alguna concentracién a la cual el RMS se veia afectado.
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Efectos en respuesta
ante estimulos Clonidina Morfina Pregabalina Duloxetina S1RA

repetidos

Inhibicién concentracion
dependiente en el Si Si Si Si Si

namero de espigas

Efecto maximo en las >70% ~ 70% ~ 70% >70% >70%

espigas totales

Reduccioén del indice de
wind-up a si No si No si
concentracion 50%

efecto

Efecto fuerte en Si Si

despolarizacion No No No
acumulada (>10 um) (>10uM)

Curso temporal de la

inhibicion a prolongado prolongado prolongado prolongado prolongado
concentracion 50%

efecto

Efectos en el reflejo

monosinaptico

Inhibicién a la

concentracién que Si

produce reduccion del No No No No
50% en el nimero de (modesta)

espigas

Inhibicién a la Si Si
concentracion mas alta No No No

probada (modesta) (fuerte)

Tabla 4: Resumen donde se muestran los efectos de cada uno de los farmacos probados en los distintos

parametros estudiados.
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11.2. Efecto de S1RA en médula espinal de animal néive frente animal inflamado.

Para el estudio comparativo del efecto de S1RA entre animal ndive y animal inflamado, se
perfundié una Unica concentracion de S1RA por experimento, tal y como ha sido descrito en la

seccién de Materiales y Métodos de éste Capitulo.

Se vio el efecto de S1RA en un total de 26 animales de ambos grupos.

11.2.1. Evaluacién del proceso inflamatorio

Se evalud el proceso inflamatorio en un total de 16 animales control y en 15 con inflamacion,

de los 26 totales, en cada caso.

El proceso inflamatorio se produjo por inyeccién de carragenina intraplantar 20 h antes de la
realizacion de los experimentos. Se evaluaron dos parametros para comprobar que el proceso
inflamatorio se habia producido correctamente: (1) didmetro de la pata; (2) hipersensibilidad

ante estimulacion mecanica.

1- Los animales a los que se les inyectdé carragenina mostraron un didmetro de pata

estadisticamente mayor (ver tabla 5) que los que no habian sufrido dicho proceso.

2- Se evalud la hipersensibilidad mecanica utilizando filamentos Von Frey, aplicandolos en
sentido ascendente, comenzando por los filamentos de fuerza menor, hasta que el animal
retiraba y sacudia la pata. Los ratones que habian sufrido una inflamacién previa,

respondian a intensidades menores (ver tabla 5) que los néive.

n Von Frey (g) Diametro de la pata (mm)
Control 16 2.8+0.18 2.3+0.04
Inflamado 15 0.9 £ 0.04 **=* 2.9 £0.04 **=*

Tabla 5: Valores medios en la respuesta a filamentos de Von Frey y de la medida de didmetro de la pata,
en animales control comparando con animales a los que se habia inyectado carragenina intraplantar
(Test-t no pareado p<0,0001). Se observa que tras inflamacion baja el umbral de respuesta a estimulacion

mecanica y aumenta el diametro de la pata.

11.2.2. Diferencias en las respuestas bioeléctricas entre animales néive y animales inflamados

Se comparo el tipo de respuesta obtenida entre las médulas procedentes de ambos grupos de
animales, tanto a estimulos unitarios como al tren. En ambos grupos el nimero de animales

utilizados fue de 26.

53



Estudios farmacoldgicos en reflejos motores de médula espinal

Respuesta a estimulos unitarios

El numero de espigas evocadas en ambos casos, fue mayor a medida que aumentaba la
intensidad del estimulo, pero no se encontraron diferencias significativas entre las respuestas
evocadas por cada grupo (media en el nUmero de espigas a baja intensidad= 267.7 + 55.9 en
naive y 337.8 = 70.6 en inflamacion y a alta intensidad= 313.6 + 92.8 en naive y 348.3 + 101.2

en inflamacion)

Respuesta al tren

Se compararon las respuestas evocadas por estimulacion repetida. El nidmero medio de
espigas evocado en situacion naive fue de 2032 + 337.2 con un indice de wind-up de 9.2 £ 1.1
espigas /s. En inflamacion el nUmero de espigas medio fue de 2339 + 459.1 y el indice de wind-
up de 12.5 + 2 espigas/s. Comparando ambas respuestas registradas, se observa que el wind-

up evocado por las médulas del grupo de inflamacion es mayor que en el grupo néive.

300 A

200 A

100 A

Ndmero de espigas

0 5 10 15
Namero de estimulos

Figura 23: Comparaciéon del wind-up evocado por médulas procedentes de animal naive frente a las
procedentes de animal inflamado (ANOVA de 2 vias, p<0.0001). El nimero de observaciones en cada

caso fue de 26.

11.2.3. Efecto de S1RA en las respuestas bioeléctricas en animal nadive y en animal inflamado

En este bloque de experimentos se prefundié una Unica concentracion de S1RA por
experimento. El rango de concentraciones probadas fue de 1 a 100 yM en ambas situaciones.
El nimero de observaciones en cada caso fue de al menos 4, excepto a la concentracion mas

alta y la méas baja probada que fue tan solo de 2.

Se evalu6 el efecto de S1RA en cada situacion, utilizando como medida, el porcentaje del
nimero de espigas con respecto al control durante el tren de estimulos. La curva
concentracién-respuesta obtenida, muestra un ligero desplazamiento a la izquierda de la curva
de inflamacion (ver figura 24), no siendo esta diferencia significativa. Los valores obtenidos, en

cada caso de ICsq fueron - 4.5 + 0.47 en naive y — 5.1 £+ 0.4 en inflamacion.
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Figura 24: Curva concentracion-respuesta del farmaco experimental S1RA. El efecto se muestra como
porcentaje de espigas del tren con respecto al control. En la parte superior de la grafica se muestra el

namero de observaciones para cada concentracion, en cada caso.

A partir de ésta grafica y con los datos obtenidos de ICsy en cada caso, se selecciond, una
concentracion a la cual el efecto fuese de aproximadamente el 50% en la reduccién del nimero
de espigas, para posteriores andlisis. Para situacion naive se utilizé la concentracién 30 uM y

para situacién de inflamacion 10 uM.
Efecto en el indice de wind-up

Observando este parametro, en situacién ndive, la variacidn que se produce no resultd

significativa, mientras que si lo fue en inflamacion (ver tabla 6).

Naive Inflamacién
n=5 n=6
Control 5.6 +2.2 9.2+2.7
Indice de wind-
up (espigas/s)
S1RA 3.4+2.6 6.1 +2.5*

Tabla 6: Efecto del farmaco S1RA en el indice de wind-up a 30 yM en néive y 10 uyM en inflamacion,
concentraciones préximas a ICsp. La reduccion en el indice de wind-up en inflamacién resulté

estadisticamente significativa (Test-t pareado, p<0.05).
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Figura 25: Efecto de S1RA a 30 uyM en naive (ANOVA de 2 vias, p<0.0001; n=5) y 10 yM en inflamacién
(ANOVA de 2 vias, p<0.0001; n=6) en las espigas del wind-up. La grafica en azul corresponde con el
efecto en situacion néive y en rojo en inflamacion.

Respuesta a estimulos unitarios

Se comparé el efecto de S1RA ante estimulos unitarios de baja (200 ys *20 pA) y alta (200 ps *
200 pA) intensidad, y el efecto en la amplitud del RMS ante estimulos de alta intensidad, a las

concentraciones anteriores.

Comparando los efectos a estimulos unitarios de baja y alta intensidad, no se puede concluir
que exista un efecto asociado a la intensidad del estimulo ni a la inflamacion. Los datos no
muestran diferencias en los efectos a alta o baja intensidad en ninguno de los casos, ni se

observan diferencias estadisticamente significativas en los efectos entre situacion naive e

inflamacion.
S1RA néaive S1RA inflamacién
30uM (n=5) 10uM (n=6)
Estimulo unitario intensidad
) 26.5+5.8 44.03+3.8
de fibra A
Estimulo unitario intensidad
) 20.1 £10.5 39.09 +15.1
de fibra C

Tabla 7: Efecto de S1RA, mostrado como media del porcentaje de reduccion + SEM, a la concentracion
en la que la reduccién en el nimero de espigas en el tren es aproximadamente del 50%, a estimulos de
baja y alta intensidad.

Los valores en el RMS no se vieron afectados por S1RA a ninguna concentracion, en ninguno

de los grupos.
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11.3. Interacciéon S1RA- morfina

Para comprobar el efecto sinérgico o no de S1RA con morfina, a nivel espinal, se disefiaron
una serie de experimentos preliminares en los que se compard, el efecto de cada farmaco por
separado con la administracién conjunta de ambos. La eleccién de las concentraciones fue en
base a los resultados obtenidos para ambos farmacos en los estudios anteriores. De tal
manera, que se escogié para morfina una concentracién en la que la reduccién en el numero
de espigas en el tren fuese al menos del 50%, mientras que para S1RA se escogid una
concentracién inmediatamente por debajo a la que se conseguia esa reduccién. De esta
manera si se daba un efecto sinérgico podria ser observable. Por lo tanto, en este bloque de

experimentos se prefundié S1IRA a 10 uM y morfina a 0.3 yM.

11.3.1. Respuesta al tren

A las concentraciones seleccionadas, ambos farmacos reducian el nUmero de espigas totales
de manera significativa. La perfusién de ambos farmacos juntos, no produjo un efecto mayor

gue el de los farmacos por separado (ver figura 26).

1007 * B MORFINA 0.3 pM

* B SIRA 10 uM
X B MORFINA 0.3 M + SIRA 10 uM

% numero de espigas
respecto al control
a1
o
]

Figura 26: Comparacion entre los efectos de morfina (n=3), S1RA (n=6) y Morfina + S1RA (n=3). Morfina,
S1RA y la combinacion de ambos redujeron significativamente el niumero de espigas (Test-t pareado
p<0.05). Sin embargo el efecto de la combinacion de ambos, comparado con cada uno por separado no

fue significativamente diferente.

Observando el efecto en las espigas por estimulo, se observa una reducciéon en el nUmero de
espigas que resultd estadisticamente significativa en todos los casos (figura 27), mientras que
la reduccion en el indice de wind-up no mostré una variacion significativa tras perfusiéon de

ninguno de los farmacos, ni de ambos juntos (tabla 8).
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morfina S1RA Morfina + S1IRA
(n=3) (n=6) (n=3)
Control 122+1.4 10.3+2.7 16.02 £+ 3.5
Indice de wind-
up (espigas/s)
Farmaco 9.04 +1.01 8.9+23 94+21

Tabla 8: Efecto en el indice de wind-up tras la perfusion de cada uno de los farmacos por separado y de

los farmacos juntos. En ningun caso la reduccién mostré ser significativa.
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Figura 27: Efecto de S1RA a 10 uyM (ANOVA de 2 vias, p<0.0001; n=6), morfina 0.3 yM (ANOVA de 2
vias, p<0.0001; n=3) y S1IRA 10 puM + morfina 0.3 yM (ANOVA de 2 vias, p<0.0001; n=3) en las espigas

del wind-up.
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El nimero medio de espigas evocados por el tren antes de la perfusion de los compuestos no
fue estadisticamente significativa entre los diferentes grupos (n=12; media del niumero de
espigas = 3582 + 499; media en el indice de wind-up= 12.5 + 1.6 espigas/s).

11.3.2. Respuesta a estimulos unitarios

A estimulos de baja intensidad, no se observé una reduccion significativa en el numero de
espigas aplicados por separados o conjuntamente (% reduccién ndmero espigas en ningun
caso supero el 10%).

A estimulos de alta intensidad el porcentaje de reduccion no fue diferente entre la perfusién de
los farmacos por separados o juntos (% reducciéon en nimero de espigas morfina= 39.8 + 11.6;
S1RA =23.72 + 6.3 % y morfina+S1RA = 29.2 £ 19.6 %).

Ni a baja, ni a alta intensidad, el nimero de espigas evocadas antes de la perfusién de los
farmacos fue estadisticamente significativa entre los diferentes grupos (n= 12; media en el
numero de espigas = 253.2 £ 52.7 a baja intensidad y 376.4 + 78.7 a alta intensidad)

El RMS tampoco sufrid alteraciones por efecto de la perfusién conjunta de ambos farmacos a

esas concentraciones.
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IV. DISCUSION

IV.1. Efecto de diferentes farmacos en los reflejos espinales en animal naive

La primera parte de este capitulo, tuvo como objetivo la blsqueda de patrones comunes en los
efectos de una serie de analgésicos de accion central, en los reflejos espinales. Todos los
farmacos utilizados habian mostrado en estudios previos un efecto analgésico tras
administracion intratecal (Vidal-Torres et al., 2014; Teasell et al., 2010). Se sabe que alguno de
los mecanismos subyacentes a la sensibilizaciéon central podrian deberse a una modulacién de
mecanismos funcionales en situacion normal, como la liberacibn de determinados
neurotransmisores o la expresion de receptores. Por lo que cabria esperar que muchos
analgésicos presenten efectos sobre la médula espinal de animales néive. Sin embargo, no se
debe descartar la posibilidad de que durante la sensibilizacion central se den mecanismos
totalmente nuevos, y por tanto analgésicos que actlen sobre estos mecanismos no mostraran

los efectos descritos en este estudio.

Una de las primeras cuestiones a plantear, es el uso de neonatos para predecir efectos
analgésicos de fa&rmacos que pueden ser utilizados principalmente en los adultos. En este
sentido, existen datos sélidos que demuestran que los recién nacidos, incluso los muy
prematuros, tienen los circuitos neuronales basicos necesarios para el procesamiento de la
informacién nociceptiva y son capaces de producir las respuestas de proteccién fisiologicas y
de comportamiento ante estimulos nocivos (Fitzgerald and Beggs, 2001). Pese a que estos
farmacos se utilizan también en analgesia pediatrica, para la mayoria de ellos no existen datos
comparativos en su efecto entre neonatos y adultos. Se sabe que determinadas moléculas
diana de estos farmacos analgésicos, podrian estar moduladas por el desarrollo como es el
caso de morfina (Beland and Fitzgerald, 2001; Westin et al., 2010). Por otro lado, clonidina no
ha mostrado diferencias en la dosis necesaria para aumentar los umbrales de retirada

mecanica en rata entre neonato y adulto.

A tenor de los datos obtenidos, el fenbmeno de wind-up es el que mostr6 una mayor
sensibilidad al efecto de los farmacos. En todos los casos, el efecto fue concentracion
dependiente, y mas evidente en el nimero de espigas evocadas. Los efectos del farmaco
sobre la despolarizacion acumulada fueron mucho menos evidentes que para el nimero de
espigas (figura 19b). Tan so6lo morfina y duloxetina mostraron una reducciéon importante a

concentraciones altas.

En relacién a la reduccién en el nimero de espigas del tren, llama la atencion el efecto de

morfina, clonidina y pregabalina a concentraciones especialmente bajas (ver figura 19a), sin
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embargo, estos efectos parecen no diferir de los que otros autores han descrito con
anterioridad (Faber et al., 1997; McClelland et al., 2004).

Todos los farmacos lograron reducir en mas del 50% el nimero de espigas evocadas en el
tren, aunque a nivel cualitativo mostraron diferencias. En este sentido, a la concentracion en la
que se observaron reducciones de alrededor del 50%, clonidina, pregabalina y S1RA redujeron
también el indice de wind-up, mientras que duloxetina y morfina no produjeron variaciones

significativas en el indice de wind-up (ver figura 21).

A esas mismas concentraciones se analizé el efecto sobre la respuesta evocada por estimulos
unitarios. Se midieron los estimulos de baja intensidad con los que s6lo se activan fibras A,
tanto AB como AJ, y de alta intensidad con los que se reclutan ademas fibras C. A ambas
intensidades se produjo una reduccién en el nimero de espigas evocadas (tabla 3). Las fibras
AB participan en la transmision tactil no nociceptiva, por lo que cabria esperar que no se viesen
afectadas por los farmacos analgésicos. Este efecto podria ser debido a que no sélo se estan
reclutando fibras AP sino también Ad simultdneamente, aunque en algunos casos como
clonidina y morfina, se han descrito efectos de ambos farmacos sobre reflejos espinales
producidos por activacion selectiva de fibras Ap (Faber et al., 1997) incluso mayores que los
obtenidos a estimulacion de alta intensidad. Ademas en todos los casos el efecto obtenido no

fue diferente al observado en las espigas del tren (ver tabla 3).

El reflejo monosinaptico es un parametro de especial interés debido a que se produce por el
disparo sincrénico de una poblaciéon de neuronas motoras, tras activacion de fibras gruesas
mielinizadas que se originan en el huso muscular. El estudio de este reflejo, nos permite saber
el efecto de estos farmacos sobre un circuito que no es puramente nociceptivo, sino motor.
Solo duloxetina y morfina produjeron una reduccion de la amplitud del RMS. En ambos casos
esta reduccion se produjo a concentraciones superiores a las que se veia una reduccién del
50% en el nimero de espigas en el tren, existiendo una ventana amplia de concentraciones a
las que teniendo efecto en el nimero de espigas no se ve efecto alguno en la amplitud del
RMS.

En el caso de duloxetina, probablemente, estos efectos en el RMS se deban a los efectos
inhibitorios sobre la recaptacion de serotonina y como consecuencia el aumento de los niveles
de ésta. Ambos farmacos, morfina y duloxetina, han mostrado en estudios de comportamiento
animal, producir alteraciones motoras a dosis préximas a las necesarias para producir
analgesia (Munro et al., 2012). Dado que la alteracion del RMS puede contribuir a la alteracién
del rendimiento del motor y la morfina y la duloxetina (pero no los otros farmacos) tienden a
deprimir este reflejo, podriamos especular que existe una relacion entre estos efectos espinales
y de comportamiento. Por supuesto, hay que tener en cuenta que existen efectos mediados por

estructuras supraespinales, que estarian contribuyendo a esta alteracién motora, incluyendo
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acciones directas sobre centros motores, asi como efectos indirectos como la sedacion y
somnolencia. Ademas se sabe que los receptores de morfina se encuentran sobreexpresados

en fibras no nociceptivas neonatales (Beland and Fitzgerald, 2001).

Con los resultados obtenidos con los diferentes farmacos analgésicos de uso en la clinica, se
comparé el efecto del farmaco experimental S1RA. Al igual que clonidina y pregabalina, redujo
el nimero de espigas del tren y el indice de wind-up, sobre estimulos unitarios mostré
inhibiciones discretas asi como sobre el area de despolarizacién acumulada y no tuvo efecto
alguno sobre el RMS (tabla 4). Estudios previos han demostrado que S1RA no produce
alteraciones motoras (Nieto et al., 2012), no tiene efecto alguno en modelos de dolor agudo,
pero si efectos antihiperalgésicos en modelos de dolor inflamatorio y neuropatico en roedores
(Nieto et al., 2012; Cendan et al., 2005a; Romero et al., 2012).

Parece por tanto, que los analgésicos de accion central muestran un patrén reconocible de
accion sobre los reflejos espinales y de wind-up. De acuerdo con esto, se podrian definir una
serie de efectos que parecen comunes y que podrian ser de especial interés para el estudio de

nuevos farmacos analgésicos:
- Inhibicién del nimero de espigas producido por estimulaciéon repetida
- Efecto inhibitorio mantenido en el tiempo
- Efectos mas discretos sobre la respuesta a estimulos unitarios que al tren

- Efectos discretos o nulos sobre el RMS

VI. 2. Efecto de S1RA en médula espinal de animal néive frente animal inflamado.

Los datos obtenidos muestran en primer lugar que tras inyeccién intraplantar de carragenina se
induce un estado de inflamacién que conlleva un proceso de sensibilizacion central. A nivel
periférico se observa un aumento en el diametro de la pata y una disminucién en el umbral de
la respuesta a estimulos mecanicos que ya han sido descritos previamente por otros autores
(Hedo et al., 1999; Parenti et al., 2014; Tejada et al., 2014). A nivel central no se han visto
cambios en la respuesta tras estimulos eléctricos unitarios, sin embargo si se observa un

aumento de esta respuesta tras estimulacion repetida (Hedo et al., 1999).

La curva concentracion—respuesta en inflamaciéon se encuentra ligeramente desplazada hacia
la izquierda con respecto a situacion ndive, aunque este desplazamiento no es
estadisticamente significativo. Sin embargo, la concentracién en la que en cada caso se
observé una reduccién de alrededor del 50% en el nimero de espigas a concentraciones
ligeramente diferentes. En el caso de ndive esta reduccion se logro a la concentraciéon 30 uM y
a 10 uM.
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A las concentraciones a las que se daba una inhibicién de alrededor del 50% en ambos casos,
se observa un efecto en el indice de wind-up en inflamacién que no se ve en naive, lo que
podria estar indicando una mayor implicacién de los receptores o1 en condiciones de
sensibilizacion central por un proceso inflamatorio. En este sentido, estudios de
comportamiento con antagonistas a1, tras inflamacién por carragenina, han mostrado efectos
en el diametro de la pata, reduciendo la inflamacién (Parenti et al., 2014) y en la reduccion de
la hiperalgesia mecanica producida por el agente inflamatorio (Parenti et al., 2014; Tejada et
al., 2014) aunque parte de estos efectos podrian ser debido a efectos periféricos de los

antagonistas o1 (Tejada et al., 2014).

VI.3. Interaccién S1RA- morfina

Diversos estudios han hecho evidente la interaccion entre receptores o1 y receptores opioides.
Estudios de comportamiento en ratén han mostrado un antagonismo del efecto de morfina,
administrada tanto via intracerebrovascular como via intratecal, tras administracion de un
agonista 01 via sistémica (Chien and Pasternak, 1994). Posteriormente, se ha intentado ver, en
qué regiones del sistema nervioso se estd produciendo esta interaccion. Parece que en funcién
de la via de administracion, las respuestas varian. La administracién de un agonista g1 via
intracerebrovascular, es capaz de reducir los efectos de morfina administrada por la misma via.
Sin embargo, tras administraciones de ambos farmacos via intratecal, el agonista o1 no es

capaz de reducir los efectos analgésicos de morfina (Mei and Pasternak, 2002).

El hecho de que la administracion sistémica de los agonistas g1 sean capaces de reducir la
respuesta de morfina administrada via intratecal, y que esta reduccién en el efecto no se vea
cuando el agonista o1 también se administra via intratecal, hace pensar en la posible
existencia de una interaccion entre ambos sistemas a nivel periférico, ademas de a nivel

supraespinal.

Experimentos con morfina via intraplantar han mostrado un mayor efecto analgésico en ratones
KO que en ratones ndive (Sanchez-Fernandez et al.,, 2013) confirmando la interaccién de

ambos sistemas a nivel periférico.

Parece, por tanto, que la médula espinal por si sola no juega un papel importante en la
interaccion entre el sistema o1 y morfina. El efecto que se ha visto en médula espinal en
estudios anteriores (Chien and Pasternak, 1994), quiza se deba a una contribucién de la via

periférica o de la via descendente.

Los datos obtenidos en este blogque de experimentos muestran reducciones en el nimero de
espigas del tren al perfundir cada uno de los farmacos por separado y de ambos juntos, sin
embargo no se observan diferencias entre los efectos de cada farmaco con el efecto observado

tras la perfusion conjunta. El efecto observado en este parametro tras perfusion de ambos
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farmacos parece similar al que se observa por morfina 0.3 pM, lo que indica que el hecho de

perfundir ambos farmacos a la vez ni siquiera parece tener un efecto aditivo.

A las concentraciones seleccionadas para cada farmaco no se observaron efectos en el indice

de wind-up, y esto no varié con la perfusién de ambos farmacos perfundidos conjuntamente.

A esas concentraciones, tampoco se observo efecto sobre la respuesta evocada por estimulos
unitarios ni a baja ni a alta intensidad, y esto no vari6 al perfundir ambos farmacos

conjuntamente.

En general el efecto observado por la perfusion de morfina y S1IRA por separado no parece
diferente del que se produce por la perfusién conjunta, por lo que parece que el efecto
sinérgico no sucede a nive espinal (Mei and Pasternak, 2002). El hecho de que no se observe
ni siquiera un efecto aditivo por perfusion de ambos, podria ser debido a diversos factores
como la edad temprana de los animales, o la posible activacion/inhibicion de otras vias de
sefializacion que estuvieran interfiriendo, no permitiendo un mayor efecto por la administracién

conjunta de morfinay S1RA.
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Estudios farmacologicos en neuronas de laminas

superficiales de médula espinal de ratén adulto

I. OBJETIVOS

Se han interpretado los mecanismos de sensibilizacién central, como un incremento en la
excitabilidad de mecanismos neurales responsables de la generacion de la sensacién de dolor.
Diversos estudios, llevados a cabo en diferentes modelos experimentales de dolor crénico,
demuestran una gran variedad de alteraciones en los circuitos espinales, como incrementos en
la excitabilidad de las neuronas espinales (Roza et al., 1998), alteracion en los controles de
inhibicién y facilitaciéon supraespinales (Cervero and Laird, 1996) e incluso en la fuerza
sinaptica (Sandkhuler and Liu, 1998; Woolf and Saltre, 2000).

La mayoria del conocimiento sobre el procesamiento nociceptivo en la médula espinal, esta
basado en el analisis de neuronas individuales y parece que podria ser interesante el estudio
de neuronas de manera simultanea. Registros de neuronas de manera simultanea han
mostrado, que neruonas vecinas pueden tener diferentes funciones y estar sometidas a

diferente modulacion (Sandkhuler et al., 1995).

Por ello, en este capitulo se han realizado estudios con matrices de multielectrodos (MMES),
para el registro simultdneo de poblaciones neuronales, en una preparacién de rodaja
longitudinal de ratén adulto, que permite ademas realizar estudios en médula espinal en un

modelo de neuropatia.
Los objetivos principales de este capitulo fueron:

1. Implementar un modelo de rodaja longitudinal de médula espinal de raton, manteniendo las
laminas superficiales para el registro de neuronas sensoriales y las raices dorsales para su

estimulacion eléctrica.

2. Obtener registros individuales de varias neuronas de manera simultanea utilizando matrices
de multielectrodos (MMESs) para conocer el comportamiento de poblaciones discretas de

neuronas espinales en situacion naive y en neuropatia.

3. Realizar estudios farmacoldgicos utilizando bloqueantes de receptores que parecen tener un
papel en los procesos de sensibilizacién central (NMDA, AMPA y NK1) y comparar los efectos

de estos farmacos sobre las poblaciones de neuronas en ambas situaciones experimentales.

4. Estudiar el efecto del farmaco experimental S1IRA en este modelo, en condiciones naive, de

neuropatia y de inflamacion.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos experimentales realizados en el transcurso de la elaboracion de esta Tesis
se llevaron a cabo segln las regulaciones vigentes sobre el bienestar de los animales de
experimentacion y la conformidad del Comité Etico de Experimentacion Animal de la

Universidad de Alcala.

Los animales fueron criados en el centro de experimentacion animal de la Universidad de
Alcala, donde se mantenian estabulados en condiciones de temperatura controlada, con ciclos

de luz de 12 horas y sin limitacion de comida ni agua.

I.1. Animales

Se utilizaron ratones CD1, hembras, de entre 5 y 6 semanas de edad, con un peso
comprendido entre 17 y 26 g.

I1.2. Cirugia SNI
Las cirugias se realizaron a las tres semanas del nacimiento, en el momento del destete.

Bajo anestesia con isofluorano (~ 3.5-4% en O, puro) se realizd una incisibn en la pata
izquierda, a la altura de la cresta iliaca. Se hizo un corte en el musculo biceps femoral,
quedando expuestas las tres ramas del nervio ciatico. Con cuidado, para preservar intacta la
rama sural, se paso6 un hilo de nylon 8-0 por debajo de las ramas tibial y peroneo comun, con el

fin de ligarlas y cortarlas a 1 mm por debajo de la ligadura.

s Lateral Medial Lateral

L5

7 (\ s, Nervio
7

. Bl Rama sural
\ ciatico Bl Rama tibial
- % > Rama sural B Rama peroneo comuin

\I/A ——> Rama peroneo comin

Rama tibial

Figura 28: Esquema del modelo de neuropatia SNI (modificado de Decosterd and Woolf, 2000). En el
esquema se observa la entrada del ciatico a las raices dorsales L4, L5y L6 y las regiones de la pata que

inerva cada rama.
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Tras ello, se dio un punto de sutura en el musculo cortado y posteriormente se cerrd la incision,
usando en ambos casos hilo de nylon 5-0. Los animales fueron observados durante un periodo
de 60 minutos post-cirugia, hasta su total recuperacién y posteriormente estabulados en grupos

de 4 con acceso a comida y agua ad libitum.

11.3. Estudios de comportamiento

Se avalud la alodinia mecéanica usando filamentos de Von Frey, segun el método descrito por
Chaplan en 1994 (Chaplan et al., 1994). Para este test, los animales se colocaron dentro de un
cubiculo de plastico abierto, dispuesto sobre una rejilla metalica, permitiendo el acceso de los
filamentos a las extremidades. Los cubiculos se cubrieron con una tela de color oscuro durante

30 minutos con el fin de que los animales se habituasen al espacio.

El area de la pata donde se aplicaron los filamentos de Von Frey fue la region exterior, que
corresponde con la regién inervada por el sural, de ambas patas posteriores. La aplicacion se
hizo con el filamento perpendicular a la palma de la pata y aplicando la fuerza suficiente para
que el filamento se doblase. Cada estimulo se repitié tres veces, con un intervalo de al menos

20 s, realizandose el test primero en una pata y después en la otra.

El test de comportamiento se inicié utilizando el filamento de 0.6 g aplicando los estimulos
siempre de forma consecutiva, ya fuese en sentido ascendente o descendente. En ausencia de
respuesta de retirada de la pata, al estimulo seleccionado inicialmente, se aplicé el filamento
inmediatamente superior; en el caso de retirada, se aplico el estimulo siguiente mas débil,

hasta observar un cambio en el sentido de la respuesta.

Hasta el momento en el que se producia el cambio en el sentido de la respuesta, los resultados
se anotaban en la primera fila de la tabla, con una X cuando habia respuesta, y con una O en
ausencia de ella.

Se continué aplicando filamentos de manera secuencial hacia arriba o hacia abajo, segin el
animal respondia o no, obteniendo cuatro respuestas adicionales que constituyen el resto de la

serie (ver tabla 9).
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Von Frey (9)

0.02 0.04 0.07 0.16 0.4 0.6 1 14 2 4
@) O X
O
X
@)
X

Tabla 9: Ejemplo de la tabla utilizada para rellenar las respuestas ante los estimulos. Se marca en gris
oscuro el filamento que se utilizaba para comenzar la serie de estimulos, y en gris claro la fila que se
rellenaba hasta observar un cambio en el sentido de la respuesta. En el ejemplo el animal no respondio
hasta aplicar un filamento de 2g. Después se aplic6 el inmediatamente inferior, 1g, y no respondi6
(segunda fila), por lo que se aplicé el inmediatamente superior donde volvié a responder (tercera fila) y asi

sucesivamente hasta completar la tabla.
El umbral de respuesta se hallé utilizando la formula:

50% g umbral= (10 %"**)/10000

Donde x; es el valor del ultimo filamento de Von Frey utilizado (g); k es un valor tabulado en
funcion de la secuencia de respuesta (Chaplan et al., 1994) y & es la diferencia media entre

estimulos [log(g)].

En el caso de los animales ndive, estos estudios se realizaron a las 5 semanas de edad, justo

antes de la extraccion de la médula espinal.

En el caso de los animales a los que se les sometié a la cirugia SNI, el test de comportamiento
se realiz0 justo antes de la lesion en el nervio, que se realiz6 a las 3 semanas de edad, y justo
antes de la extraccion de la médula espinal, con 5 semanas de edad, con el fin de comprar las

respuestas antes y después de la neuropatia.
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Il.4. Registros electrofisiolégicos utilizando matrices de multielectrodos

11.4.1. Anestesia y extraccién de la médula espinal

La anestesia y extraccion de la médula espinal se realiz6 segun el procedimiento explicado en
los experimentos de reflejos espinales en raton neonato (Seccién 1.2 y 11.3), con la salvedad de
gue, en este caso, se utilizé un LCRA de extraccion diferente, cuya composicion fue (en mM):
sacarosa (252), KCI (1.9), KH,PO, (1.2), MgSO, (1.3), CaCl, (2.4), NaHCO; (26), glucosa (10),
con un pH de 7.4. La temperatura del liquido se mantenia a 23 + 1°C. El LCRA de extraccion
se oxigend constantemente con carbdgeno (95% O, — 5% CO,).

11.4.2. Obtencion de una rodaja longitudinal de médula espinal

La extraccion de la médula se realizé utilizando la misma metodologia que en los experimentos
de reflejos espinales. Una vez extraida la médula espinal, se transferia a una placa Petri con un
fondo Sylgard, llena del liquido cefalorraquideo artificial modificado, a 4°C y constantemente
oxigenado. En ese momento se secciond la médula de manera transversal para dejar solo los
segmentos correspondientes con L3, L4 y L5 preservando las correspondientes raices
dorsales. El fragmento seleccionado de la médula espinal se peg6, por su regién ventral, con
pegamento (SuperGlu) a un soporte para proceder al corte en un vibratomo (Vibratome 1500,
Intracel LTD, Royston, Inglaterra). El soporte tenia en su interior 2 piezas de metacrilato, una
rectangular donde quedaria adherida la médula espinal, por su parte ventral, y otra auxiliar,
posicionada inmediatamente antes de la pieza rectangular (ver figura 29), donde se ponia

inicialmente la médula y se deslizaba con ayuda de unas pinzas hacia la pieza rectangular.

Cuchilla
Pieza de .
metacrilato mF:-:faZ(?ri?aeto
para corte -
auxiliar

Figura 29: Imagen del vibratomo, y del soporte donde se colocaba la médula para su corte, indicandose
las dos piezas de metacrilato, una auxiliar donde se colocaba la médula inicialmente y desde la que se

deslizaba a la pieza rectangular para su corte. Este soporte se encontraba lleno de LCR de extraccion.
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El soporte se coloco en el vibratomo y se rellen6 con LCA de extraccién y oxigenado
constantemente. Se coloc6 la cuchilla del vibratomo sobre la regién mas engrosada de la
médula espinal y se fue bajando hasta casi tocar el tejido. Se movi6é entonces la cuchilla hasta
la zona del inicio del corte, se bajé 400 um y se comenzé el corte longitudinal a una velocidad

de 0.4 mm/s y con una amplitud del movimiento vibratorio de 1.6 mm.

Una vez el corte habia finalizado, se transfirié la zona correspondiente a la region dorsal a la
camara de registro, donde se fijaba por las raices dorsales que no iban a ser utilizadas para la
estimulacién (L3, L5) mediante alfileres de 0.1 mm con la regién dorsal apoyada sobre la base

de Sylgard.

La rodaja de médula espinal se mantenia con LCA de mantenimiento, de igual composicién

que el descrito en la seccién 1.4 del Capitulo 1, a 23°C, constantemente oxigenado.

11.4.3. Obtencion y procesamiento de las sefiales

La adquisicion de sefiales electrofisiologicas se hizo utilizando matrices de multielectrodos de
silicio de Neuronexus Technologies (Ann Arbor, Estados Unidos). Se utilizaron dos modelos de
matrices que se diferenciaban Unicamente en la distancia que existia entre los sensores. Las
matrices estaban formadas por cuatro patas separadas 125 um entre si, con 4 sensores o
puntos de registro de iridio, en cada pata, separados 50 o 100 uym, dependiendo del modelo de

matriz usada (ver figura 30).
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Figura 30: Imagen de la matriz de multielectrodos (a) utilizada para los registros de laminas superficiales,
indicando las medidas de cada una de las patas y (b) esquema de la regidon donde se encuentran los

sensores con sus dimensiones y distancias entre ellos.
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Estas matrices han sido disefiadas especialmente para producir el minimo dafio cuando se
introducen en el tejido, ademas, por sus caracteristicas mecanicas, geométricas y eléctricas

permiten obtener resultados consistentes y altamente reproducibles.

Las matrices constaban de 16 sensores o puntos de registro, por lo que se acoplaron dos
preamplificadores DC de 8 canales cada uno. A través del preamplificador, la sefial se ampificé
x10. Posteriormente, la sefial se volvio a amplificar, a través de un amplificador AC-DC
(CyberAmp 300, Axon Instruments, Inc. California, Estados Unidos) hasta conseguir una
amplificacion final de 500 veces la sefial registrada y se filtré la sefial eliminando frecuencias

menores de 300 Hz y mayores de 10000 Hz obteniendo asi una sefial AC.

Las sefiales bioeléctricas eran enviadas por medio de un conversor analdgico-digital (CED
1401 plus, Cambridge Electronics Design Ltd, UK) a un ordenador, en el cual las sefiales se
podian visualizar utilizando un programa de adquisicién de sefiales bioeléctricas (Spike 2,
version 7.09 Cambridge Electronics Design Ltd, UK). La frecuencia de muestreo fue de 20000
Hz.

Las matrices de multielectrodos usadas constaban de 16 sensores y el amplificador utilizado
tiene 8 canales, de tal manera que solo se podian obtener registros de 8 sensores,
simultaneamente. Para poder escoger los sensores de las MMEs con los que registrar, se
utilizé un adaptador que permitia escoger el sensor de registro. De esta manera, se registraron
las sefiales procedentes de los sensores que mas informacién proporcionaban en cada

experimento.

El posterior andlisis y clasificacion de las neuronas se hizo utilizando el programa de
adquisicion de sefales bioléctricas (Spike2, version 7.09 Cambridge Electrinics Desigs Ltd, UK)
y los programas para MatLab desarrollados en nuestro laboratorio (proyecto de colaboracion
con el departamento de Electronica de la Universidad de Alcala).

Una vez obtenidas las sefiales, se realizé una primera clasificacion utilizando Spike2. Con los
métodos de clasificacién de este programa se clasificaron aquellas neuronas en las que su
amplitud sobresalia notablemente del resto de sefiales y por lo tanto se podia distinguir con
facilidad. Spike2, ademas permite realizar la lectura de dos canales simultdneamente. Si en
varios canales se repite la misma sefial en el mismo momento de tiempo, el programa es capaz
de clasificarla como una sefial procedente de una neurona y separarla del resto de sefiales que
pudiese haber en esos canales.

Una vez realizada esa primera clasificacion en Spike2, los canales en los que seguia habiendo
sefiales sin clasificar, se llevaron a Matlab, uno a uno para su analisis y clasificacion. Este
programa de MatLab comienza detectando todas las sefiales que sobresalen del ruido. Una
vez detectadas, permite mediante cursores indicar el tramo de la onda a analizar. Utilizando

diferentes algoritmos matematicos, el programa es capaz de diferenciar y separar las sefiales
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en grupos, de tal manera que cada grupo corresponde a una neurona concreta. Ademas nos
permite unificar grupos en el caso de que exista sospecha de que esas sefiales correspondan a
una misma neurona, y eliminar otros que pudieran ser ruido. La clasificacion realizada en
MatLab fue posteriormente importada a Spike2 donde se pudo comparar la deteccién con la

sefial original y asi descartar posibles clasificaciones erréneas.

Ademas, mediante otro programa de MatLab también desarrollado en el laboratorio, se logré la
lectura de méas de dos canales de manera simultanea, comparando las sefiales procedentes de
todos los canales, y pudiendo establecer una clasificacion mucho mas eficiente, que igual que
en el caso anterior podia ser importado a Spike2 para comprobar que la clasificacién habia sido

correcta.

Finalmente, para cada una de las neuronas clasificadas se realizaron autocorrelogramas para

detectar posibles contaminaciones en el periodo refractario.

En algunos casos la deteccidon no fue todo lo eficiente que cabria esperar y esas sefiales

fueron descartadas.

11.4.4. BUusqueda de neuronas, estimulacién eléctrica y protocolo de estimulacion

La estimulacién de raiz dorsal se realizé como en los experimentos anteriormente descritos,
utilizando en todos los casos L4, y en los animales a los que se les habia producido una lesion,

utilizando Unicamente la raiz que se correspondia con el lado lesionado.

Se utiliz6 un micromanipulador para introducir la MMEs en la rodaja de médula. Este
micromanipulador permitia ajustar la velocidad de bajada, mediante movimientos mas o menos
finos. Se utilizaron movimientos menos finos para introducir las primeras tres filas de sensores
en la rodaja y movimientos mas finos para continuar bajando hasta encontrar actividad

neuronal en forma de actividad espontanea.

La busqueda de actividad eléctrica se comenz6 utilizando los 8 sensores situados en las dos
filas situadas hacia el extremo de la matriz. Para optimizar la sefial, se bajaba lentamente con
movimientos muy finos y se aplicaban estimulos de 200 ps* 60 YA con el fin de obtener
registros de aquellas neuronas que no mostraban actividad espontanea pero si respondian

eléctricamente.

Una vez, la MMEs se encontraba en la regién que idealmente se corresponde con las laminas
mas superficiales de la médula espinal, se comenzaban a grabar las sefiales y se mantenia
durante un periodo de al menos 30 minutos para comprobar que la sefial se mantenia estable
en el tiempo. En ocasiones, una misma neurona se registr0 con mas de un sensor

simultdneamente, lo que facilitd el posterior analisis de identificacion.
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Pasado ese tiempo, se aplicé el protocolo de estimulacion eléctrica a través de la raiz dorsal.
Este protocolo consistia en aplicar pulsos de diferentes intensidades (ver figura 31) y a
intervalos de 1 minuto entre cada pulso, para finalizar con un tren de estimulos de alta
intensidad (200us*200pA) a baja frecuencia (1Hz).

50us 200ps Duracion del
D i > Crmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmees > estimulo

10pA  20pA  40uA  40puA  60uA  100pA  200pA  Tren | Intensidad

AB AD C

Figura 31: Esquema del protocolo de estimulacion. La primera serie de estimulos, se aplicaron pulsos de
50 ys a baja intensidad para reclutar sefiales de neuronas que respondian a intensidades de fibra AB y
Ad, para continuar con pulsos de 200 us a intensidades cada vez mayores hasta llegar a 200 pA, de tal
manera que se reclutaban sefiales de neuronas que respondian a intensidades de Ad y C. Al final de la

serie de estimulos se aplicaba un tren de estimulos a la intensidad mas alta.

La duracion, la frecuencia y el intervalo de los pulsos eléctricos de estimulacion se controlaban
con un sistema Master-8 y la intensidad de los pulsos era controlada por un estimulador ISO-
flex (ambos de AMPI, Israel).

11.4.5. Caracteristicas de las respuestas

Las sefiales registradas se caracterizaron en funciéon de su actividad espontanea y de su

respuesta a estimulacion eléctrica.
Andlisis de la actividad espontanea

De forma cuantitativa se midié la frecuencia de disparo espontdneo en una ventana de tiempo

de 300 s en los cuales no hubiese estimulacion eléctrica.

A nivel cualitativo se evalu6 el tipo de disparo, con ayuda de autocorrelogramas (ver imagen
32). Los autocorrelogramas se pueden definir como un estimador de la densidad de
probabilidad de los tiempos entre dos disparos cualesquiera. Una caracteristica importante en
toda correlacion neuronal es el periodo refractario, causado por la incapacidad de las neuronas

de emitir dos espigas en un tiempo proximo.
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Figura 32: Ejemplo de autocorrelograma. En el centro del histograma se observa una zona (a) donde la
probabilidad de encontrar el siguiente disparo es nula, correspondiente con el periodo refractario. El pico
de mayor altura (b) corresponde con el periodo de mayor probabilidad de encontrar el siguiente disparo y

de ahi en adelante los picos de probabilidad son menores (c).

Respuesta ante estimulacién eléctrica

Se evalué la respuesta a estimulos unitarios, clasificando las neuronas en funcion de la
intensidad a la que comenzaban a responder, y se anot6 el nimero de respuestas evocadas

por estimulo.
En funcion de esa intensidad a la que comenzaban a responder, se clasificaron como:

- Neuronas con respuesta a intensidad de fibra AB: aquellas en las que se veia

respuesta a intensidades menores o iguales a 50 ps * 20 pA.

- Neuronas con respuesta a intensidad de fibra Ad: aquellas que sus respuestas

aparecian a intensidades de 50 ps * 40 pA o0 200 s * 40 pA.

- Neuronas con respuesta a intensidad de fibra C: aquellas que respondian a

intensidades mayores o iguales a 200 ps * 60 pA.

- Neuronas no eléctricas: que no respondian a ninguna intensidad, pero que mostraban

actividad espontanea.

Dentro de las neuronas que tenian respuesta a alguna intensidad, algunas o hacian de manera
invertida (figura 33), es decir, tras estimulacion eléctrica cesaba su actividad espontanea. Estas
neuronas se clasificaron como AR, Ad o C en funcién de la intensidad a la que se comenzaba a

ver la respuesta invertida.
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Figura 33: Ejemplo original de una neurona con actividad eléctrica invertida a intensidad de fibra A8 y con
intensidad de fibra C. Se observa que tras el estimulo eléctrico se produce un cese en la actividad

espontanea.

La respuesta al tren se evalué mediante el contaje de nimero de espigas avocadas totales y el

contaje de espigas por estimulos. De esta manera se clasificé la respuesta como:

- Tipo 1: neuronas en las que su respuesta al tren no diferia de su respuesta a estimulos

unitarios.

- Tipo 2: neuronas tipo wind-up, en la que el nUmero de espigas evocadas aumentaba a

medida que aumentaba el nimero de estimulos.

1 A

mV

5s

Figura 34: Registro original de una neurona con respuesta al tren tipo wind-up. Obsérvese que tras el
séptimo estimulo se comienza a ver una respuesta acumulada. En la parte superior de la imagen se

representa la sefial correspondiente al total de espigas evocadas en el tren.

- Tipo S: neuronas que debido al tren de estimulos cesaba su actividad espontanea. Las
neuronas con este tipo de respuesta al tren, también silenciaban su respuesta por

estimulos unitarios (invertidas).
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Figura 35: Registro original de una neurona con respuesta tipo S. Observarse como con el tren de
estimulos se cesa la actividad de la neurona. En la parte superior de la imagen se representa la sefial

correspondiente al total de espigas evocadas en el tren.

II.5. Preparacién y aplicacion de los farmacos

Los farmacos utilizados se habian alicuotado y congelado previamente a distintas
concentraciones, en funcion de la concentracién final que se iba a utilizar en cada caso, en
agua mili-Q. En el momento del experimento, se diluia la cantidad de alicuota necesaria en 100
ml de LCRA de mantenimiento, y se perfundia a través de uno de los depdsitos, posicionando

la llave de paso, en la posicion que dejara pasar el farmaco cortando la perfusién de LCRA.

En todos los casos y para todos los farmacos utilizados, el tiempo de perfusién fue de 30
minutos. Tras aproximadamente 3 minutos, desde el inicio de la perfusion del farmaco, éste se

fue reciclando para su continua perfusion.

Excepto en el caso de CP-99994, que se aplicaron dos concentraciones de manera acumulada,

para el resto de farmacos, se prefundié una Unica concentracién por experimento.

En alguno de los registros se aplicé mas de un farmaco por experimento, en estos casos la

perfusion de los farmacos se hizo de manera acumulada, atendiendo al siguiente esquema:

| F1 | FL+R2 FI+F24F3 |
! ! ! |
A A A A

Figura 36: Las flechas en rojo indican el momento en el que se hacia el protocolo de estimulacién. Entre
un protocolo y el siguiente pasaba un periodo de 30 minutos, durante el cual se prefundia el farmaco o los
farmacos. Tras la perfusion del primer farmaco (indicado en el esquema como F1), la perfusion del

segundo se hacia conjuntamente con el primero (F1+F2) y el tercero con los dos anteriores (F1+F2+F3).
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I1.6. Histologia

11.6.1. Trazado con Dil

Una vez finalizados los experimentos de registro se determiné la profundidad a la que estaba
colocada la MMEs. Con el objetivo de determinar la posicién de las neuronas registradas se
introdujo una MMEs con la punta impregnada en cristales de Dil (Invitrogen) en la misma

posicién que la utilizada en el registro.

11.6.2. Procesamiento de las médulas espinales

Las médulas espinales trazadas con Dil se fijaron por inmersién en PFA (Sigma) 4% en tampén
fosfato 0.1 M (PB) a 4°C durante 16 horas. Los tejidos se lavaron en PB para eliminar el exceso
de fijador y se incubaron en sacarosa (Sigma) preparada al 30 % en PB a 4°C durante 2-3 dias
para protegerlas del proceso de congelacion. Las muestras se embebieron en una solucion de
gelatina (Sigma) 7.5 % / sacarosa 15% en PB, se congelaron a -40°C y cortaron en secciones

de 30 ym de grosor en un criostato Bright OTF a una temperatura de -18 a -20 °C.

11.6.3. Marcaje con IB4

Las terminaciones de las aferentes primarias no-peptidérgicas en la médula espinal se
marcaron usando isolectina B4 (IB4) acoplada a fluoresceina (Vector, FL-1201). Las secciones
de criostato se lavaron en PBS 5 minutos y posteriormente se bloqued el marcaje inespecifico
incubando con albumina de suero bovino (BSA, Sigma) 1% en PBS. Tras ello, se incubé el
tejido con I1B4 1:500 en PBS durante toda la noche a temperatura ambiente. Se volvié a lavar el
tejido con PBS y se monté en mowiol (Sigma) con DAPI 1:500 para tefir ndcleos. Se observo el

marcaje en un microscopio de fluorescencia (Olympus BX61).

11.6.4. Localizacion de las neuronas registradas

Se realizé una reconstruccion de los lugares de registro a partir de las imagenes obtenidas por
el trazado de Dil, y los datos de la profundidad a la que estaba el electrodo en el momento del

registro.

La profundidad a la que se encontraba la MMEs se estimé bajando con el micromanipulador
hasta tocar la superficie del Sylgard, asumiendo que la distancia recorrida con cada pulso de
bajada del micromanipulador correspondia a aproximadamente 5 ym. Una vez conocida la
distancia aproximada a la que se encontraba la punta de la MMEs de la superficie del Sylgard,
donde se encuentra apoyada la regién dorsal de la rodaja, y conociendo la distancia entre la
punta de la matriz y cada uno de los sensores, se calcul6 la profundidad a la que se realizaba

el registro de cada neurona.
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Las imagenes del trazado con Dil proporcionaron informacion sobre la region, en la que el

electrodo se habia encontrado posicionado durante el registro (ver figura 37).

En los animales a los que se les habia sometido a la cirugia SNI, se traté de determinar si los
registros se habian realizado en aquellas correspondientes con las de proyeccion de los
axones dafados. Para ello, se realizaron marcajes con I1B4, que desaparece en las aferencias
de las aferentes primarias axotomizadas. Las imagenes obtenidas muestran, de manera
general, que tras axotomia de la raiz peroneo comun y tibial del nervio ciatico izquierdo, las
laminas superficiales de la region mas caudal correspondiente a la entrada de L3 y la mas
rostral correspondiente con L4, se encuentra desaferenciada practicamente todo, y la parte que
permanece no desaferenciada en estas regiones, es la mas lateral que se corresponde con el

nervio safeno (ver figura 38).

En las médulas procedentes de animales neuropaticos, para la reconstruccion se utilizaron dos
imagenes esquematicas. En una de ellas se localizaron los lugares de registro que
correspondian con zonas en las que existia una desaferenciacién y en la otra imagen se
localizaron aquellas que correspondian con zonas en las que no habia desaferenciacion, con la
finalidad de ver si existian diferencias en el tipo de respuestas segln estuviesen en una u otra

region.
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Sustancia blanca Linea media

Figura 37: Imagenes del trazado de Dil al microscopio sin fluorescencia (a) y con fluorescencia (b). En
ambos casos se muestra la regién dorsal de la rodaja en la parte superior de la imagen, de tal manera
gue se ve que el trazado se realiz6 en la region izquierda de la médula espinal. Obsérvese la linea en
rosa en la imagen de arriba y en amarillo intenso en la imagen de abajo, que se corresponde con el

recorrido de la MME e indica la inclinacién con la que entraba en la médula.
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Figura 38: Imagen de diferentes secciones de médula espinal, comparando el trazado con IB4, entre
animal ndive y animal al que se le ha sometido a cirugia SNI (imagenes obtenidas por la Dra. Elsa
Cisneros). Las secciones corresponden con las regiones de entrada de L3, L4 y L5. Obsérvese como las
laminas superficiales de las regiones mas caudales de L3 se encuentran practicamente desaferenciadas

en su totalidad, mientras que en control no.
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[ll. RESULTADOS

111.1. Estudio de circuitos nociceptivos en animal naive y animal neuropéatico.

111.1.1. Estudios de comportamiento

Se evalué la respuesta a estimulacion mecanica en 10 animales del grupo néive y 18 animales
del grupo de neuropatia. Se compararon las respuestas de ambos grupos en situacion basal.
En el grupo néive, el test se realizd a las 5 semanas de edad, el dia del experimento y en el
caso del grupo de neuropatia se realiz6 a las 3 semanas de edad, justo antes de realizar la
cirugia SNI. Las respuestas obtenidas en cada caso no fueron distintas entre ambos grupos por
las diferentes edades de los animales (la media en el umbral fue 1.5 £ 0.1 g en el grupo naive
y 1.3 £ 0.1 g en el grupo de neuropatia) ni entre ambas patas en cada grupo (grupo néaive:
media en el umbral en la pata derecha fue 1.7 £+ 0.1 gy 1.4 £ 0.2 g en la izquierda; grupo
neuropatia: media en el umbral en la pata derecha fue de 1.4 + 0.2 g en la pata derecha y de

1.2 £ 0.1 g en la izquierda).

En el grupo de neuropatia se repitio el test de comportamiento a las dos semanas tras la
cirugia, observandose una disminucion en el umbral de respuesta en la pata ipsilateral (media
del umbral fue 1.2 £ 0.1 g antes de la cirugia y de 0.2 + 0.05 g tras la cirugia) mientras que en
la contralateral no se observan cambios (media del umbral fue del.4 £ 0.2 g antes de la cirugia

y de 1.3 £ 0.1 g después de la cirugia).
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Figura 39: Efecto en el umbral mecanico tras cirugia SNI. Se observa un cambio en la media del umbral
en la pata en la que se realizé la cirugia con respecto a la pata derecha del mismo animal (*** Test-t
pareado p=0.0001) y entre la pata izquierda (lesionada) antes y después de la cirugia (### Test-t pareado

p=0.0001)
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111.1.2. Registros electrofisioldgicos utilizando matrices de multielectrodos (MMES)

Se obtuvieron rodajas de médula espinal de un total de 24 animales naive y 30 animales
neuropaticos, de las cuales se lograron identificar un total de 119 neuronas en ndive y 171 en
neuropatia. Las neuronas se localizaron en las laminas superficiales del asta dorsal a una
profundidad media de la superficie dorsal de 124.0 + 3.4 um (el rango fue de 50 a 300 um). Se
clasificaron y compraron las neuronas de ambos grupos en funcién de sus respuestas a
estimulacion eléctrica de raiz dorsal y de su actividad eléctrica espontanea. En ambos casos el

ndamero maximo de neuronas que se lograron identificar fue de 9.

Naive Neuropatia
Experimentos 24 30
Registros 46 70
Neuronas registradas 119 171
2 2
Neuronas por registro (mediana)
rango: 2-9 rango: 2-9

Tabla 10: Resumen del nUmero de experimentos realizados, registros obtenidos y neuronas clasificadas.

En ambos casos la mediana de neuronas por registro fue de 2.

Tras la identificacion de neuronas, se compararon las poblaciones de ambos grupos en funcién

de sus respuestas a estimulacion eléctrica y de las caracteristicas de su actividad espontanea.

I11.1.2.a. Actividad eléctrica evocada
- Estimulos unitarios

Experimentos piloto utilizando electrodos de vidrio para el registro, mostraron que la mayor
parte de las respuestas evocadas eléctricamente se producen dentro de los primeros 50-100
ms. Para un gran nimero de neuronas, la estimulacion a intensidades altas (>200 ps * 40 pA)
produce potenciales de accion compuestos, debido al reclutamiento de sefiales producidas por
neuronas que se encuentran en las proximidades de la MMEs. La presencia de estos
potenciales de accién compuestos ha dificultado la clasificaciéon de las neuronas en funcién de

la intensidad del estimulo a la que comenzaban a responder.
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En naive, se pudo detectar el input eléctrico en 69 neuronas, y 15 no respondieron a ninguna
de las intensidades probadas y en neuropatia se pudo determinar el input en 111 neuronas y

otras 12 no respondieron a ninguna intensidad.

Del total de neuronas que mostraron respuesta a estimulacién eléctrica y se pudo determinar
Su input, se observa una mayor proporcién de neuronas con respuesta a intensidad de fibra AB
en neuropatia que en naive. Ademas, la frecuencia de la actividad espontanea en estas

neuronas con input AB, fue también mayor en neuropatia (ver tabla 11).

Naive Neuropatia
n=25 (1) n=56 (1)*
AB (< 50us*20pA)
1.7+0.5 Hz 3+0.4* Hz
n=33 (1) n=54 (1)
Ad (2 50us*40pA)
2.2+0.4 Hz 2.240.4 Hz
n=13 (1) n=9 (2)
C (200us*60uA)
2.6+0.7 Hz 2.7+0.5 Hz

Tabla 11: Resumen del nimero de neuronas en funcion de la intensidad a la que comenzaban a
responder, indicando en cada caso la frecuencia media de actividad espontanea. Entre paréntesis se
indican aquellas que respondieron de manera invertida. La proporcién de neuronas con disparo tipo AB
fue mayor en neuropatia que en néive (Chi cuadrado p<0.05) asi como la frecuencia de las neuronas con

respuesta a esta intensidad (Test-t no pareado p<0.05).

- Tren de estimulos

La mayoria de las neuronas registradas, mostraron respuestas al tren tipo 1, es decir, su
respuesta no era diferente a la que se observaba ante estimulos unitarios (n= 93 en naive y

n=126 en neuropatia).

En ambos grupos experimentales las respuesta tipo 2 o wind-up, se observaron en un namero
discreto de neuronas, que en ambos casos fue de aproximadamente el 10% (n=14 en naive y
n=20 en neuropatia). Ademas el wind-up en ambos grupos no mostré diferencias ni en el
namero de espigas totales (media en el nUmero de espigas fue 152.7 + 17.7 en ndive y 155.3 +
27.8 en neuropatia) ni en el indice de wind-up producido (0.52 + 0.1 espigas/s en naive y 0.8

0.2 espigas/s en neuropatia).
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Figura 40: Comparacién del wind-up evocado en naive (azul) frente a neuropatia (rojo), donde se ve que

no existen diferencias entre los wind-up evocados en cada caso.

Un ndmero muy reducido de neuronas mostraron respuesta tipo S (n= 3 en néive y n=4 en
neuropatia). Ademas todas estas neuronas también silenciaban su respuesta por estimulos

unitarios (invertidas).

111.1.2.b. Actividad espontanea

La mayoria de las neuronas registradas tanto en ratones naive como en neuropatia exhibieron
actividad espontanea (n= 115 en nédive y n= 159 en neuropatia). Esta actividad intrinseca no
mostré diferencias en las frecuencias de disparo entre ambos grupos, oscilando de 0.03 a 12
Hz en néive y 0.05 a 11.8 Hz en neuropatia (fmedia ndive= 2.3 + 0.2 Hz y fmedia SNI= 2.5 +
0.2 Hz).

El analisis de esta actividad espontanea mediante autocorrelogramas mostré diferentes

patrones:

- Neuronas con actividad regular: Se registraron 10 neuronas con este tipo de actividad (=8%

del total) en naive y 25 en neuropatia (=15% del total).

Estas neuronas mostraron frecuencias de disparo que se mantenian constantes en el tiempo
(figura 41c). Los autocorrelogramas de este tipo de neuronas indican que los disparos suceden

a intervalos de tiempo constantes (figura 41b).

Todas las neuronas de este grupo, mostraron frecuencias de actividad esponténea alta (>2 Hz)
en ambos grupos de estudio, oscilando de 4.4 a 9.8 Hz (fmedia= 6.7 £ 0.5 Hz) en naive y de 2

a 11 Hz (fmedia= 5.4 + 0.5 Hz) en neuropatia.
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Figura 41: (a) Ejemplo de registro original de una neurona con disparo regular. En azul se muestra la
sefial correspondiente al total de espigas en el intervalo de tiempo mostrado. (b) El autocorrelograma
muestra que la probabilidad de que habiendo un disparo suceda el siguiente se produce de manera
ciclica. (c) Representacion de la actividad espontanea como frecuencia instantanea.

- Neuronas con réafagas de corta duracion: Se registraron 22 neuronas con este tipo de

actividad (=19% del total) en naive y 37 en neuropatia (=23% del total).

Esta actividad espontanea consistia en un disparo seguido de al menos otro mas (dupletes) o
de un namero discreto de disparos no mayor de 5 (figura 42c). Los autocorrelogramas en este
tipo de actividad indican que la probabilidad de que suceda un potencial de accién habiendo
sucedido el anterior, estd muy préximo en el tiempo, y aparece como dos picos préximos al 0
(figura 42b).

Las frecuencias en este tipo de neuronas variaron de 0.05 a 7.2 Hz (fmedia= 1.1 £ 0.3 Hz) en
naive y de 0.07 a 10.5 Hz (fmedia= 1.3 £ 0.3 Hz) en neuropatia, no siendo diferente entre

ambos grupos.
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Figura 42: (a) Ejemplo de registro original de una neurona con un disparo en rafagas de corta duracion. .
En azul se muestra la sefial correspondiente al total de espigas en el intervalo de tiempo mostrado. (b) El
autocorrelograma muestra que la probabilidad de que habiendo un disparo suceda el siguiente se produce
en una ventana de tiempo reducida. (c) Representacion de la actividad espontdnea como frecuencia

instantanea.

- Neuronas con rafagas de larga duracion: Se registraron 6 neuronas con este tipo de patrén

(=5% del total) en naive y 12 en neuropatia (=7% del total).

Estas neuronas, mostraban una actividad espontanea en la que tras un potencial de accion se
sucedia un nimero elevado de potenciales de accion a lo largo del tiempo (figura 43c). Los
autocorrelogramas en este tipo de actividad indican que la probabilidad de que suceda un

potencial de accién habiendo sucedido el anterior, es variable en el tiempo (figura 43b).

Las frecuencias en este tipo de neuronas variaron de 1.4 a 12 Hz (fmedia= 4.9 + 1.7 Hz) en
naive y de 0.8 a 8 Hz (fmedia= 3.4 + 0.6 Hz) en neuropatia, no siendo diferente entre ambos

grupos.
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Figura 43: (a) Ejemplo de registro original de una neurona con un disparo en rafagas de larga duracion..
En azul se muestra la sefial correspondiente al total de espigas en el intervalo de tiempo mostrado. (b) El
autocorrelograma muestra que la probabilidad de que habiendo un disparo suceda el siguiente se produce
en una ventana de tiempo amplia. (c) Representacion de la actividad espontdnea como frecuencia

instantanea.

De manera general, en neuropatia se observé una mayor proporcién de neuronas con patrones
definidos (74 de 159), frente a las que mostraron patrones en néive (38 de 115). Sin embargo
al comparar la proporcién de neuronas por patrén, no se encontraron diferencias entre los

diferentes grupos (ver tabla 12).

93



Estudios farmacologicos en neuronas de laminas

superficiales de médula espinal de ratén adulto

N° neuronas | N° neuronas
Patrén de actividad espontanea Naive SNI
n=115 n=159
Regular 10 (2) 25 (2)
Rafagas de corta duracién (<5 espigas por rafaga) 22 37
Rafagas de larga duracién (>10 espigas por rafaga) 6 12
Total de neuronas con patrén 38 74*

Tabla 12: Numero de neuronas registradas de cada tipo. En paréntesis se indican las que respondian de
manera invertida. La proporcién de neuronas para cada tipo de patron no fue diferente entre ambos
grupos, pero si el nimero total de neuronas que mostraron patrones (Chi cuadrado, p<0.05).

111.1.3. Localizacién de las neuronas registradas

Con los datos obtenidos del trazado de Dil y la profundidad a la que se encontraba desde la
superficie dorsal la MMEs, se logré identificar la region aproximada donde se realizaron los

registros para 63 neuronas en naive y 94 en neuropatia.

Se ubicaron las posiciones de los registros en funcion del input eléctrico de las neuronas y de
sus patrones de actividad espontanea, indicando en ambos casos aquellas neuronas que

mostraron wind-up y las que mostraron una respuesta al tren tipo S (invertidas).

En néive, los registros se realizaron a una profundidad de la superficie dorsal de entre 50 y 250
pum (profundidad media = 126.1 £ 6.4 uym). La mayoria de los registros se localizaron hacia la

regién mas medial.

Observando el esquema de las regiones de registro segun input eléctrico no se observan
regiones concretas para neuronas que comiencen a responder con inputs de baja o alta

intensidad (figura 44a).

En relacion a los patrones de actividad espontanea, tampoco se puede concluir que existan

regiones concretas en las que predomine un patron frente a otro (figura 44b).

Observando las neuronas que mostraron una respuesta al tren tipo wind-up, se lograron ubicar
un total de 12 neuronas (identificadas con un cuadrado en el esquema), no encontrandose

ninguna regién concreta para este tipo de respuesta.

94



Estudios farmacologicos en neuronas de laminas

superficiales de médula espinal de ratén adulto

A @

500 pum

°*AB  ® A5 oC o Sindeterminar ¢ No eléctrica

o Wind-up © No espontanea o Invertida

(b)

Rafaga de corta duracion e Réafaga de larga duracién « Regular * Sin patrén

o Wind-up © No espontanea o Invertida

Figura 44: Esquema de las regiones de registro en médula naive en funcién del input eléctrico (a) y del
tipo de actividad espontanea (b). En ninguno de los casos se vieron regiones concretas para algun tipo de

neuronas. Obsérvese que los registros se realizaron en laminas superficiales.

En neuropatia, los registros se realizaron a una profundidad de entre 50 y 300 pm desde la
superficie dorsal (profundidad media = 122.6 + 3.8 uym). Las regiones de registro se ubicaron,
ademas de por input eléctrico y actividad espontanea, por si se encontraban en regiones

correspondientes a zonas de axones de proyeccién dafiados o no dafiados.

De manera general, las neuronas que se lograron ubicar en neuropatia se localizaron en la

region mas lateral de la médula espinal.

Observando las regiones de registro segun input eléctrico tampoco se puede concluir que
existan regiones concretas, al igual que sucedia en ndaive. Si observamos entre regiones de
axones no dafiados (figura 45a) y axones dafados (figura 45b) tampoco se puede concluir que

predomine mas un tipo de respuesta frente a otro.
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En relaciéon a los patrones de actividad espontanea, tampoco se puede concluir que existan
regiones concretas en las que predomine un patron frente a otro (figura 46), ni que existan
diferencias entre regiones de axones no dafiados (figura 46a) y axones dafiados (46b).

Observando las neuronas que mostraron una respuesta al tren tipo wind-up, se lograron ubicar
2 neuronas con esta respuesta en regiones de axones no dafiados y 5 en regiones de axones

dafiados, no pudiendo concluir que existan tampoco en este caso, regiones concretas.

500 pm

(b)

®*AB O A5 eC o Sindeterminar ¢ No eléctrica

@ Wind-up © No espontanea o Invertida

Figura 45: Esquema de las regiones de registro en médula neuropatica en funcién del input eléctrico. La
imagen superior (a) corresponde con los registros realizados en zonas de proyeccion de axones no
dafiados, y la imagen inferior (b) con las zonas de proyeccién de axones dafiados. Obsérvese como las

zonas correspondientes a axones dafiados se encuentran en la region mas lateral de la médula.
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Figura 46: Esquema de las regiones de registro en médula neuropatica en funcién del tipo de actividad
espontanea. La imagen superior (a) corresponde con los registros realizados en zonas de proyeccion de
axones no dafiados, y la imagen inferior (b) con las zonas de proyeccion de axones dafiados. Obsérvese

como las zonas correspondientes a axones dafiados se encuentran en la regién mas lateral de la médula.
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111.2. Estudios farmacolégicos

111.2.1. Blogueo de receptores tipo AMPA

Se utilizé NBQX a una concentracion 5 pM en 27 neuronas procedentes de médulas de animal
naive y en 18 de animal neuropatico. Los registros se realizaron a una profundidad media
desde la superficie dorsal de 131.4 £ 13.9 um (el rango fue de 50 a 230 ym) en naive y a 130.0

+11.2 ym (el rango fue de 50 a 230 um) en neuropatia.

I11.2.1.a. Efecto en actividad eléctrica evocada
- Estimulos eléctricos unitarios

Del total de neuronas en las que se probaron los efectos de NBQX, se pudo determinar el input

eléctrico en 17 neuronas en néive y en 12 en neuropatia.

En animal naive de las 17 neuronas, 4 no respondian inicialmente a ninguna intensidad (no
eléctricas). De las 13 en las que se conocia el input eléctrico, en 8 hubo que aplicar estimulos

eléctricos de mayor intensidad para evocar una respuesta tras perfusion de NBQX.

De las 8 neuronas en las que se vio efecto en naive, 5 respondian inicialmente con intensidad
de fibra AB y 3 con intensidad de Ad. Las neuronas que tenian respuesta AB, 2 de ellas
pasaron a responder con intensidad de Ad y 3 no respondieron a ninguna intensidad por efecto
de NBQX. Las neuronas que tenian inicialmente una respuesta a intensidad de Ad, 2 pasaron a

responder con intensidad de fibra C y 1 no respondié a ninguna de las intensidades (tabla 13).

En neuropatia, de las 12 neuronas en las que se pudo determinar el input, 4 no respondieron a
ninguna intensidad. De las 8 restantes, en las que se conocia el input, en 7 neuronas se vié un

efecto en el mismo sentido que en naive.

En las 7 neuronas en las que se vio efecto, 3 respondian una intensidad inicial de fibra AR y 4
con intensidad de Ad. Por efecto de NBQX las neuronas con respuesta a intensidad de AR
pasaron a responder 2 de ellas a intensidad de fibra C y 1 no respondié a ninguna intensidad y
las que respondian a intensidad de Ad una pasé a responder con intensidad de fibra C y las

otras 3 no respondieron a ninguna intensidad (tabla 13).

En ambos casos, naive y neuropatia, la respuesta se bloqued completamente en 4 neuronas.
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Input tras NBQX Input tras NBQX
Naive (n=13) Neuropatia (n=8)
Bloqueo Bloqueo
AB Ad C total del AB Ad C total del
input input
Input
AB 4 2 3 1 2 1
antes
de
NBQX
Ad 1 2 1 1 3

Tabla 13: Tabla resumen del efecto en el input eléctrico por perfusién de NBQX.

- Efecto sobre wind-up

En situacion ndive se registraron 8 neuronas con este patron de disparo al tren (media en el
namero total de espigas= 142.9 + 20.9; media del indice de wind-up = 0.7 £ 0.1 espigas/s). En
5 se vio un efecto inhibitorio (media en el nimero total de espigas ¢ono= 147.0 = 25.7 y media
en el nimero total de espigas ngox= 59.0 + 17.5; media del indice de wind-up contror = 0.8 £ 0.2
espigas/s y media del indice de wind-up ysox= 0.3 = 0.1 espigas/s) por perfusién de NBQX
(ANOVA de 2 vias, p<0.0001) y en las 3 restantes no se vio efecto alguno (en 2 de ellas

tampoco se vio efecto en su actividad espontdnea y en una pas6 de 0.1 Hz a 0 Hz).

En neuropatia se probo el efecto de NBQX en 4 neuronas con wind-up (media en el nimero
total de espigas= 155.3 + 82.4; media del indice de wind-up = 0.3 £ 0.09 espigas/s). Se vio un
efecto inhibitorio en 2 de ellas (media en el nimero total de espigas conro= 250.0 £ 151.0 y
media en el nimero total de espigas ygox= 181.5 = 101.5; media del indice de wind-up control =
0.5 £ 0.02 espigas/s y media del indice de wind-up ygox= 0.5 + 0.3 espigas/s) y en otras 2 el
efecto fue excitatorio (media en el nimero total de espigas conro= 60.5 + 2.5 y media en el
numero total de espigas ngox= 83.0 = 9.0; media del indice de wind-up comro = 0.2 £ 0.1
espigas/s y media del indice de wind-up ygox= 0.3 * 0.1 espigas/s). Las neuronas en las que se
vio un aumento del wind-up, una de ellas redujo su actividad espontanea de 1.4 a 0.4 Hz, y en

la otra aumento de 2.4 a 6.7 Hz.
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Figura 47: Efecto inhibitorio de NBQX 5 uM en el wind-up de neuronas procedentes de médulas de animal
ndive (azul, n=5) y de animal neuropético (rojo, n=2).

111.2.1.b. Actividad espontanea
- Frecuencia de disparo

Se estudio el efecto sobre la actividad espontanea en 25 neuronas en naive y en 17 en
neuropatia. La frecuencia de disparo de las neuronas néive oscil6 de 0.03 a 12 Hz (fmedia=
2.9 £ 0.7 Hz) y en neuropatia de 0.08 a 7 Hz (fmedia= 2.7 £ 0.5 Hz).

En situacion ndaive se vio un efecto inhibitorio sobre la frecuencia de disparo (Test-t pareado,
p<0.0001) en 21 neuronas (fmedia conro= 2.8 £ 0.7 Hz; fmedia ygox= 1.5 *+ 0.6 Hz) llegando a
ser esta inhibicion total en 11 de ellas. De las 4 neuronas que no sufrieron inhibicién, 3 no

sufrieron cambios en su frecuencia y una aumenté su frecuencia de disparo de 1.8 a 4.8 Hz.

En neuropatia se produjo un efecto inhibitorio (Test-t pareado, p<0.005) por efecto de NBQX en
11 neuronas (fmedia conro= 2.6 = 0.7 Hz; fmedia ygox= 0.9 £ 0.4 Hz) llegando a ser esta
inhibicién total en 5 de ellas. De las 6 neuronas restantes en 3 no se vio efecto y en otras tres

se vio un aumento en la frecuencia (fmedia ¢onro= 3.5 + 1.5 Hz; fmedia ngox= 6.7 + 2.7 Hz).

No se hallaron diferencias en el porcentaje de reduccion de la actividad espontanea entre naive

y neuropatia.
- Patréon de actividad espontanea

Se pudo estudiar el efecto sobre los patrones de disparo en 15 neuronas en ndive y en 10 en

neuropatia.

De las 15 neuronas de estudio en naive, 2 tenian un patron de disparo regular, 1 tenia un
disparo en rafagas de corta duracion, 2 en rafagas de larga duraciéon y 10 no mostraron ningun

patrén. Sé6lo en 5 neuronas se vio algin efecto sobre este parametro.
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En las 2 neuronas con un disparo regular una de ellas regularizé mas su actividad (figura 48a),

y no sufri6 cambios en su frecuencia de disparo, mientras que en la otra neurona su actividad

espontanea bajo de 8.2 a 2.9 Hz y desaparecid parte del patron de regularidad (figura 48b).
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Figura 48: Autocorrelograma del efecto de NBQX 5 uM sobre una neurona regular en la que su actividad

se regulariza mas (a) y sobre otra neurona en la que se pierde parte de ese disparo regular (b).

La neurona con rafagas de corta duracién, tenia concretamente un disparo en dupletes,

aunque en ocasiones disparaba de manera unitaria. El efecto que se observé fue un aumento

del disparo en dupletes (figura 49), y su frecuencia de actividad espontanea bajé de 7.6 a 6 Hz.
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Figura 49: Autocorrelograma del efecto de NBQX 5 yM sobre una neurona con disparo en rafagas de

corta duracién.
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Las dos neuronas con disparo en rafagas de larga duracion sufrieron reduccion en su

frecuencia pero su patrén de disparo no se vio modificado.

De las 10 neuronas sin patron, 2 regularizaron su actividad (figura 50) por efecto de NBQX

ademas de sufrir una reduccién en su frecuencia (de 3.2 a 2.4 Hz y de 3.8 a 2.7 Hz).

20 20 4
” control - NBQX
« «
2 =)
Q. o
3 3
o 10— o 10
o ©
o S
() (]
£ g
3 S
zZ z

00— 1 1 0—'r T )
-0.5 0 0.5 -0.5 0 0.5
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 50: Autocorrelograma del efecto de NBQX 5 yM sobre una neurona que regularizé su actividad

espontanea.

En neuropatia, se pudo estudiar el efecto de NBQX en 10 neuronas. De las neuronas de
estudio, 2 tenian un patrén regular, 3 un patron de disparo en rafagas de larga duracién, y otras
5 no tenian ningln patrén. Se registraron 3 neuronas con rafagas de corta duracién pero en

todas ellas desaparecié por completo su actividad espontanea.

Solo se observé algun cambio en el patrén, en una neurona regular que perdié parte de ese
ritmo regular y ademas se redujo su frecuencia de disparo de 5.2 a 2.5 Hz (figura 51b) y en una
sin patron que regularizé su disparo y ademéas aumentd su frecuencia de 2.4 a 6.7 Hz (figura
51a).
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Figura 51: Autocorrelogramas del efecto de NBQX 5 uM sobre una neurona regular en la que su actividad
se regulariza mas (a) y sobre otra neurona en la que se pierde parte de ese disparo regular (b).

111.2.2. Blogueo de receptores tipo NMDA

Se estudiaron los efectos de DAP5 a una concentracién 50 yM en 6 neuronas en naive y en 20
en neuropatia. Los registros se realizaron a una profundidad media de 145.4 + 13.8 um (el
rango fue de 120 a 200 ym) en naive y a 106.8 + 9.4 ym (el rango fue de 50 a 205 uym) en
neuropatia.

I11.2.2.a. Efecto en actividad eléctrica evocada

- Estimulos eléctricos unitarios

Se pudo determinar el input eléctrico en 4 neuronas en naive y en 17 en neuropatia.

De las 4 neuronas en naive, 3 respondian a intensidad de fibra AB y 1 con intensidad de AS6.

En neuropatia de las 17 neuronas en las que se pudo estudiar los efectos en el input, 3
respondieron a intensidades de AB, haciéndolo una de ellas ademéas de manera invertida, 6 con

intensidad de A§, 1 con intensidad de C y otras 7 no respondieron a ninguna intensidad.

No se observaron cambios en el input eléctrico de las neuronas por bloqueo de receptores

NMDA en ninguno de los casos.
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- Efecto sobre wind-up

En situacion naive se registraron 5 neuronas con respuesta al tren tipo wind-up (media en el
namero total de espigas= 138.8 + 19.9; media del indice de wind-up = 0.8 + 0.3 espigas/s). En
2 neuronas, se vio un efecto inhibitorio (media en el nimero total de espigas conio= 148.0 + 43.0
y media en el nimero total de espigas paps= 84.0 + 11.0; media del indice de wind-up control = 1.2
+ 0.5 espigas/s y media del indice de wind-up paps= 0.6 + 0.3 espigas/s) y en las 3 restantes no

se vio efecto alguno.

En neuropatia se probo el efecto de NBQX en 4 neuronas con wind-up (media en el nimero
total de espigas= 139.3 + 62.7; media del indice de wind-up= 0.9 = 0.5 espigas/s). Todas
sufrieron una inhibicién (media en el nimero total de espigas conro= 139.3 + 62.7 y media en el
namero total de espigas paps= 37.7 + 12.9; media del indice de wind-up convo = 0.9 = 0.5
espigas/s y media del indice de wind-up paps= 0.1 = 0.06 espigas/s), por efecto de DAP5
(ANOVA de 2 vias, p<0.0001).
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Figura 52: Efecto inhibitorio de DAP5 50 uM en el wind-up de neuronas ndive (azul, n=2) y de animal
neuropatico (rojo, n=4).

111.2.2.b. Actividad espontanea

- Frecuencia de disparo

Se estudi6 el efecto en la actividad espontanea en 4 neuronas en naive y en 19 en neuropatia.
La frecuencia de disparo de las neuronas néive oscilé de 0.3 a 9.9 Hz (fmedia= 4.0 + 2.1 Hz) y
en neuropatia de 0.1 a 10.2 Hz (fmedia= 2.9 + 0.6 Hz).

En néive bajé la actividad espontanea en 3 neuronas (fmedia ¢onyo= 5.2 + 2.3 Hz; fmedia paps=
3.1 + 0.7 Hz) y en una no cambi6é su frecuencia. En neuropatia se redujo la actividad
espontanea (fmedia ¢onyro= 4.0 £ 1.1 Hz; fmedia paps= 2.6 £ 0.9 Hz) en 10 neuronas (Test-t

pareado, p<0.01) llegando a desaparecer totalmente en 2. De las 9 neuronas en las que no se
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dio una reduccioén, en 2 se vio un aumento de esta actividad (fmedia o= 3.7 = 1.9 Hz;
fmedia DAP5— 45+2.1 HZ)

La inhibicibn en ambas situaciones fue muy similar, no encontrandose diferencias en el

porcentaje de reduccién de la actividad espontanea entre naive y neuropatia.

- Patron de actividad espontanea

Se pudo estudiar el efecto sobre los patrones de disparo en las 4 neuronas en ndive y 17 en

neuropatia.

Ninguna de las neuronas naive tenia un patrén de disparo definido y sélo en una de ellas se vio
efecto por DAP5, que consistid en una regularizaciéon de la actividad, ademas de reducir su

frecuencia de 9.9 a 4.6 Hz.
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Figura 53: Autocorrelogramas del efecto de DAP5 5 uM sobre una neurona sin patrén que comenzé a

regularizar su tipo de disparo.

En neuropatia no se vieron cambios en el patrén de ninguna neurona.

111.2.3. Blogueo de receptores tipo NK1

Se utiliz6 CP9994 a una concentracion de 3 pM y 10 yM en 24 neuronas néive y en 11 de
neuropatia. Los registros se realizaron a una profundidad media de la superficie dorsal de
111.3 £ 10.5 um (el rango fue de 50 a 300 um) en naive y a 130.0 £ 12.9 uym (el rango fue de

50 a 200 uym) en neuropatia.

111.2.3.a. Efecto en actividad eléctrica evocada
- Estimulos eléctricos unitarios

Se pudo determinar el input eléctrico en 17 neuronas en néive y en 11 en neuropatia.

106



Estudios farmacologicos en neuronas de laminas

superficiales de médula espinal de ratén adulto

De las 17 neuronas en naive, 9 respondian a intensidad de fibra AB, de las cuales 1 lo hacia de
manera invertida, 5 con intensidad de A8, 1 con intensidad C y otras 2 no respondieron a

ninguna intensidad.

En neuropatia de las 11 neuronas en las que se pudo estudiar los efectos en el input, 3
respondieron a intensidades de AB, 5 con intensidad de AS y otras 3 no respondieron a ninguna

intensidad.

No hubo cambios en el input eléctrico de las neuronas por accién del bloqueo de receptores

NKZ1 ni en néive ni en neuropatia, a ninguna de las concentraciones usadas.
- Efecto sobre el wind-up

Se estudié el efecto sobre el wind-up en 2 neuronas en naive (media en el nimero total de
espigas= 59.5 + 23.5; media del indice de wind-up = 0.3 + 0.1 espigas/s). A la concentracion de
3 uM, el farmaco, tuvo un efecto inhibitorio, llegando a inhibirse completamente la sefial en una
de ellas y desapareciendo el fendmeno de wind-up en la otra, por lo que no se pueden describir
efectos a la concentracion 10 M.

En neuropatia s6lo se pudo estudiar el efecto en una neurona (nimero total de espigas= 131,
indice de wind-up = 0.7 espigas/s) en la que se vio inhibicién del wind-up a 3 pM y esta
reduccion se hizo més pronunciada a la concentracion de 10 uM (numero total de espigas
controi= 131, nimero total de espigas cpaym= 116 y nimero total de espigas cpioyv= 66; indice de
wind-up conro = 0.7 espigas/s, indice de wind-up cpszum= 0.7 espigas/s e indice de wind-up

crioum= 0.4 espigas/s).

3.2.3.b. Actividad espontanea
- Frecuencia de disparo

Se estudidé la actividad espontdnea en 22 neuronas en naive y en 12 en neuropatia. La
frecuencia de disparo de las neuronas naive oscilo de 0.1 a 9.3 Hz (fmedia= 2.8 £+ 0.5 Hz) y en
neuropatia de 0.3 a 11.5 Hz (fmedia= 3.3 £ 0.9 Hz).

En ndive, A 10 uM se redujo la actividad espontanea (Test-t pareado, p<0.001) en 18 neuronas

(fmedia conro= 2.8 = 0.6 Hz; fmedia cpigum= 1.4 = 0.4 Hz) y no la modifico en 2.

En neuropatia de las 12 neuronas estudiadas, a la concentracién de 10 uM se redujo la
actividad espontanea en 10 neuronas (Test-t pareado, p<0.05) (fmedia conyo= 3.7 + 1.2 Hz ;

fmedia cpiopm= 1.2 £ 0.5 Hz) y en las 2 restantes no tuvo efecto.

En ambos casos, los efectos a 3 uM fueron en la misma direccion que los observados a 10 uM,

pero mas sutiles.
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No se hallaron diferencias en el porcentaje de reduccion de actividad espontanea entre néive y

neuropatia.

- Patron de actividad espontanea

Se pudo estudiar el efecto sobre los patrones en 20 neuronas en naive y en 10 en neuropatia.
En naive, de las 20 neuronas, 4 tenian un disparo regular, 3 lo hacian con rafagas de corta

duracion, 3 con disparo en rafagas de larga duracién y 10 no mostraron ningin patron.

De las 4 neuronas con disparo regular se vieron cambios por efecto del farmaco en 2 neuronas.
En ambos casos se fue perdiendo parte de la regularidad por bloqueo de recetores NK1, y se
redujo su frecuencia de disparo (en una de las neuronas la reduccion fue de 9.3 a 6.1 Hz y en
laotrade 2.4 a 1.6 Hz a 10uM).
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Figura 54: Autocorrelogramas del efecto de CP99994 a 10 uM sobre una neurona con patron regular. Se

observa que a medida que aumenta la concentracion, la neurona va perdiendo regularidad en su disparo.

De las 3 neuronas con un disparo en rafagas de corta duracion, en 1 de ellas, desaparecio ese
patrén, comenzando a disparar de manera irregular desde la concentracién 3 uM (su frecuencia
se vio reducida de 4.9 Hz a 4 Hz a 10 pM).
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Figura 55: Autocorrelogramas del efecto de CP99994 a 10 yM sobre una neurona con patrén en rafagas
de corta duracién, en la que desaparece ese patrén por accién del farmaco.
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No se encontraron efectos en los patrones, ni en las neuronas con disparo en rafagas de larga

duracion ni en las que no tenian patron de disparo.

En neuropatia, de las 10 neuronas de estudio, 2 mostraron un patrén regular, 1 tenia un patréon
en rafagas de corta duracion, 2 disparaban con rafagas de larga duraciéon y 5 no mostraron un

patrén definido.

Solo se vio algun efecto en los patrones en las neuronas con disparo regular, perdiéndose
parte de esta regularidad, ademas de reducir su frecuencia de disparo (en una de las neuronas

la reduccién fue de 7.0 a 2.7 Hz y en la otra de 6.3 a 1.3 Hz a 10uM).
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Figura 56: Autocorrelogramas del efecto de CP99994 a 10 uM sobre una neurona con patrén regular. Se

observa que a medida que aumenta la concentracion la neurona va perdiendo regularidad en su disparo.
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111.3. Efecto del farmaco experimental S1RA en diferentes modelos de sensibilizacion

Para estudiar el efecto del farmaco experimental S1IRA en diferentes modelos de dolor, se
escogid una concentracion, a la cual, en los estudios en reflejos espinales, el farmaco tenia un
efecto discreto en situacion naive. De esta manera, se escogio la concentracion 3 uM, para ver

si el farmaco tenia un efecto mayor en situaciones patologicas con respecto a las fisioldgicas.

Se probo el efecto en un total de 5 neuronas procedentes de animal naive, 9 neuronas de
animal neuropatico y 8 neuronas de animal al que 20 h antes de la extraccion de la médula se

le habian inflamado ambas patas traseras.

111.3.1. Neuronas procedentes de animal naive

Se evaluaron los efectos de S1IRA 3 pM en 5 neuronas.

De estas 5 neuronas se pudo determinar el input eléctrico en 3, de las cuales 1 respondia con
intensidad de AB y otras 2 con intensidad de A5. No se observaron cambios en el input en

ninguna de estas neuronas con S1RA.

Todas las neuronas registradas tuvieron respuestas al tren tipol, es decir, no fue diferente su
respuesta a la que se veia ante estimulos unitarios. No se apreciaron cambios en esta
respuesta por efecto del farmaco (media en el niumero total de espigas= 53.0 + 25.7; media en

el nimero total de espigas siga= 39.8 £ 13.5).
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Figura 57: Efecto de S1IRA 3 pM en el niumero de espigas por estimulo en el tren (n=5;). No existen

diferencias en la respuesta por efecto del farmaco.

Todas las neuronas mostraron actividad espontanea aunque lo hicieron con una frecuencia de
disparo baja, que oscil6é de 0.1 a 0.8 Hz (fmedia= 0.4 + 0.1 Hz). No se vieron efectos de S1RA

en ninguna de las neuronas, manteniéndose para cada una la frecuencia de actividad inicial.
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De las 5 neuronas, s6lo una mostro alguno de los patrones de disparo descritos anteriormente.
Este patron consisti6 en rafagas de corta duracion que se mantuvieron tras perfusion del
farmaco. En el resto de neuronas, que tenian una actividad espontanea con disparos

irregulares, no se vieron cambios.

111.3.2. Neuronas procedentes de animal neuropatico

Se evaluaron los efectos de S1RA en 9 neuronas procedentes de médulas de animal

neuropatico.

Se pudo determinar el input eléctrico en todas ellas, 2 de ellas respondieron con intensidad de
A8, 1 con intensidad C y las 6 restantes no respondieron a ninguna intensidad. No se

observaron cambios en el input en ninguna de las neuronas con S1RA.

Se encontré respuesta tipo wind-up en 4 de las neuronas (media en el nimero total de
espigas= 120.0 £ 31.3; media del indice de wind-up = 0.7 + 0.2 espigas/s). Todas sufrieron una
inhibicién (media en el numero total de espigas s1ra= 101.5 = 33 y media del indice de wind-up

s1ra= 0.5 £ 0.2 espigas/s), por efecto de S1RA.

Las 5 neuronas restantes tuvieron una respuesta al tren tipo 1. No se vio efecto inhibitorio en el
namero de espigas totales evocadas en el tren (media en el niUmero total de espigas= 45.6 +
24.3; media en el numero total de espigas s;ra= 38.6 + 25.8), pero si en la reduccién del

namero de espigas por estimulo.
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Figura 58: Efecto de S1RA 3 uM sobre el nimero de espigas evocadas por estimulo en el tren en
neuronas con respuesta tipo 1 (a) y en neuronas con respuesta tipo wind-up (b). En ambos casos la
reduccion observada fue estadisticamente significativa (ANOVA de 2 vias, p<0.0001).

De las 9 neuronas registradas, 8 tenian actividad espontanea. Las frecuencias oscilaron de 0.3

a 7.9 Hz (fmedia= 1.3 £ 0.7 Hz). Tras perfusion del S1RA las frecuencias de disparo
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disminuyeron significativamente en 4 neuronas (Test-t pareado, p<0.05; fmedia ¢onyo= 1.7 £ 0.8

Hz, fmedia s;ra=1.1 + 0.7 HZz), mientras en las otras 4 no tuvo efecto alguno.

Se estudio el efecto de S1IRA en 2 neuronas con actividad espontanea regular, 1 con rafagas
de corta duracién y 5 sin patrén definido. Se vio efecto en la neurona con disparo en rafagas de

corta duracion en la que desaparecio el patrén y su frecuencia de disparo pas6 de 2.2 a 1.3 Hz.
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Figura 59: Efecto de S1RA 3 uM sobre una neurona con disparo en rafagas que perdio su patron de
disparo.

111.3.3. Neuronas procedentes de animal inflamado

Se estudiaron los efectos de S1RA en 8 neuronas procedentes de animal inflamado. Se pudo
determinar el input eléctrico en 6 de las 8 y todas ellas respondieron con intensidad de AB. No

se vieron cambios en el input por efecto del farmaco.

Todas las neuronas de este grupo, tuvieron una respuesta al tren tipo 1, que no sufri6 cambios
por efecto de S1IRA (media en el numero total de espigas= 55.2 + 29.9; media en el nUmero
total de espigas sira= 50.7 £ 24.9).
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Figura 60: Efecto de S1RA 3 uM en el nimero de espigas por estimulo en el tren (n=8). No existen

diferencias en la respuesta por efecto del farmaco.
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De las 8 neuronas, todas excepto 1, mostraron actividad espontanea. Las frecuencias en este
grupo variaron de 0.1 a 1.1 Hz (fmedia= 0.5 = 0.1 Hz). De las 7 neuronas con actividad
espontanea, 6 sufrieron inhibicién de ésta por efecto de S1RA (Test-t pareado, p<0.05; fmedia
contro= 0.5 £ 0.1 Hz, fmedia s;ra= 0.2 £ 0.06 H2z).

En relacién al tipo de actividad espontanea, 3 neuronas tenian un disparo en rafagas de corta
duracion y las otras 5 no mostraron ningln patron. No se vio ningln efecto de S1RA en

ninguno de los casos.

Se compararon los porcentajes de inhibicidon de la frecuencia espontanea, entre las neuronas

de animal neuropético y animal inflamado, y no se encontraron diferencias en las inhibiciones.
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IV. DISCUSION

Las preparaciones de rodaja de médula espinal, han demostrado ser preparaciones viables, en
las que la anatomia y funcionalidad de la médula se mantiene (Baba et al., 1994; Bentley and
Gent, 1994; Chery et al., 2000; Magnuson and Dickenson, 1991; Nashmi et al., 2002; Phelan
and Newton, 2000; Schneider and Perl, 1988; Whyment et al., 2004; Flynn et al., 2011). Los
resultados obtenidos en este capitulo, confirman la utilidad de la preparacion de rodaja
longitudinal para el estudio de circuitos neuronales de laminas superficiales, habiéndose
obtenido registros de neuronas individuales que se mantenian estables en el tiempo. La
estabilidad de la preparacion ha permitido, ademas de realizar estudios descriptivos de las
neuronas registradas, estudios farmacoldgicos.

La implantacion de MMEs en la preparacién de rodaja longitudinal, permite el estudio de
circuitos neuronales, ya que se puede registrar mas de una neurona de manera simultdnea,
pudiendo ver comportamientos diferentes ante el bloqueo de determinados receptores, de
neuronas registradas a la vez y que se encuentran proximas entre ellas, y que por tanto,

podrian estar formando parte de un mismo circuito.

Los resultados obtenidos, han demostrado que el uso de MMEs, es de gran utilidad para el
estudio de la actividad espontanea. Esto permite no solo una optimizacién de los registros, ya
que se obtiene un mayor nimero de datos por experimento, sino que abre la puerta al estudio

de posibles relaciones entre la actividad intrinseca de neuronas préximas entre si.

Sin embargo, para el estudio de actividad eléctrica evocada, las MMESs tienen sensores con un
tamafio tal, que es capaz de registrar actividad de neuronas que se encuentran en las
inmediaciones, y en un porcentaje elevado de las veces, se observa esa sefial como un
potencial de accidbn compuesto, no permitiendo la identificacion de la neurona de estudio. Pese
a estas dificultades encontradas en la identificacion de sefiales unitarias por estimulacién
eléctrica, las MMEs han permitido estudiar el fendbmeno de wind-up en estas neuronas
superficiales. El wind-up en estas neuronas fue discreto, evocando un nimero reducido de
espigas en comparacion con el wind-up que se describe en laminas méas profundas (Seagrove
et al., 2004a).

111.1. Estudio de circuitos nociceptivos en animal ndive y animal neuropatico.

Al comparar los registros obtenidos de rodajas de medula espinal de ratén néive y neuropatico,
las diferencias encontradas parecen ser sutiles.

En relacion a la actividad eléctrica evocada, se ha encontrado en neuropatia, un incremento en
la proporcion de neuronas que tenian respuesta a intensidades bajas (AB). Este aumento en el

numero de neuronas con respuesta tipo AR, ya ha sido descrito con anterioridad por otros
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autores. Parece que existe un incremento de neuronas con respuesta a intensidad de fibra A
en regiones donde normalmente llegan las terminaciones de fibras C, como es lamina Il (Woolf
et al., 1992; Koerber et al., 1994; Woolf et al., 1995). Se ha descrito, que tras lesion de fibras C,
por anotomia de nervio periférico, las terminales de las fibras A ilesas, estarian brotando de
manera colateral hacia lamina Il (Mannion et al., 1996). Este aumento en la proporcién de
neuronas que responden a estimulos de baja intensidad podria estar relacionado con los
fendbmenos de alodinia mecanica, desencadenandose una respuesta nociceptiva por

estimulacién de baja intensidad.

En cuanto al fendmeno de wind-up, la proporcién de neuronas que lo mostraron en ambos
casos fue similar, lo que ya habia sido descrito por otros autores en otros modelos de
neuropatia (Laird and Bennett, 1993; Chapman et al., 1998).

En relacién a la frecuencia con las que las neuronas disparaban de manera espontanea en
ambos grupos, no se han encontrado diferencias, excepto en aquellas neuronas que
respondian a intensidad de fibra AB, que mostraron frecuencias mayores en neuropatia que en
naive. Este aumento en la frecuencia de disparo espontaneo, asi como la mayor proporcion de
neuronas con estas respuestas a baja intensidad en neuropatia podrian ser de interés para el

estudio de estos procesos de sensibilizacion.

Los patrones de actividad espontdnea descritos en este capitulo, se han visto con anterioridad
en neuronas de otras regiones del sistema nervioso. Asi, en cerebro de rata, se han visto
patrones de actividad en neuronas dopaminérgicas (Chiodo, 1988; Overton and Clark, 1997). El
tipo de disparo en rafagas ha sido de los mas estudiados en estas neuronas dopaminérgicas,
ya que se ha relacionado con aumentos fasicos de la liberacion de dopamina (Gonon, 1988;
Suaud-Chagny et al., 1992) y parece que podria tener un papel importante en la plasticidad

sinaptica y en el procesamiento de la informacion en cerebro.

También se han descrito disparos en rafagas de corta duracién, concretamente en dupletes, en
registros de neuronas de laminas superficiales y se han relacionado con anormalidades
sensoriales asociadas a dafio nervioso (Calvin et al., 1977; Devor et al., 2002; Waxman et al.,
1999). Sin embargo, los estudios realizados en esta Tesis, no han mostrado diferencias en la
proporcién de neuronas que disparaban con este patron concreto entre naive y neuropatia. Sin
embargo, si se ha visto una mayor proporcion de neuronas con patrones definidos en
neuropatia frente a naive, que podria indicar que los ritmos intrinsecos estan sufriendo algin

tipo de alteracion como resultado de un dafio en un nervio periférico.

El hecho de que no se hayan encontrado grandes diferencias en la actividad eléctrica de las
neuronas de laminas superficiales de médula espinal entre animal ndive y neuropético, hace
pensar que quizd haya una implicacién mayor de la via periférica o de regiones supraespinales

gue estén contribuyendo en mayor medida a la sensibilizacién central, por lo que una
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preparacion de médula aislada quiza no pueda proporcionar informacion suficiente en este tipo

de procesos.

111.2. Estudios farmacoldgicos

De manera general, parece que la transmision sinaptica de las neuronas de laminas
superficiales se produce principalmente por receptores AMPA, mientras que la contribucion de
receptores NMDA es menor (Seagrove et al.,, 2004b; Doolen et al., 2012; Ruscheweyh and
Sandkuhler, 2003) y parece gque en situacion de neuropatia se mantiene esta predominancia de
receptores AMPA frente a receptores NMDA (Xu et al., 1995). Por otro lado, los receptores NK1

no parecen tener tampoco un papel importante ni en situaciéon naive ni tras neuropatia.

Sobre la actividad eléctrica unitaria evocada, soélo el bloqueo de receptores AMPA ha producido
un efecto, necesitandose intensidades mayores para producir un potencial de accién, e incluso
llegando a bloquearse totalmente la actividad a todas las intensidades probadas. Otros autores,
ya han descrito este bloqueo, en estudios intracelulares, en neuronas de ganglio de raiz dorsal

y en neuronas de lamina | y Il (Lu and Perl, 2005).

Los efectos de los diferentes farmacos sobre wind-up muestran una tendencia a la inhibicién de
éste, pero debido al nimero de neuronas en las que en cada caso se ha probado, no se puede
concluir que existan diferencias, ni entre los distintos farmacos, ni entre naive y neuropatia. Sin
embargo, se ha descrito en neuronas de lamina | en rata, una reduccion del wind-up mayor por
efecto del bloqueo por NBQX que por DAP5 (Seagrove et al., 2004), pareciendo que existe

también una mayor implicacion de receptores AMPA que de NMDA sobre este fenémeno.

En cuanto a la actividad espontanea, todos los farmacos han mostrado un efecto
principalmente inhibitorio, no encontrandose diferencias entre los distintos grupos ni entre los

diferentes farmacos.

Observando el numero de neuronas que muestran una reduccion en la frecuencia de actividad
espontanea por efecto del bloqueo de receptores NK1, a la concentracion mas baja probada se
observa que la proporcion de neuronas en la que se vio el efecto es mayor en neuropatia que
en naive, mientras que a la concentracion mayor, practicamente todas las neuronas sufren una
reduccion en su actividad. Se sabe que tras lesion de un nervio existe una regulacion a la baja
en la liberacion de SP, pero sin embargo hay una regulacion a la alta del receptor, no solo en la
regiéon del asta dorsal correspondiente a las aferentes primarias lesionadas, sino en las
regiones circundantes (Abbadie et al., 1996), lo que podria explicar el hecho de que el efecto

inhibitorio se de en una proporcion mayor de neuronas en neuropatia.

117



Estudios farmacologicos en neuronas de laminas

superficiales de médula espinal de ratén adulto

NBQX DAPS CP99994

Naive SNI

Naive SNI Naive SNI
n=22 n=12

n=25 n=17 n=4 n=19

3uM | 10uM | 3uM | 10pM

Reduce 21 11 3 10 12 18 8 10
No efecto 3 3 1 7 10 4 4 2
Aumenta 1 3 2

Tabla 14: Tabla resumen del niumero de neuronas y los efectos de cada farmaco en la frecuencia de la

actividad espontanea.

Al igual que sobre la actividad eléctrica evocada, el bloqueo de receptores AMPA mostrd un
mayor efecto sobre los patrones de disparo. Sin embargo estudios intracelulares en neuronas
de lamina | con otro antagonista de receptores AMPA (CNQX) describen que no existen
cambios en las neuronas con disparo regular por el bloqueo de los receptores (Szucs et al.,
2013). Quiza esta diferencia en los efectos se deba a una menor selectividad de CNQX por los

receptores AMPA con respecto a NBQX.

111.3. Efecto del farmaco experimental S1RA en diferentes modelos de sensibilizacién

El receptor o1 se encuentra ampliamente distribuido en médula espinal especialmente en
laminas | y Il (Alonso et al.,, 2000), y se ha descrito una mayor expresion en procesos

neuropaticos (Roh et al., 2008).

Durante este bloque experimental, se ha tratado de ver el efecto del farmaco experimental
S1RA, antagonista o1, en neuronas de laminas superficiales de animal inflamado y animal

neuropatico y comprar el efecto con animal naive.

Los estudios en animal ndive no mostraron efecto del S1RA ni en la actividad espontanea ni en
las respuestas evocadas eléctricamente. Estos resultados, estan en consonancia con la idea
de que el receptor o1 no tiene un papel en la transmisién nociceptiva bajo condiciones
fisolégicas. Estudios farmacoldgicos previos han mostrado que los ligandos para el receptor no
influyen en las conductas nociceptivas en condiciones normales (Cendan et al., 2005b; Chien
and Pasternak, 1994; Entrena et al., 2009b; Kim et al., 2008).
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En neuropatia S1RA redujo la actividad espontdnea en 4 de 8 neuronas de manera
significativa. También se ha observado una reduccién de la sefial evocada en el tren de
estimulos. Estos resultados podrian estar indicando una activacién del receptor como resultado
del proceso neuropatico.

La implicacion de receptores a1 en neuropatia ha sido vista en otros modelos. Se ha descrito
en un modelo de ligadura parcial de nervio ciatico que la alodinia mecanica generada era
menor en ratones heterocigotos que en ratones naive para el receptor y nula en ratones KO (de
la Puente et al., 2009). En un modelo de constriccion de nervio ciatico en rata, se ha observado
una reduccion en la alodinia por estimulos mecanicos (Roh et al., 2008). En un modelo de dolor
neuropatico inducido por un agente quimioterapéutico como el paclitaxel, se ha visto que el
blogqueo o1 inhibe el dolor. En ausencia del agente quimioterapéutico los valores en el test de
comportamiento de alodinia mecanica y alodinia al frio fueron iguales en naive y en KO, sin
embargo tras administracion de paclitaxel el animal naive desarrollé alodinia y el KO no.
Ademas se ha visto que la administracién de un antagonista 1 antes del paclitaxel previene la
alodinia mecénica, asi como la administracion posterior del paclitaxel es capaz de revertirla
(Nieto et al., 2012).

De igual manera S1RA, ha mostrado un efecto inhibitorio en la frecuencia de disparo de todas
las neuronas excepto una, de las probadas en inflamacién. Si bien este efecto inhibitorio no
difiere del encontrado en neuropatia, si parece que se da en una proporcién mayor de
neuronas. Estudios de comportamiento en diferentes modelos inflamatorios, ya habian
mostrado un efecto por bloqueo del receptor (Entrena et al.,, 2009b; Cendan et al., 2005b;
Cendan et al., 2005a; Kim et al., 2006). Sin embargo, en inflamacién no se han encontrado

efectos en la actividad evocada por un tren de estimulos.
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DISCUSION GENERAL

Tras un proceso inflamatorio o una lesion periférica, se produce una sensibilizacion de
elementos periféricos y centrales del sistema nociceptivo. La llegada de estimulos a la médula
espinal, procedentes del lugar de la lesién, produce hiperexcitabilidad de las neuronas
espinales e incremento de la actividad motora y autonémica, que en Ultima instancia se

percibira como un incremento en la sensacion de dolor (Cervero, 2009; Entrena et al., 2009b).

Estos cambios que parece que suceden en las neuronas de médula espinal, son una diana
terapéutica importante a la hora de buscar nuevos tratamientos para los procesos de dolor
cronico. En este sentido, los estudios farmacoldgicos realizados en reflejos espinales, han
mostrado patrones comunes en los efectos de farmacos con mecanismos de accion diferentes,
que han permitido predecir la potencia analgésica de un farmaco experimental, el S1RA, tanto
en situacion ndive como tras un proceso inflamatorio, y su interaccién con el sistema opioide.
En este sentido, se puede concluir que S1RA tiene efectos similares a los vistos en el resto de
farmacos analgésicos, que su efecto en inflamacion es ligeramente mayor, y que su interaccion
con el sistema opioide no parece estar sucediendo a nivel espinal, algo que ya habian descrito

con anterioridad otros autores (Mei and Pasternak, 2002).

Por otro lado, los estudios de neuronas individuales en rodaja de animal joven, no han
mostrado grandes diferencias en la actividad eléctrica ni espontanea ni evocada, entre médulas
procedentes de animales naive y de animales neuropaticos. Si bien las diferencias no han sido
sustanciales, si se ha observado una proporcibn mayor de neuronas en neuropatia que
disparan de manera espontanea con un patron o ritmo intrinseco. Ademas, se ha visto también
en neuropatia, una mayor proporcion de neuronas que responden a intensidades de fibra AB y

la frecuencia de actividad espontdnea de éstas neuronas fue mayor que en néive.

Los estudios farmacolégicos con bloqueantes de receptores que de manera tradicional se han
relacionado con procesos de sensibilizacién central, no han mostrado diferencias entre naive y
neuropatia, aunque si muestran un papel predominante de la via AMPA en la transmisién de la

informacién nociceptiva.

El hecho de que no se hayan visto grandes diferencias entre situacion naive y neuropatia,
hace pensar que quiza una preparacién de médula espinal aislada, no sea suficiente para
poder estudiar este tipo de procesos. En este sentido existen diversas hipétesis sobre la

generacion y mantenimiento de un proceso de sensibilizacion central a nivel espinal.

Algunos autores afirman que la aferente primaria es fundamental en la ganancia de actividad

espontanea de las neuronas nociceptivas del asta dorsal y en la capacidad de respuesta de

estas neuronas a estimulacion cutanea. Concluyen que la sensibilizacion central amplifica méas

aun la sefal, pero que estos mecanismos espinales son dependientes de periferia y por tanto
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sin accionamiento aferente se puede dar una sensibilizacion central, pero de tipo temporal
(Pitcher and Henry, 2008). Otros autores sugieren que la sensibilizacion central a nivel de la
meédula espinal se mantiene independientemente del input de la aferencia primaria (Sandkuhler
and Liu, 1998). En este sentido, se ha visto que el input de periferia no parece ser suficiente
para mantener las modificaciones en el procesamiento neuropatico (Burgess et al., 2002; Sun
et al., 2005; Xie et al., 2005).

Por otro lado, otros autores sugieren que la sensibilizacion central a nivel espinal requiere de
un input facilitador constante desde estructuras supraespinales (Bian et al., 1998; Carlson et
al., 2007; Gardell et al., 2003).

A pesar de la implicacibn de mecanismos periféricos y centrales en el dolor neuropdtico, la
contribucion relativa de los 2 sitios es alin desconocido. Con los datos obtenidos, lo que parece
claro es, que una preparacién de médula espinal aislada no parece ser suficiente para poder
observar cambios en la actividad eléctrica de las neuronas sensoriales de laminas

superficiales.

Sin embargo, éste modelo de rodaja de médula espinal de ratén adulto, si ha permitido
observar diferencias en los efectos del farmaco S1RA en diferentes modelos de sensibilizacion
central. Parece ser que la via g1 no tiene implicacion en la transmisién de dolor en animales
naive, y sin embargo parece tener un papel relevante en la modulacion del dolor inflamatorio y
neuropatico (de la Puente et al., 2009). Los datos obtenidos en esta Tesis, indican que a
concentraciones en las que el bloqueo de receptores g1 no produce efecto alguno en situacion

naive, en inflamacion y neuropatia si se observan efectos inhibitorios.

De manera general, y a tenor de los datos obtenidos, parece que los receptores g1 podrian ser
una nueva y prometedora diana terapéutica para la modulacién de las sefiales nociceptivas,
principalmente en situaciones de sensibilizacion central, donde parece que el sistema o1 cobra

mayor relevancia.

124



CONCLUSIONES







Conclusiones

Los estudios referidos en esta Tesis Doctoral nos permiten extraer las siguientes conclusiones:

>

Los reflejos segmentales de la médula espinal permiten la realizacion de estudios
farmacolégicos Utiles para evaluar los efectos analgésicos de farmacos con potencial

analgésico.

El farmaco experimental S1RA tiene efectos similares a otros farmacos analgésicos en

reflejos segmentales.

El farmaco S1RA tiene un efecto inhibitorio ligeramente mayor sobre los reflejos
segmentales de médulas procedentes de animales con un pretratamiento inflamatorio

que en aquellas procedentes de animales ndive.
No se ha visto interaccidén entre S1RA y morfina en los reflejos segmentales.

El uso de matrices de multielectrodos es una herramienta (til para el estudio de la
actividad espontanea en neuronas superficiales de la médula espinal. Ademas
permiten estudiar neuronas diferentes bajo las mismas condiciones, observando
efectos farmacolégicos distintos en varias neuronas en un mismo registro. Estas

matrices abren la puerta estudios de correlaciones entre neuronas.

No se aprecian diferencias sustanciales entre las sefiales obtenidas de neuronas

superficiales en médulas de animal néive y animal neuropético.

Los receptores AMPA parecen tener especial importancia en la transmision de sefiales
sensoriales en las neuronas superficiales tanto en situacién ndive como de neuropatia.

S1RA tiene efectos depresores sobre neuronas superficiales procedentes de animales

infamados o con axotomia que no son evidentes en animales néaive.

De manera general se puede concluir que los receptores o1 parecen ser una interesante

diana terapéutica para el tratamiento de dolor crénico, debido a los efectos mayores

observados en modelos de dolor inflamatorio y neuropatia.
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