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1. RESUMEN

El dolor es una reaccion del sistema nervioso que cumple el papel de alertarnos frente
a una posible lesién. Cuando una lesion ocurre, la sefial de dolor viaja desde el sitio del dafio
hacia la medula espinal y luego al cerebro. Este usualmente va disminuyendo a medida que
la lesion es reparada o termina el estimulo doloroso. Sin embargo, en el dolor crénico el
organismo continda enviando la sefial de dolor hacia el cerebro, incluso cuando el dafio ha
sido reparado. En el dolor cronico se ve afectada la estructura y funcionamiento de las areas
del cerebro que procesan el dolor, donde por medio de la plasticidad neuronal ocurren
cambios en las fibras nociceptivas que incrementan a la activacion de receptores de dolor y
disminuye la inhibicion de estos, manteniendo la sensacion de dolor en el tiempo. Siendo
dolor crénico cualquiera que tenga mas de 3 meses de duracion. En la médula espinal la
glicina es uno de los principales mediadores de la sinapsis inhibitoria, cuyos receptores esta
compuesto principalmente por un heterodimero de subunidades al y B. Estudios recientes
han mostrado que este receptor cumple un papel fundamental en el dolor cronico. En este
estudio se plantea si la subunidad p del receptor de glicina cumple un rol importante en el del
dolor crénico. Teniendo como objetivo principal evaluar la expresion de la subunidad f del
receptor de glicina en medula espinal y asociarla con el dolor crénico. Se evalud la expresion
de la subunidad B del receptor de glicina, en ratas Sprague Dawley con constriccion cronica
del nervio ciatico, mediante la utilizacion de la técnica gPCR vy se relaciond ademas con los
resultados del estudio electrofisiologico del receptor de glicina en amigdala de el mismo tipo
de rata y modelo de dolor. De lo cual se obtuvo que aumenta la expresion de las subunidad 3
en el dolor crénico y se concluye que esta podria estar implicada en este proceso.

Palabras claves: dolor cronico, receptor de glicina, subunidad 3, médula espinal, amigdala.



2. INTRODUCCION

El dolor cumple el papel de alertarnos frente un dafio ocurrido en nuestro organismo, esta
reaccion es ejercida por el sistema nervioso central. Sin embargo, este también es una
experiencia subjetiva y personal que comprende diversas dimensiones, sensitiva, cognitiva y
emocional.

Segun la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (AIED), el dolor se define como
una experiencia sensitiva y emocional desagradable asociada a una lesion tisular real o

potencial o descrita en términos de tal dafio.

Una vez ocurrida la lesion, una sefial de dolor es enviada desde el sitio en que ocurrio el
dafo hasta la medula espinal y luego al cerebro donde se procesa el estimulo. Se espera que
con el paso del tiempo y a media que la lesion es reparada, el dolor vaya disminuyendo. Sin
embargo, a veces, a pesar de que el dafo ha sido reparado, el dolor persiste largamente.
Cuando este dolor tiene una duracién de mas de 3 meses Yy sin una causa claramente

identificable, este es considerado como dolor crénico (1).

El dolor crénico es parte de los grandes problemas de salud hoy en dia, afectado a miles
de personas en Chile y millones a nivel mundial. Se estima que un 20,5% de la poblacion
mundial sufre de dolor crénico, y se calcula que la prevalencia en Chile es de un 32%, siendo

aproximadamente un 40 % de las personas que lo padecen, tratadas inadecuadamente (2).

Cuando una persona sufre un dolor cronico o agudo, se tiene una oportunidad excelente para
estudiar los mecanismos de la analgesia y dolor. De esta manera la medicion del dolor es
esencial para determinar la intensidad, la percepcién y su curso temporal, de tal manera que
sea posible investigar y valorar las diferencias entre los distintos factores asociados al dolor.
Ademas, ayudar en el diagndstico diferencial de la causa del dolor sirve también para

determinar cuél puede ser el tratamiento mas eficaz.

Existe evidencia creciente que indica que los cambios en la excitabilidad de las vias
nociceptivas centrales y periféricas juegan un papel importante en la mayoria de los tipos de

dolor crénico (3). El dafio en la neurotransmision inhibitoria realizada por Glicinay GABA



se cree que tienen una relacion importante con la desinhibicién y mantenimiento de la
hipersensibilidad del dolor (4). La glicina es de hecho uno de los mas importantes
neurotransmisores inhibitorios en la medula espinal y el tronco encefélico y juega un rol

importante en la sensibilizacion del dolor y el control respiratorio (5).

Como parte de los componentes que estdn involucrados en la nocicepcion, existen
diferentes receptores que modulan el dolor, uno de ellos es el canal de cloruro receptor de
glicina (GlyR), un miembro de la familia de receptores de canales idnicos pentaméricos Cys-
loop que regula la sinapsis inhibitoria en la médula espinal, el tronco encefalico y la retina.
También se encuentran presindpticamente, donde modulan la liberacién de
neurotransmisores. Los GlyR funcionales se forman a partir de un total de cinco subunidades,
estos pueden conformarse como homopentameros de 4 tipos de subunidades a (subunidades
GlyR a(1-4)) o como hetero pentdmeros que forman un complejo con la subunidad auxiliar
B (BGlyR) en una disposicion 3a2f3 o 2a3p . La subunidad B no puede formar canales
homopentaméricos y siempre debe ir unida a subunidades a, sin embargo, esté es capaz de
afectar el funcionamiento del canal de sinapsis inhibitoria al interactuar con la proteina
Gefirina intracelularmente.

El desarrollo de distintos farmacos que pueden discriminar fuertemente entre diferentes
isoformas de GlyR que contienen subunidades [ ayudard a proporcionar informaciéon
importante sobre una variedad de funciones del sistema nervioso central, incluido el
procesamiento los mecanismos de dolor espinal (6). Es por ello, que este estudio pretende
encontrar como la subunidad ( del receptor de glicina se expresa en procesos de dolor
cronico, por medio de la medicion de su expresion en Ratas Sprague Dawley como de dolor
cronico utilizando la técnica de gPCR, para asi establecer una relacion entre esta y el
resultado del estudio electrofisioldgico del receptor de glicina en amigdala en proceso

patolégico de dolor crénico.



3. MARCO TEORICO

3.1 Resumen anatémico:

El dolor es una experiencia subjetiva y es percibida de manera diferente en cada individuo,
muchas veces no existe una lesion en el tejido que sea real, por lo que no es necesaria la
presencia de una lesion morfologica que justifique el dolor percibido (7). La nocicepcién es
el proceso en el cual una subpoblacion de fibras nerviosas periféricas, denominadas
nociceptores, detecta diferentes tipos de estimulos, los cuales pueden ser pueden ser

térmicos, mecanicos o quimicos intensos (3).

Dentro de la nocicepcion existen cuatro procesos principales: la transduccion, la
transmision, la modulacion y la percepcion. El proceso se inicia con la transduccion de una
sefial estimulatoria, proceso Ilamado transduccion, en que el estimulo nociceptivo es
convertido en sefal eléctrica por los nociceptores, los cuales solo responden a estimulos
nociceptivos (8). Esta sefial es transmitida desde la periferia al sistema nervioso central a
través de los axones, de los cuales existen 2 tipos: mecanorreceptores de alto umbral (HTM),
que responden a la deformacion mecanica y los nociceptores polimodales (PMN), que
responden a una variedad de insumos que dafian los tejidos. Los nociceptores son, por tanto,
las terminaciones nerviosas libres de las fibras nerviosas. Existen dos principales tipos de
fibras: fibras Ad y C. Estas fibras nerviosas aferentes primarias tienen sus cuerpos celulares
en los ganglios de la raiz dorsal de la medula o en el ganglio trigeminal y terminan en el asta
dorsal de la médula espinal. Si bien todas las fibras del dolor terminan en el asta dorsal, su
camino hacia este varia, pues la mayoria de estas ingresa al asta dorsal en el haz ventrolateral
de la raiz dorsal. Estas viajan lateralmente a las fibras AP mielinizadas de mayor diametro,
que responden a estimulos no dolorosos como al tacto ligero y las vibraciones. Un 30 % de
las fibras C ingresan a la médula espinal por medio de la raiz ventral. Una vez que ingresan
a la médula espinal, las raices nerviosas pueden bifurcarse en ramas ascendentes y
descendentes, que pueden ingresar al asta dorsal uno o dos segmentos por encima o por

debajo del segmento de origen (9).
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En cuanto al asta dorsal, este esta dividido en laminas. Entre estas laminas existen muchas
conexiones nerviosas. La lamina Il se conoce como sustancia gelatinosa y se extiende desde
el nacleo trigeminal en la medula hasta el filum terminale en extremo inferior de la medula
espinal. Las fibras C terminan en la ldmina II y las fibras Ad terminan en las ldminas [y V.
Las fibras que transmiten sefales de tacto suave y vibracion son las AP, estas entran al cordon
medial del hasta dorsal y pasan sin hacer sinapsis hacia las columnas dorsales. Se desprenden
ramas colaterales al asta dorsal que terminan en diversas laminas, de la I1l a V. Estas fibras
también realizan sinapsis con fibras C terminales amielinicas en la ldmina Il. Las areas Il y

V son muy importantes para realizar la modulacion del dolor (10).

3.2 Fisiopatologia del dolor crénico

Existen dos tipos basicos de dolor: dolor neuropatico, producto de un dafio en el nervio,
y dolor nociceptivo, dafio en el tejido. El dolor neuropético es causado por un dafio disfuncion
en el sistema nervioso. Se puede subdividir en periférico y central, esto depende de donde se
encuentre la lesion. El dolor neuropético periférico puede ocurrir a causa de una enfermedad,
mientras que el dolor neuropatico central es causado por dafio a la médula espinal o al
cerebro. El dolor neuropéatico dura mucho tiempo después de que se han sanado
aparentemente los tejidos dafiados y con frecuencia es dolor cronico que tiene poco 0 ningun
efecto protector. El dolor neuropatico en realidad interfiere con la contribucion de los canales
ionicos en la sensacién de dolor y la restauracion de la funcién normal después de ocurrida

una lesion o enfermedad (11).

El dolor crénico normalmente puede tener un origen inflamatorio o neuropatico. Este es
caracterizado por un incremento en la percepcion de un estimulo nociceptivo (hiperalgesia)
y una percepcién anormal en la que un estimulo que es comiUnmente inocuo se vuelve

doloroso (alodinia).

Se sabe que los estados de dolor crénico en parte dependen de la sensibilizacion de la

medula espinal, la activacién de rutas nociceptivas que se proyectan a partes de la medula y
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el mesencéfalo y la activacion de los sistemas facilitadores del dolor descendente. Este ultimo
sistema parece ser esencial en el mantenimiento del estado de sensibilizacion de la medula

espinal (12).

Las vias del dolor son un sistema sensorial muy complejo, este se activa para entregar una
respuesta de proteccion frente a estimulos nocivos. Esta informacion relacionada con los
estimulos nocivos es transmitida desde los nociceptores por medio de las vias aferentes
primarias las fibras Ad y fibras C. Estas fibras poseen su soma celular en el ganglio de la raiz
dorsal y realizan sinapsis con las neuronas del asta dorsal de la medula espinal. Diversos
neurotransmisores como la sustancia P, el glutamato y el péptido relacionado con el gen de
la calcitonina, se liberan en la transduccion de sefiales (13-15). Las aferencias nociceptivas
primarias hacen sinapsis con neuronas de la ldmina Rexed | y 11 y ademas interaccionan con
las neuronas ubicadas profundamente en el asta dorsal, las cuales tienen la funcion de

transmitir sefiales que informan la presencia, intensidad y lugar del dolor (16).

Las neuronas de proyeccion del asta dorsal se cruzan en la comisura ventral y ascienden
en el haz espinotaldmico lateral hasta llegar a los nucleos posterolaterales ventrales del
tdlamo. Finalmente la informacion llega a la corteza somatosensorial y la materia gris
periacueductal (SGP) (17). Luego la informacion nociceptiva se transmite hacia las areas del
cerebro que estan involucradas en la memoria y los aspectos afectivos del dolor, como la
amigdala, el hipotadlamo, el SGP y el niacleo accumbens (NAc) a través de los tractos
espinorreticular y espinomesencefalico (18). Estas regiones del cerebro, incluida la corteza
somatosensorial, SGP, amigdala, hipotdlamo y NAc, se relacionan con respuestas
supraespinales de las vias del dolor (19-21). Los sistemas descendentes de modulacion del
dolor involucran el PAG y la médula ventral rostral (MRV), esta es el principal punto de
salida en la modulacion descendente de la nocicepcion. Recibe informacion de la SGP y
envia proyecciones bilaterales difusas al asta dorsal la cual termina en multiples niveles (22).
La figura 1 ilustra los principales componentes de los sistemas cerebrales involucrados en el

procesamiento de la informacion relacionada con el dolor.
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Figura 1. Vias del dolor en dolor crénico: Flecha azul hacia arriba (via ascendente): via

nerviosa que inicia en los tejidos periféricos, llega a la medula espinal, pasa por la médula
rostral ventral (MRV) y la sustancia gris periacueductal (SGP), asciende hasta el cerebro,
pasa previamente por el talamo estas, las sefiales son enviadas a los centros cerebrales
superiores como la corteza somatosensorial primaria y secundaria (SS1/SS2), corteza
anterior (CA), corteza prefrontal (CPF), amigdala (AMG), y el nucleo accumbens (NAC).
Linea azul, via nerviosa descendente: en ella estdn involucradas &reas del tronco cerebral
como la MRV vy el locus coeruleus. Tomada y adaptada de Chronic Pain: Structural and
Functional Changes in Brain Structures and Associated Negative Affective States. (Yang, S.
2019 (23)).
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El dolor persistente asociado con lesiones o enfermedades (como diabetes, artritis o
crecimiento de tumores) puede resultar de alteraciones en las propiedades de los nervios
periféricos. Esto puede ocurrir como consecuencia del dafio de las fibras nerviosas, lo que
Ileva a un aumento de la descarga espontanea o alteraciones en su conduccion o propiedades

neurotransmisoras (3).

Se cree que la sensibilizacion de la medula espinal es un resultado directo del aumento de
descargas aferentes primarias en la médula, la cual mantiene un estado de excitacion. Los
nervios dafiados muestran descargas externas espontaneas de neuromas inducidos por
lesiones, y es la estimulacion mecanica de los neuromas la que provoca sensaciones que van
desde la disestesia leve hasta un dolor intenso (24). Los cambios plésticos que ocurren en las
alteran la excitabilidad de las vias nociceptivas centrales y periféricas, lo que explicaria el

desarrollo de la sensibilizacion en el dolor cronico.

Estudios muestran que las descargas iniciales inician un estado de sensibilizacion central,
pero son los cambios neuroplésticos dentro del sistema nervioso central , que mantienen de
forma prolongada el estado alterado del asta dorsal de la medula espinal (25). Los cambios
plasticos que ocurren en las neuronas alteran la excitabilidad de las vias nociceptivas
centrales y periféricas, lo que explicaria el desarrollo de la sensibilizacién en el dolor crénico
(Figura 2).

El dolor crénico es una condicién patoldgica que frecuentemente dura mas que la presencia
de una lesion periférica, las modificaciones epigenéticas en sitios supraespinales relacionadas
con la percepcion del dolor, el aprendizaje, la motivacion y la regulacion del estado de animo,
también son un excelente punto de investigacion sobre los cambios a largo plazo

involucrados en el dolor crénico (26).
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Figura 2. Mecanismos de sensibilizacion del dolor. La sensibilizacion central es generada
por plasticidad errébneamente adaptada de (1) la sefializacion mediada por NMDA vy (2) la
activacion de la microglia en la que resulta en (3) circuitos de desinhibicion. Tomada de
Glycine Receptor B Subunit: A Critical Target for Pain Sensitization (Mariqueo, T y otros.
Trabajo en proceso (27)).

Estudios de neuroimagen en humanos apoyan cambios a largo plazo en la actividad dentro
de areas de la matriz del dolor asociadas al dolor crénico. Ademas, algunos hallazgos
sugieren que el dolor cronico severo podria considerarse un trastorno neurodegenerativo que
afecta especialmente a la corteza prefrontal. Lo que a su vez podria tener los diversos efectos
negativos sobre el sistema inhibitorio descendente y contribuir a su estado de dolor crénico
(28).

3.2 Caracterizacion de la composicion y estructura del receptor de glicina

El sistema nervioso realiza su funcion por medio de sefiales eléctricas transmitidas por las

células neuronales. Cuando ocurre una sinapsis quimica estas sefiales eléctricas son
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transmitidas a través de a la liberacion de neurotransmisores desde una neurona presinaptica

hacia los receptores que se encuentran en la neuro postsinaptica (29).

El receptor de glicina (GlyR) es un canal pentamérico de cloruro que media la
neurotransmision inhibitoria rapida en el sistema nervioso de mamiferos, mediante la
activacion de los receptores de glicina sensibles a estricnina en las sinapsis inhibidoras
(30,31). El receptor de glicina es una proteina que atraviesa toda la membrana plasmaética de
la neurona y contiene poro integral selectivo de cloruro (CI7). Cuando la glicina se une a su
sitio de unién en la superficie externa del receptor, el poro se abre y permite el ingreso del

cloruro por difusion pasiva a través de la membrana.

Los receptores de glicina se expresan tanto en sistema nervioso central como periférico,
su accion es mas comunmente realizada en la médula espinal y el tronco encefélico, aunque
también hay evidencia de que pueda ejercer su funcion como la neurotransmision excitatoria
en neuronas embrionarias ademas se han encontrado estos receptores en el sistema visual
especificamente en la retina (32) y se postulan como posibles blancos para farmacos
neuroactivos relacionados con el dolor (33,34). Se ha encontrado que defectos en este
receptor de glicina esta relacionado con distintos trastornos neuroldgicos como la

hiperkeplexia y trastornos del espectro autista (21,22).

Estos receptores son miembro de la gran familia de receptores ionotropicos pentamérico
Cys-loop. Dentro de estos encontramos dos tipos de GlyR, los homopentameros que estan
compuestos Unicamente por subunidades o y los heteropentameros compuestos por
subunidades o y B como se muestra en la figura 3. Se han identificado cuatro subunidades
alfa (alfa 1 a alfa 4) y una subunidad beta. (35,36).

Los GlyR homomeéricos se expresan principalmente en la etapa de desarrollo temprano en
mamiferos, mientras que los GlyR heteroméricos predominan mayoritariamente en animales
ya adultos (37,38).

Los GlyR heteroméricos poseen propiedades eléctricas fisiologicas muy distintas a las de
los GlyR homoméricos, estas son proporcionadas gracias a la subunidad B que esta presentes
en ellos (6,39). Los receptores de glicina heteroméricos se organizan en grupos de alta

densidad ubicados en la membrana de la neurona postsinaptica y median la transmision
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sinaptica en cambio los GlyR homomeéricos no realizan sinapsis ya que estos no contienen la

subunidad B la cual es la que se une directamente a la Gefirina. (40,41).

Heteropentamero 3a/2B Homopentamero 5a

Figura 3. Estructura del receptor de glicina: Figura A muestra en la parte inferior el
receptor de glicina con sus 5 subunidades heteroméricas (3o/ 2B) unidos a la proteina
Gefirina, en la parte superior se e la vista aérea del receptor junto al ion cloruro. Figura B
muestra en la parte inferior al receptor de glicina homomeéricos con 5 unidades a sin union a

Gefirina 'y en la parte superior la vista aérea del receptor.

3.2.1 Estructura del receptor de glicina

Posé un gran dominio terminal extracelular de NH2- en el que se encuentra un sitio de
unién para agonistas, en sus subunidades se encuentra un loop de cisteina bien conservado
que ademas lo tienen los otros receptores de la familia de canales idnicos compuerta-ligando
pentaméricos (CICL). Ademas todas subunidades del receptor de glicina poseen un segundo
loop de cisteina el cual alberga al dominio principal de union con glicina (42).
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Cada subunidad posee cuatro dominios transmembrana alfa-hélice (TM1-TM4) y una
inclusion lamina beta las regiones TM (43). Los dominios TM3 y TM4 estan unidos por un
dominio intracelular grande y poco conservado. Este posee sitios de fosforilacion y otros
sitios que interacttan con factores citoplasmaticos (44). La funcion principal de los dominios
TM es funcionar como una barrera o sello para separar la via por la que pasa el ion cloruro

de la regién apolar de la bicapa lipidica de la neurona (45).

3.3 Inputs sindpticos inhibitorios mediados por GABA y glicina

Diversos estudios sustentan la idea de que existe un gran grupo de neuronas ubicadas en
la parte rostral ventral de la medula espinal de diversas especies, que incluye ratas, gatos y
ratones. Se supone que estas estan involucradas en la transmision de la via descendente, y
contribuyen a al aumento de una conduccion ténica excitatoria en las neuronas

preganglionares simpaticas de la medula espinal (46,47).

Estudios que se han llevado a cabo en ratas neonatales sobre los potenciales postsinapticos
inhibidores en neuronas de la médula ventrolateral rostral realizados in vitro obtuvieron
resultados que sugieren que los potenciales sindpticos inhibidores en las neuronas medulares
estdn mediados ya sea por GABA y/o glicina que abren mayoritariamente los canales de
cloruro. La existencia de potenciales sinapticos inhibidores en neuronas de la médula
muestran que tienen un papel bastante importante en la transmision inhibitoria en el control

de la relacion de la sefializacion de entrada y salida de estas neuronas (48).

Las corrientes excitatorias e inhibitorias son muy importantes para definir el perfil de la
forma en que entra y sale la sefial en cada célula excitable y este depende del tiempo en que
ocurren estas corrientes y por lo tanto muestra el comportamiento de las redes neuronales
(49). Un estudio realizado con muestras de cerebelo en ratas Sprague Dawley a los 12 dias
de nacidas, mostré que el tiempo de finalizacion de las corrientes sindpticas GABAérgicas

inhibitorias ocurre bastante mas rapido cuando se existen con concentraciones fisioldgicas
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intracelulares de cloruro- que cuando se agregaban soluciones simétricas de cloruro. Este
efecto del cloruro intracelular es una modulacion ejercida directamente por el receptor
GABAA que a su vez es independiente de la direccion total del flujo eléctrico que pasa a
través del canal ionico, siendo fisiologicamente la ventana de tiempo durante la cual la
inhibicion GABAGérgica puede contrarrestar los inputs excitatorios es mucho mas corta que
cuando el cloruro intracelular es administrado usando grandes concentraciones. Esto se
espera que tenga implicancia en el funcionamiento, desarrollo y la excitabilidad de las redes
neuronales y como estos resultados pueden servir para el entendimiento de condiciones
neuronales patoldgicas como lo son el dolor conico y la epilepsia las cuales son patologias

en que las concentraciones de cloruro intracelular se encuentra alterado (50).

En las neuronas de la lamina superficial y profunda del hasta dorsal de la medula espinal
pueden recibir informacion sensorial proveniente de la piel, articulaciones viseras y
musculos. En ambas regiones sus neuronas poseen receptores de GABAA (GABAAR) y
receptores de glicina ( GlyR) los cuales realizan sinapsis inhibitoria rapida (51).

Estudios en ratas han demostrado que coexisten varios tipos de GABAAR en regiones
diferentes y estos generan diferentes contribuciones a la sinapsis inhibitoria. Esto es debido
a gue se encontré que los mecanismos de procesamiento sinaptico es distinto en la lamina
superficial y 1dmina profunda de la medula espinal y hay una diferencia entre la transmision

sinaptica inhibitoria rapida mediada por GABAR y GlyR (33).

3.4 Dafo local de las fibras nerviosas

Las lesiones de los nervios periféricos son un gran problema para las personas que las
padecen, estas pueden ir desde una molestia leve hasta un deterioro para toda la vida. Las
lesiones nerviosas se pueden clasificar en tres categorias, segin la presencia de
desmielinizacion, la extension del dafio a los axones y los tejidos conectivos del nervio (52).
La forma mas leve de lesion es la neuropraxia, la cual es desmielinizacion focal sin dafio a

los axones o los tejidos conectivos. Esta ocurre normalmente por una compresion o traccion
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leve del nervio lo que resulta en una disminucion en la velocidad de conduccion. Segun la
gravedad de la desmielinizacion, los efectos pueden variar desde la conduccion asincronica
hasta el bloqueo de la conduccion, lo desencadena una debilidad muscular. La siguiente
forma se llama axonotmesis, la cual implica un dafio directo a los axones ademas de una
desmielinizacion focal manteniendo la continuidad de los tejidos conectivos del nervio. La
forma maés grave de lesion es la neurotmesis, la cual es una seccion completa de los axones
y las capas de tejido conectivo en la que se observa una discontinuidad completa del nervio
(53).

Ademas, una lesion en un nervio periférico induce algunos efectos transinapticos
sorprendentes. Uno de ellos es la apoptosis la cual parece afectar preferentemente a las
células inhibidoras de GABA (acido y-aminobutirico). Varias investigaciones muestran que
los mecanismos inmunitarios estan implicados tanto de manera periférica como central. Una
activacion de las células microgliales se produce en el asta dorsal y esta activacion puede

desempefiar un papel fundamental en el inicio de la sensibilizacion central. (54).

3.6 Cambio en la expresién de los diferentes canales i6nicos y receptores involucrados

en la nocicepcion

Dentro de los canales idnicos se incluye miembros de diferentes familias de genes, que
pueden atender a diversos estimulos. La mayoria de los canales i6nicos se encuentran en la
terminal periférica del nociceptor, afectando la excitabilidad de la neurona después de la
lesion , generando como resultado una alteracion en la sensacion de dolor (55) . Los canales
de Na + y Ca 2+ activados por voltaje, TRP, ASIC, canales ionicos activados por ligando,
P2X, NMDA, AMPA y receptores de Kainato son algunos de los canales ionicos implicados

en la patogenia del dolor (11).

Las sefiales de dolor son detectadas por neuronas sensoriales especializadas, para asi
después emitir un impulso nervioso con el mensaje de dolor en respuesta al estimulo

nociceptivo (56). Muchas de las neuronas nociceptivas poseen con un gran nimero de canales
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ionicos especificos que funcionan como transductores de sefiales de dolor. Estos canales
i6nicos se encuentran en las terminales periféricas de la raiz dorsal o neuronas del ganglio
trigémino y también en las neuronas sensitivas de los drganos viscerales. Los transductores
de dolor, los cuales incluyen al canal ionotropico compuerta de ATP P2X3, el clasico
calor/capsaicina TRPV1, sensible a frio/redox, canales TRPA1, canales sensibles a &cido
(ASICs) y el mecanosensitivo Piezo, reaccionan frente a una variedad de estimulos que
pueden ser fisicos o quimicos, por medio de la apertura de sus canales ionicos y de la

induccion de la despolarizacion neuronal conocido como el potencial generador (57).

Una importante caracteristica de los nociceptores es la sensibilizacion o el aumento de la
respuesta a los desencadenantes de dolor. Este fenémeno es un tipo de plasticidad neuronal
y puede ser mediada por una gran cantidad de receptores metabotropicos y para distintos
tipos de moduladores de dolor como la neutrofinas, citoquinas, mediadores clasicos u otras
moléculas activas relacionadas. Normalmente la mayoria de los transductores de dolor se
encuentran en estado de latencia o en modo de baja actividad, sin embargo, estos pueden
volverse muy activos producto de los moduladores enddgenos, desencadenando la

sensibilizacion neuronal (56).

La aplicacion de técnicas de genémica moderna en dolor crénico es un gran reto debido a
la complejidad de la fenotipificacién y al gran nimero de datos necesarios. Los primeros
hallazgos sugieren que las variantes de canales i6nicos modulan la severidad y persistencia

del dolor después de la lesion (58).

3.5 Dolor mantenido por el sistema nervioso simpatico: inervacién anémala y

sensibilizacion de nociceptor, posterior a lesion.

En condiciones fisiologicas, no existe casi una influencia de la actividad simpatica en las
neuronas sensoriales que se proyectan los tejidos somaticos profundos y la piel en los
mamiferos (59). EI sistema nervioso parasimpéatico tampoco esta involucrado en la

generacion de dolor. Sin embargo, puede servir en la proteccion de tejidos corporales
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internos. Las aferencias vagales estan involucradas en aspectos integradores del dolor,

hiperalgesia e inflamacién (60).

Existen distintos mecanismos por los cuales las neuronas noradrenérgicas simpaticas
puede estar acopladas directa o indirectamente a neuronas aferentes primarias periféricas,
Ilevandolas a la excitacién o a un cambio en su excitabilidad. El acoplamiento simpatico-
aferentes depende de la actividad de las neuronas simpéticas, pero no necesariamente de un
aumento de esta actividad generada centralmente, este también puede ser totalmente
independiente de la actividad y liberacion de noradrenalina, este Gltimo no se relaciona con

la funcion de transmitir impulsos a las células blanco (61).

El dolor que es dependiente de la actividad de neuronas simpéticas es Ilamado dolor
simpatico mantenido (DSM). Este es un sintoma que incluye dolor espontaneo y dolor
provocado por estimulos mecénicos o térmicos. Es considerado como un fenémeno variable

asociado con una variedad de trastornos (62).

Los nociceptores son excitados y sensibilizados probablemente por la accion de la
noradrenalina liberada por las fibras simpaticas. Estos también pueden haber expresado
adrenoceptores y su fecto excitatorio es generado indirectamente, por ejemplo, a través de
cambios en el flujo sanguineo. La actividad simpéatica mantenida en neuronas nociceptivas
puede generar un estado de sensibilizacion o hiperexcitabilidad central, el cual provoca dolor
espontaneo y dolor evocado secundario (alodinia mecéanica y alodinia provocada por

estimulos frios (61)).

El acoplamiento entre las neuronas postganglionares simpaticas y las neuronas aferentes
primarias después de un trauma con lesion nerviosa asociado al DSM, este puede ocurrir de
distintas maneras: en el sitio de la lesion, a lo largo del nervio y en el ganglio de la raiz dorsal.
La activacion aferente esta mediada por la noradrenalina la cual es liberada por los axones
postganglionares y por a-adrenoceptores expresados por neuronas aferentes. Las neuronas
nociceptivas aferentes primarias y no nociceptivas pueden verse afectadas. EIl acoplamiento
en ganglios de la raiz dorsal generalmente ocurre solo en cuerpos celulares aferentes de gran
diametro. Los mecanismos detras de esto son el cambio del flujo sanguineo y probablemente
un efecto directo producto de la liberacion de noradrenalina (61).
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3.6 Formacion de efapses: interaccion cruzada entre axones por campos eléctricos,

interaccion no-sinaptica

Desde el punto de vista eléctrico, la sefial fundamental en los axones es el conocido
potencial de accidn. La efapsis es el punto de contacto lateral entre las fibras nerviosas a
través del cual los impulsos pueden transmitirse directamente por medio de las membranas
celulares en vez de la sinapsis (63). Cuando dos 0 méas axones se ubican adyacentes entre si,
los potenciales de membrana de estos comienzan a interactuar entre ellos a través del espacio
extracelular, esto se conoce como interaccién efaptica. Esta lleva a la sincronizacién de los
potenciales de accion que se propagan por diferentes fibras, fibras que poseen diferentes
velocidades de conduccion. En otras palabras, un grupo de células cambian su entorno
eléctrico local, que a su vez retroalimenta la actividad eléctrica de todos sus miembros. Es
posible que los pulsos de dos fibras se acoplen y se propaguen con una velocidad que puede
ser diferente a la de las velocidades desacopladas. Si los impulsos se lanzan
aproximadamente al mismo tiempo en dos fibras paralelas con velocidades de impulso
independientes que no difieren en mas un 10 por ciento aproximadamente, estos impulsos se
pueden bloquear o sincronizar y se puede apreciar que se mueven exactamente a la misma
velocidad (64).

Las efapses pueden ser interacciones anormales entre fibras nerviosas, en estas zonas se
produce una transmision no fisioldgica de sefiales eléctricas entre fibras que no tienen vainas
de mielina, dando lugar a verdaderos cortocircuitos entre fibras de gran o pequefio calibre.
Estas pueden ocurrir en la formacion de neuromas , el cual ocurre cuando se forma una
cicatriz en un tejido conectivo entre el extremo final del axon y las vainas vacias de tejido
conectivo, el extremo proximal del axon detiene su avance y forma un engrosamiento nodular
(65).
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3.7 Activacion glial

En el dolor, la sensacion, percepcion y modulacion son clasicamente considerados
mediados Unicamente por neuronas. Se presume que las glias en el sistema nerviosos central
(SNC) no tienen ningun papel puesto que no poseen axones y por lo tanto no se asocian con

la sefializacion de célula a célula. Sin embargo, esta vision esta cambiando dramaticamente.

Las células de la glia son aproximadamente el 70% de las células que componen el sistema
nervioso central, la microglia en estado de reposo corresponde solo entre el 5 a 20% de estas
células (66). El sistema nervioso central esta compuesto por dos principales tipos de células:
la macroglia y la microglia, estos son los oligodendrocitos, los astrocitos, células radiales,
células de Miiller y células de Bergamm. Algunos estudios indican que la glia tiene un papel
importante en el mantenimiento de la homeostasis dentro del sistema nervioso centrale
(67,68). Es importante considerar también que las células gliales son el segundo factor
principal en el tejido neuronal, estas no transmiten sefiales nerviosas, pero cumplen un papel
fundamental en la sintesis, liberacién y la captacion de los neuro transmisores. Estas células
ademas realizan una funcion de proteccion ya que son parte de la barrera hematoencefalica,
la formacion de la vaina de mielina , la nutricion de las neuronas y mecanismos de defensa
(66).

Hasta hace algin tiempo se creia que el dolor cronico surgia principalmente por una
disfuncion neuronal dentro de las vias nociceptivas que integran el sistema nervioso (69). Sin
embargo, en este Ultimo tiempo se ha producido un cambio respecto a la neurobiologia del
dolor. Diversos estudios en animales han demostrado claramente que la microglia, los
astrocitos en el sistema nervioso central y las interacciones neurogliales, realizan un papel
fundamental en el mantenimiento y mantenimiento del dolor persistente (66,70). Se ha
encontrado que la microglia y astrocitos responden a situaciones patoldgicas en el sistema
nervioso central, como traumatismos, enfermedades neurodegenerativas, accidentes cerebro
vasculares, experimentando diversas respuestas celulares conocidas como activacion glial
(71). Esta activacion implica proliferacion, cambios morfologicos y produccion de

mediadores inflamatorios. Este mecanismo generalmente es de tipo defensivo-adaptativo y
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contribuye para manejar el estrés agudo, disminuir el dafio tisular y restablecer la
homeostasis. Sin embargo, cuando este funciona incorrectamente por ejemplo cuando el dafio
no se resolvio en el periodo adecuado después de la lesidn, esta activacion glial puede tener

efectos nocivos y convertirse en evento patologico (72,73)

Algunas investigaciones asocian a la glia de la médula espinal (microglia y astrocitos)
como componentes claves en la creacion y el mantenimiento del dolor patoldgico. Esta
aumentando la evidencia de que la glia podria ser clave para crear estados de dolor
exagerados en diversas etiologias. Lo que sugiere que podria estar ampliamente involucrada

en la creacién de dolor patolégico y tal vez otros fendémenos sensoriales (74).

Los primeros resultados que relacionan a las células de la glia relacionadas con en el dolor
neuropatico se publicaron en la década del noventa, sin embargo no hace mucho tiempo se

logré demostrar la relacion de la glia activada con este (75).

Los estudios muestran que cuando ocurre un dafio de un nervio periférico este va seguido
de la activacion de la microglia en el hasta dorsal de la medula espinal aproximadamente 24
horas después de ocurrido el dafio, mientras que la activacion de los astrocitos ocurre 3 dias
después del dafio. Esta activacion glial suele durar hasta tres meses y se detiene. Segln los
ultimos estudios se asocia esta activacién glial con la presencia de alodinia e hiperalgesia
(76,77).

En el ultimo tiempo se han descubierto nuevas caracteristicas del papel de las células
gliales en la transmision sinaptica, estos basados en la presencia de receptores,
transportadores, canales ionicos y vias de sefializacion intracelulares muy parecidas a las que
hay en la superficie de las neuronas. Las células gliales también tienen la capacidad de
comunicarse y hacer sinapsis con las neuronas cercanas activamente por medio de uniones
directas entre ellas (78-80). Hoy en dia, es sabido que el dafio espinal y el dafio de los nervios
periféricos llevan a la activacion fisiologica y morfolégica de las células de la glia,

particularmente a los astrocitos y la microglia.

Diversos estudios de expresion génica y la espectrometria de masas indican que el dolor

cronico estd asociado con una fuerte activacion de ciertos genes neuronales, asi también
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genes asociados con las respuestas de las células inmunes (figura 3), incluida la activacion
glial (81,82).
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Figura 4. Células de la glia activadas por células inmunes. Las distintas células inmunes

pueden activar a células gliales que se comunican entre ellas generando dolor crénico.

Se ha visto durante mucho tiempo a la glia como componentes estaticos del SNC, con una
funcién de apoyo principalmente. Sin embargo, las sinapsis del SNC estan encapsuladas por
glias, y esta expresa receptores, muchos neurotransmisores y neuromoduladores, sintetizan y
liberan numerosos transmisores, y producen transportadores de absorcion o liberacion de
transmisores desde los espacios extracelulares y sinapticos, respectivamente. De esta manera,
las glias tienen algunas de las mismas caracteristicas y expresan muchos de los mismos
receptores que las neuronas, por lo que son adecuadas para regular el funcionamiento

neuronal (66).
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Existen distintas situaciones donde la glia puede contribuir al desarrollo del dolor. Por
ejemplo, en enfermedades infecciosas, como el SIDA, mas del 90% de los pacientes sufren
de dolor cronico , a pesar de ello, no se conoce la fuente corporal del dolor en casi la mitad
de estos casos (83). Ademas, podemos encontrar que en una lesion aparece dolor que se
percibe o surge no solo del sitio de la lesion sino también de los tejidos sanos que la rodean.
Este tipo de dolor no puede ser explicado por mediadores inflamatorios u otras sustancias en
la piel que se difunden a las &reas circundantes (84). También en el dolor patoldgico que
proviene de nervios periféricos (dolor neuropatico) no es percibido que proviene de la piel
que es inervada por el nervio dafiado (llamado dolor territorial ya que el dolor surge del
territorio de la piel inervado por el nervio afectado) (85). El Gltimo caso es el dolor espejo.
Donde el trauma de una regién del cuerpo (por ejemplo, el pie izquierdo) de hecho resulta en
dolor de ese sitio. Sin embargo, también podria percibirse como un dolor que proviene de la

parte del cuerpo de imagen especular que esta sana (86).

Este nuevo papel de la glia como moduladores del dolor podria ademas tener importantes
implicaciones en la formulacién de farmacos para controlar el dolor clinico. Dirigir la glia de
la médula espinal es una vision nueva del control del dolor y genera nuevos enfoques para

los tratamientos farmacoldgicos del dolor patoldgico (87).

3.8 Déficit de las vias centrales inhibitorias y transformacion de sinapsis inhibitorias

en excitatorias.

Se cree que los sistemas inhibidores y facilitadores del dolor descendentes funcionan en
conjunto, manteniendo asi un estado inicial de procesamiento sensorial (26). En la
desinhibicion los mediadores inflamatorios modulan la neurotransmision excitatoria e
inhibitoria los cuales representa los cambios plasticos involucrados en la hipersensibilidad

nociceptiva. Los mediadores inflamatorios modulan la excitabilidad de los circuitos
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sensoriales activando la neurotransmision excitatoria y reduciendo la neurotransmision

inhibitoria, resultando en hiperalgesia asociada a la sensibilizacion central (88).

En el dolor neuropético ocurre un procesamiento anormal de la informacion
somatosensorial. La inhibicion sindptica en el asta dorsal espinal juega un papel clave en ese
procesamiento. La inhibicion principalmente es debida a la desregulacién del cloruro causada
por la hipofuncion del cotransportador de cloruro de potasio KCC2. En estudios con ratas,
que las neuronas excitadoras se ven afectadas de manera exagerada. Esto no se debe a que el
cloruro esté desregulado en las neuronas excitadoras e inhibidoras, sino, a que las neuronas
excitadoras dependen mas de la inhibicion para contrarrestar la excitacion fuerte. Los campos
receptivos en ambos tipos de celulas tienen una organizacion circundante al centro, pero la
desinhibicion desenmascara una entrada mas excitadora a las neuronas excitadoras. Las
diferencias en la excitabilidad intrinseca también afectan la forma en que la desregulacién
del cloruro afecta los picos. Estos resultados muestran como la excitacion y la inhibicion se
equilibran normalmente en el asta dorsal espinal y como su desequilibrio desregula el
procesamiento somatosensorial (89).

Una estructura clave en la via ascendente del dolor es el talamo es un nodo clave en la via
ascendente del dolor, este transmite informacion nociceptiva que accede a la corteza
somatosensorial por medio de proyecciones espinotalamicas(90,91). Estudios realizados con
resonancia magnética han mostrado que en personas con dolor neuropatico el volumen del
talamo disminuy0, también se encontr6 que habia actividad taldmica basal disminuida o una
respuesta talamica disminuida(92). Otro estudio se muestras que al realizar una lesion en un
nervio periférico o administrar en la medula espinal ATP estimulante de la microglia o
farmacos que inhiben el transporte de cloruro, ocurre un cambio morfoldgico y
electrofisiologicos en las neuronas espinales de salida de la lamina I. Esto provoca tres
efectos 1) Aumenta la respuesta nociceptiva 2) genera transmision de transmisién mecanica
inocua y 3) produce rafagas de actividad espontanea. Estos cambios fenotipicos que ocurren
en la lamina | pueden explicar 3 componentes importantes del dolor de tipo neuropatico, la

hiperalgesia, la alodinia mecénico y el dolor espontaneo respectivamente.
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Estudios con ratones han mostrado que en enfermedades como la esclerosis multiple
ocurre un cambio en el balance excitacion-inhibicion en la corteza somatosensorial y que

Ileva a un cambio en la plasticidad de la corteza somatosensorial (93) .

3.11 Reorganizacion de fibras Ad en el asta dorsal

El primer paso de la integracion de la informacion nociceptiva primaria ocurre en el asta
dorsal superficial, donde las sefiales del estimulo hacen sinapsis las neuronas de proyeccion
y con las interneuronas. La sustancia gelatinosa (SG) esta especificamente implicada en el
procesamiento nociceptivo, ya que pequefias aferencias primarias mielinizadas, fibrasAsg, y
amielinicas, fibras C , que transmiten preferentemente informacién nociceptiva hacen
contactos sinapticos con las neuronas de 1a.SG (94). Los distintos sistemas inhibidores
descendentes actlan tanto en sitios presinapticos como postsinapticos para controlar la

ganancia de excitabilidad en la transmision de la nocicepcion(95).

En trabajos con ratas se ha demostrado que la estimulacion de la raiz dorsal evoca
potenciales excitatorios postsinapticos rapidos y en las neuronas del asta dorsal son lentos.
Las neuronas del asta dorsal superficial (lamina I-11) reciben principalmente inputs
monosinapticos de fibras Ad y C, mientras que las neuronas del asta dorsal profundo (lamina
I11-V) reciben inputs monosinapticos y polisinapticos de las fibras AP, resultando en una

respuesta compleja a la estimulacién aferente primaria supramaximal (96).

Una lesion del nervio periférico da como resultado la perdida de sitios sinapticos dentro
de la sustancia gelatinosa del asta dorsal superficial de la médula espinal debido a que ocurre
una degeneracion transganglionar (97). Tras alguna lesion en alguno de estos nervios, se
produce una la reorganizacién anatémica por la que brotan las fibras A en la lamina Il en el
asta dorsal de la médula espinal, que originalmente recibe la entrada del nociceptor de las
fibras C (98). También ocurre una reorganizacion de los inputs aferentes periféricos al asta
dorsal, caracterizadas por una reduccién en los inputs de conduccion lenta de alto umbral a

la 1dmina Il y un aumento en los inputs de conduccidn rapida de bajo umbral caracteristicas
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de las fibras AP a la lamina II, sin observarse de cambios en la transmision sinaptica en

ldminas mas profundas (111'y 1V) (34).

Un estudio en que se examind la reorganizacion funcional de las vias sensoriales en el
asta dorsal de ratas con diseccion del nervio ciatico a las que se les transmitia informacion
nociceptiva, reveld que la estimulacion de la raiz dorsal es suficiente para activar las fibras
aferentes Ad provocando una corriente excitatoria post sinaptica (EPSC) monosinaptica,
polisinaptica o ambas juntas, en la mayoria de las neuronas estudiadas. Esta reorganizacion
funcional de los circuitos sensoriales puede formar parte de un mecanismo subyacente, 0
parte de un mecanismo mas complejo, para las anomalias sensoriales que siguen producto

de las lesiones en los nervios periféricos(100).

3.12 Reorganizacion de los circuitos en la corteza somatosensorial

Los mapas motores corticales son plasticos y se reorganizan en respuesta al aprendizaje,
la experiencia sensorial alterada, la amputacion, las lesiones de nervios periféricos y de la
médula espinal, asi como las lesiones corticales como el accidente cerebrovascular (101). Por
ejemplo, una denervacion periférica puede causar cambios rapidos y sostenidos en la
organizacion cortical en la regidn desaferente de la corteza somatosensorial(102). También
se sabe que los cambios en la organizacion cortical estan detras de una variedad de
fendmenos neurologicos importantes, incluido el dolor, la sensacion "fantasma" referida
después de la amputacion y la recuperacion de la funcidn después de una lesion cerebral o

nerviosa periférica (103,104).

Aunque en el adulto la corteza es menos plastica que en el recién nacido, las lesiones aun
pueden alterar considerablemente los mapas corticales motores y sensoriales. Las lesiones de
nervios periféricos y la amputacion en el adulto pueden silenciar grandes secciones de la
corteza aferente y dar lugar a la generacion de nuevas representaciones topogréaficas de las
regiones del cuerpo que no han sufrido lesiones (105).Aunque en muchas areas de la corteza
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adulta, las neuronas tienen la capacidad de recuperar la capacidad de respuesta funcional

después de una pérdida de su informacién sensorial (106,107)

Lesiones en la médula espinal en modelos humanos y animales muestran como resultado
distintos niveles de reorganizacién cortical durante un tiempo que puede variar desde
semanas hasta afios. La rehabilitacion después de una lesion modifica ain mas a la
reorganizacion cortical, muy posiblemente aprovechando los mismos mecanismos de circuito
que se utilizan durante el aprendizaje motor, aunque ahora sobre una estructura neuronal
alterada (108).

3.13 Cambios de expresion y modulacion de los diferentes nucleos involucrados en la

percepcion del dolor

Los ganglios basales (GB) estan compuestos por varios nucleos implicados en los
procesos neurales que se relacionan con la ejecucion de actividades motoras, emocionales y
cognitivas. Estudios de imagenes funcionales del dolor han mostrado cambios claros y
consistentes en los ganglios basales en condiciones de dolor. Los primeros estudios del dolor
mediante fMRI mostraron patrones de activacion en los ganglios basales, incluidos el
putamen y el globo palido(109). Datos preclinicos y clinicos indican que estas estructuras
poseen un papel en el procesamiento del dolor. Los conocimientos actuales sobre las
alteraciones en las regiones corticales y subcorticales en el dolor sugieren que los GB estan
involucrados de manera unica en los ejes tdlamo-cortico-GB para la integracion de muchos
aspectos del dolor. Estos incluyen la integracion de respuestas motoras, emocionales,

auténomas y cognitivas al dolor.

Los ejes cortico-GB-talamo disfuncionales pueden contribuir al mantenimiento del dolor
cronico y la evolucion del procesamiento neural. Ya sea que el procesamiento cerebral del
dolor dependa de un impulso neuronal externo (entradas periféricas) o un impulso neuronal

interno (impulso, retroalimentacion subcortical o cortical), los GB son procesadores
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centrales que pueden desempefiar un papel en la integracion de inputs divergentes que pueden

modificar el dolor con el tiempo (109,110).

La comprensidn actual de estas regiones del cerebro, en procesos de dolor, indican que
los GB desempefian un papel fundamental en las manifestaciones conductuales del dolor
cronico. Ademas estudios de iméagenes funcionales del dolor han mostrado cambios claros

y consistentes en los ganglios basales en condiciones de dolor (110).

En cuanto a la clinica encontramos dos tipos de enfermedad que ejemplifican el papel de
los ndcleos de los ganglios basales en el dolor: la enfermedad de Parkinson (EP) y el sindrome
de dolor regional complejo (CRPS). En la EP, la patologia inicial implica una pérdida de
neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra en los ganglios basales que da lugar a
trastornos del movimiento y las personas afectadas con frecuencia presentan dolor crénico
(111,112).

3.14 Fenbmeno MOH: Medication Overuse Headache, tolerancia y dependencia a

farmacos analgésicos

La cefalea por uso excesivo de medicacion (MOH) es uno de los mas comunes trastornos
de cefalea crénica y un problema de salud publica con una prevalencia mundial del 1-2%.
Esta condicion es caracterizada por dolor de cabeza crénico producida paraddjicamente por
uso excesivo de diferentes medicamentos para el dolor de cabeza, siendo el retiro del
medicamento usado en exceso el tratamiento predilecto (113). Los pacientes con cefalea
crénica son una gran poblacién dentro de la atencion primaria y en entornos neuroldgicos
(114). El dolor de cabeza es tratado a menudo con analgesicos y es la razén mas comun para
el uso de analgésicos en la poblacion general (115). Los pacientes propensos a los dolores de
cabeza que toman analgésicos para otras afecciones también pueden desarrollar MOH. Los
principales medicamentos que se asocian a MOH son: tranquilizantes, aspirina, ibuprofeno,
analgesicos combinados y opioides (116). En los pacientes que presentan MOH, el

comportamiento similar a la dependencia se presenté con mayor frecuencia en aquellos que
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abusan de los opioides y triptanos que la aspirina o el ibuprofeno. MOH se puede asociar con
el espectro de trastornos relacionados con uso sustancias, ya que se cree que comparten vias
neurobioldgicas comunes (117). Un comportamiento similar al de la dependencia es
considerado un problema a la hora de prescribir medicamentos a pacientes en los que se
sospecha que tienen un problema de abuso de sustancias o que estan en riesgo de tener dicho
comportamiento. El uso de medicamentos de venta libre desconocidos para el médico tratante
puede complicar las cosas. Los médicos que no suelen trabajar en el campo de la adiccién a
veces pueden optar por ignorar cualquier sugerencia de comportamiento similar a la
dependencia, ya que esto puede complicar las cosas a la hora de recetar un

medicamento(118).

La fisiopatologia del MOH no es bien comprendida aun, pero los estudios han demostrado
que la sensibilizacion central probablemente juega un papel importante (119). Esta condicion
muestra cambios funcionales y estructurales en el sistema nervioso central (SNC)
especialmente en el area gris periacueductal del hipocampo, el tAdlamo de la corteza cingulada
posterior, el cerebelo, la corteza orbitofrontal (OFC) y el sistema de recompensa

mesocorticolimbico (120).

3.15 Alimentacion (inflammation Pro-resolution)

La inflamacion es un componente comin de muchas enfermedades que afectan a las
civilizaciones occidentales. La terapia nutricional y, especialmente, la suplementacion con
acidos grasos esenciales (AGE) es uno de los enfoques que se estan utilizando hoy en dia
para el tratamiento y manejo de muchas afecciones inflamatorias. Se estudia como el cuerpo
convierte los &cidos grasos esenciales en un género nuevo de mediadores lipidicos,
denominados mediadores pro-resolucion especializados (SPM; (121)). Estos consisten en
lipoxinas, resolvinas, proteinas y maresinas derivadas de &cidos grasos esenciales (EFA).
Estas moléculas son producidas enzimaticamente en diversos érganos del cuerpo humano a

niveles proporcionales a sus acciones bioldgicas (122).
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Las acciones bioldgicas de estos nuevos mediadores en el control de la inflamacidn son
diferentes a las terapias actuales. Los farmacos en uso clinico estan disefiados para inhibir la
inflamacién y bloquear el reclutamiento de leucocitos, mientras que los SPM acttan
contrarregulando la produccién de mediadores proinflamatorios (citocinas, quimiocinas y
eicosanoides inflamatorios), limitando la infiltracion leucocitica y promoviendo el cambio
del fenotipo leucocitario (123). Por lo que, estas moleculas no evitan la inflamacion, mas
bien evitan que se descontrole y favorecen asi la desaparicion de esta. Ademas, estudios
recientes demuestran que promueven activamente la reparacion y regeneracion de tejidos en

el contexto de una infeccion(124).

El dolor es un sintoma muy importante de la artritis y enfermedades relacionadas que
pueden afectar significativamente la calidad de vida de una persona. En estudios con ratas,
la suplementacion con aceite de pescado, que contiene &cido eicosapentaenoico y acido
docosahexaenoico, redujo significativamente el dolor inflamatorio subcrénico inducido por
la inyeccion intraplantar de adyuvante completo de freund en las patas traseras de estas. Esta
proteccion se asocio con una disminucion del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y un
aumento de los niveles de resolvina D1 en los grupos suplementados, lo cual indica que la
suplementacion con é&cidos grasos esenciales puede regular el dolor mediante la produccion
de SPM (125).

3.16 Estrés y factores ambientales que gatillan el dolor

La evidencia de pacientes con dolor y modelos animales muestra que el dolor crénico no
existe de manera aislada, sino que posee una composicion variadas y consecuencias de gran
alcance. Los pacientes con dolor prolongado en muchos casos desarrollan ansiedad y
depresion y pueden manifestar cambios en el funcionamiento cognitivo (126). Estudios
longitudinales con modelos de roedores también muestran el desarrollo de un
comportamiento similar a la ansiedad y cambios cognitivos semanas 0 meses después de una

lesion que causa dolor a largo plazo (127). Sin embargo, los estudios en humanos revelan
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que las distintas opciones de estilo de vida, como la practica de la meditacién o el yoga,
pueden disminuir la percepcion del dolor y tener el efecto opuesto en el cerebro que el dolor
cronico (128). El dolor crénico a veces acelera la pérdida de materia gris y puede alterar la
integridad de la materia blanca. Otros estudios realizados con modelos de roedores, muestran
que la actividad fisica y un entorno socialmente enriquecido reducen el comportamiento del
dolor y normalizan la funcidn cerebral (129). Todos estos estudios en conjunto sugieren que
la carga del dolor crénico puede ser disminuida mediante una intervencion no

farmacoldgicas.

Para ejemplificar, en 1984 se realiz6 un estudio comparando la recuperacion de la cirugia
de colecistectomia en pacientes cuyas ventanas de las habitaciones del hospital poseian una
vista del paisaje natural versus una vista con pared de ladrillos. Los pacientes con vistas a un
paisaje natural tenian recuperaciones mas cortas, tomaban menos analgésicos y tenian menos
notas con tonos negativos en sus historias clinicas (130). En otro estudio se probé el efecto
de la combinacién imagenes y sonidos de la naturaleza para reducir el dolor en pacientes
sometidos a broncoscopia flexible. Durante el procedimiento, los pacientes estuvieron
expuestos a escenas y sonidos de la naturaleza o recibieron el tratamiento habitual. Los
pacientes que estuvieron expuestos a vistas y sonidos de la naturaleza informaron niveles

significativamente mas altos de control percibido sobre el dolor (131).

3.17 Deficit en Educacion de los profesionales de la salud en el manejo del dolor crénico

y la realizacion de un diagnostico eficaz y oportuno

Aunque con el paso de los afios la atencion del dolor se ha vuelto méas sofisticada, la
atencion mas eficaz aun no esta ampliamente disponible. En algunos casos de dolor agudo se
pueden tratar con éxito, sin embargo, la mayoria de las personas con dolor severo y
persistente atn no reciben exitoso, y con frecuencia no se les ofrece un alivio sistematico o
la evaluacién y el tratamiento completos, integrados y basados en la evidencia cientifica
sobre el dolor (132).
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La demanda de atencion al dolor muestra una creciente tendencia relacionada con la
oferta de servicios especificos y el desarrollo de nuevos y mas eficaces tratamientos. En
la literatura cientifica se observa un aumento en la prevalencia de dolor entre la poblacion
general en los ultimos afos. Algunos estudios con un seguimiento superior a 40 afios,
muestran un aumento entre 2 y 4 veces en el dolor de espalda, dolor en el hombro y

dolor generalizado (133) .

En paises desarrollados gran cantidad de los pacientes puede recibir terapia efectiva para
el dolor, pero desafortunadamente en Ameérica Latina, un porcentaje muy bajo se beneficia
de las opciones terapéuticas disponibles. Una de las causas del tratamiento insuficiente de
dolor es la falta de educacion de los profesionales de la salud sobre el uso adecuado de los
analgesicos, principalmente los opioides. Ademas, se cuenta con muy poca literatura en
espafol que permita la educacion y consulta reiterada de material de referencia de calidad
para los profesionales. Distintos lideres de la region en los distintos paises han trabajado
desde hace mucho tiempo en mejorar esta situacion. Durante mucho tiempo, los esfuerzos se
focalizaron en la educacion de profesionales sanitarios como parte de un programa de
especializacion y postgrado. Gran parte de esta labor fue hecha a través del esfuerzo de los
capitulos de la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP por sus siglas en
inglés la cual se focaliz6 en la educacion clinica y en el reconocimiento de la disciplina del
tratamiento del dolor como especializacion. A través de otras organizaciones, en los Gltimos

afios se han logrado avances en el tema de disponibilidad, legislaciones (134).
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4. HIPOTESIS:

La expresion aumentada de la subunidad B en el receptor de glicina interfiere en el

funcionamiento del receptor y contribuye en el desarrollo del dolor cronico.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la expresion de la subunidad B del receptor de glicina en modelo de rata con dolor

neuropético para para establecer una relacion entre esta y el proceso de dolor cronico.
Objetivos especificos:

1. Medir la expresién de la subunidad B del receptor de glicina en medula espinal, en procesos

de dolor croénico.

2. Comparar el registro electrofisiolégico del receptor de glicina de una rata sin tratamiento

y una con dolor cronico.

3. Relacionar la actividad electrofisioldgica del receptor de glicina con la expresion de su

subunidad B, ambos en proceso de dolor crénico.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Elecciéon del modelo animal

Se utiliz6 un modelo de dolor neuropatico de ratas con un método ampliamente usado y
validado, este es la lesion por constriccion cronica del nervio ciatico (CCI) en ratas Sprague
Dawley (SD) (33,135). Las ratas utilizadas, con un peso entre 230-250 g, se obtuvieron de la
instalacion animal de la Universidad de Chile y se criaron durante aproximadamente 4
semanas. De estas se utilizaron preferentemente animales machos adultos ya que se informo
que existen diferencias entre sexos, en la modulacién y expresion de los diferentes tipos de
canales involucrados en el procesamiento nociceptivo (136,137). Todos los procedimientos
se ajustaron a la normativa especificada por el Comité Institucional de Uso Animal de la
Universidad de Chile (n°17027-MED-UCH) (138) y se llevaron a cabo de acuerdo con los
protocolos éticos establecidos por el Instituto Nacional de Salud, MD, de Estados Unidos y
la Asociacion internacional para el estudio de dolor en animales consientes. Se hizo todo
esfuerzo posible para minimizar el sufrimiento de los animales. Los animales fueron criados
y mantenidos en condiciones de laboratorio controladas, recibieron una dieta estandar para
ratas y agua at libitum, un ciclo de luz/ oscuridad de 12 horas a una temperatura constante de
23°C.

6.2 Lesidn por contricién crénica

La lesion por constriccion del nervios ciatico (CClI) en las ratas Sprague Dawley es un
modelo validado para el estudio de dolor crénico (139). Las ratas fueron anestesiadas con
ketamina/xilazina (100/10 mg/kg). Se realiz6 una diseccién en el biceps femoral derecho por
para exponer el nervio ciatico. Se ataron cuatro ligaduras (chromic catgut 4-0) y luego la
incision fue cerrada por capas. En la condicion control todos los procedimientos fueron los
mismos que en CCI, pero sin el ligamiento del nervio (Sham). Se utilizé técnica aséptica.
Los animales fueron mantenidos a una temperatura controlada hasta la recuperacion de la

anestesia y fueron monitoreados siguiendo los lineamientos de Morton y Griffiths (140).
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6.3 PCR cuantitativa

La gPCR de tejidos espinales de ratas CCl se realizé a los 3 dias posteriores a la cirugia y
se compard con los datos obtenidos de Sham (control: cirugia de rata sin ligadura). El ARN
total se aislo de la médula espinal (segmento lumbar L3-L5) mediante el método de
extraccion de tiocianato de Guanidinio-fenol cloroformo (Trizol, Life Technologies, USA).
Tras la preparacion total de ARN a partir de estos tejidos y la sintesis de cDNA, se realiz6
gPCR de la subunidad B utilizando 0,5 ng/uL de cDNA y SYBR green Master mix (Sigma)
en un volumen de reaccion final de 20 uL en equipos Stratagene Mx3000P (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA USA). Los ciclos de amplificacion de PCR fueron: 1 a
95°C/5min, 40 a 95°C/30s, 56°C/30s y 72°C/45s. Todas las reacciones se ejecutaron por
triplicado. La expresion relativa de cada gen se calculé utilizando el Método Pfaffle

(141,142) y se normalizé contra la expresion de GAPDH.

6.4 Umbral de estimulacion mecanica: filamentos de Von Frey

Las ratas fueron ubicadas en espacios individuales con piso de malla de alambre y cubierta
trasparente. Después de 15 minutos de habituacion, su umbral mecanico fue evaluado usando
manualmente filamentos de Von Frey. Se aplicé una fuerza perpendicular en la zona
intraplantar de cada pata usando filamentos con una fuerza predeterminada constante (32-
512 mN) de lo més suave hasta la mas potente hasta que hubiera una respuesta de retirada.
El umbral mecénico de retirada fue determinado usando el método Up-Down con 3 ciclos

Up-Down por medicion (143).

Se usaron dos grupos de ratones macho, ambos grupos sometidos a dos condiciones de
procedimiento quirdrgico 10 dias antes: con CCl y cirugia de control. Cada dia un animal fue
anestesiado con isoflurano y luego decapitado. El cerebro fue removido rapidamente y
ubicado en un recipiente con solucidn artificial de liquido cerebro espinal frio de ACSF
modificado con sucrosa. Compuesta por: 85 mM de NaCl, 75 mM de sucrosa, 3 mM de KClI,
1.25 mM de NaH2PO4, 25 mM de NaHCO3, 10 mM de dextrosa, 3.5 mM de MgSO4, 0.5
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mM de CaCl2, 3 mM de piruvato de sodio, 0.5 mM de sodio L-ascorbato y 3 mM de myo-
inositol (305 mOsm, pH 7.4 con 95% 02/5% CO?2). Se cortaron rebanadas coronales de 300
pm con un vibratomo. Después de 1 hora a 36°C se cambi6 a solucion de registro, compuesta
por: 126 mM de NaCl, 3.5 mM de KClI, 1.25 mM de NaH2PO4, 25 mM de NaHCO3, 10 mM
de dextrosa, 1 mM de MgS0O4, 2 mM de CaCl2, 3 mM de piruvato de sodio, 0.5 mM de L-
ascorbato de sodio y 3 mM de myo-inositol (305 mOsm, pH 7.4 con 95% 02/5% CQO2) a
temperatura ambiente (22°C).

Las ldminas fueron registradas en una solucion para camara sumergida con ACSF a 30-
32°C, bajo un microscopio de fluorescencia (Eclipse FNI, Nikon) con contraste de
interferencia diferencial infrarroja vertical (IR-DIC), equipado con un objetivo de inmersion
en agua de 40X. Se ubicé una pinza de voltaje en el soma de todas las neuronas identificadas
visualmente que se encontraban en la amigdala central (CeA). Se usé un electrodo de vidrio
de borosilicato, (Instrumentos de precisibn mundial, Sarasota, FL, USA), colocada en una
Micropipeta Puller P-97 Flaming/Brown (Sutter Instruments, Novato, CA, USA). La pipeta
de vidrio que va desde los 3.5 a los 2.4 MQ, fue llenada con solucion intracelular que
contenia: 130 mM de Cs-gluconato, 3.5 mM de CsCl, 4 mM de ATP-Mg, 0.3 mM de GTP-
Na, 10 mM de Na-phosphocreatina, 1 mM de EGTA, 10 mM de HEPES y 0.4% de Biocitina
(286 mOsm, pH 7.4 ajustada con CsOH). Después de la formacién del sello y la exitosa
transicion a la configuracion de la todas las células, la resistencia de acceso usualmente entre
4 y 15 MQ fue monitoreada continuamente. Esta resistencia en serie fue monitoreada y
compensada entre el 75-80%. Se aislaron las corrientes mediadas por glicina en presencia de
bloqueadores sindpticos CNQX (10 uM), APV (50 uM) y bicuculina (10 uM) para bloquear
a los receptores de NMDAR, AMPAR y GABAAR respectivamente. Se registraron las
corrientes postsinapticas espontaneas inhibitorias (SIPSCs) obtenidas como corrientes de
salida en los potenciales de retencion de +20 mV. Las sIPSCs restantes obtenidas despues
de aplicar mas bicuculina (10 uM) fueron consideradas sIPSCs a base de glicina. Al final del
registro se aplicé estricnina para bloquear corrientes glicinérgicas. Se usO eventos de
deteccion PClamp para elegir eventos individuales de aproximadamente 3a 10 pA y que eran
mayores que el ruido entre peak y peak, para analizar el area y la constante de decaimiento.
Eventos sindpticos espontaneos fueron detectados sobre los 100 segundos de registro

continuo, dos veces después de aplicar IL-1p. Las sefiales para ambas pinzas de voltaje se

40



adquirieron utilizando un amplificador MultiClamp 700B (Axon CNS, Molecular Devices
LLC), un filtro de paso lento a 10 kHz, muestreado digital a 30 kHz y grabado a través de
una interfaz Digidata-1440% (Axon CNS, Molecular Devices) y un software PClamp 10.3.

6.5 Analisis de datos

Anélisis de datos para qPCR: Se realiz6 prueba de t de Student pareado y se considerd un
p<0.05 como estadisticamente significativo.

Anélisis de datos electrofisiologicos: Los resultados se expresaron como la media + errores
estandar (SEM). Se utilizé analisis de varianza unidireccional y bidireccional (ANOVA) para
determinar los efectos de los tratamientos con IL-1B, los animales y la interaccién entre
ambos factores, seguido de la prueba post hoc de Tukey o Bonferroni para examinar el efecto
principal individual de tratamientos y animales. EI umbral de significacion estadistica fue p
<0,05, con intervalo de confianza (IC) del 95%. Los analisis estadisticos se realizaron

utilizando el software Prism (GraphPad, Estados Unidos).
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6. RESULTADOS

La sub unidas p del receptor de glicina aumenta su expresién en modelo de ratas CCI

Con la finalidad de conocer el papel de la subunidad auxiliar  del receptor de glicina en
procesos de dolor cronico neuropéatico, se llevd a cabo una cirugia para realizar una
constriccidn croénica del nervio ciatico en ratas Sprague Dawley (CCI) macho adultas. Se
evaluo la expresion de subunidad B del receptor de glicina a los tres dias de presentado el
dolor por medio de la técnica molecular de PCR cuantitativa con SYBR green Master mix
(Sigma). Se obtiene que la expresion de la subunidad B de los cortes de médula espinal en las

ratas CCI fue mayor en comparacion con las ratas Sham (Figura 4).

2.0

1.5

Expresion Relativa

Control CCl

Figura 5. Cambios en la expresion de la subunidad p del receptor de glicina en modelo
de dolor neuropatico. Datos de la qPCR con la expresion relativa de la subunidad B del
receptor de glicina a los 3 dias del desarrollo del dolor (n=3). t-Student pareado considerando

resultados estadisticamente significativos con P<0.05
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Disminucién en la amplitud de la actividad glicinérgica en ratas CCI

Los registros electrofisioldgicos de las células con pinzas conectadas a una fuente de
potencial de voltaje +20mV en las neuronas de cortes de amigdala central de ratas con
constriccidn del nervio ciatico (CCI) como modelos de dolor neuropatico, comparadas con
el modelo Sham o modelo sin constriccion del nervio ciatico, mostraron que en ratas CCl
tienen una distribucion bimodal en la amplitud de corriente durante las actividad espontanea
(Figura 6A). Al comparar las caracteristicas de las corrientes principales estas mostraron que
las corrientes glicinérgicas espontaneas presentan una diferencia en la amplitud de corriente
entre las ratas de tipo Sham y las ratas de modelo CCI para dolor neuropético. Se aprecia que
la amplitud en ratas Sham esta incrementada y en ratas que se encontraban bajo dolor
neuropatico la amplitud de corriente estaba disminuida (Figura 6B). Otro aspecto encontrado
es que la frecuencia de la sefial es mayor en el grupo de ratas CClI, sin embargo, esta no es
significantemente diferente a la frecuencia que presenté el grupo de ratas Sham (sham: 0.15
+0.01 Hz; CCI: 0.18 £ 0.01 Hz). En el grupo de ratas CCI no hay mayor efecto en la constante
de decaimiento (sham: 7.2 £ 0.72 ms, CCI: 6.2 £ 0.37 ms) (Figura 6C).
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Figura 6: sIPSCs glicinérgicas en ratas Sprague Dawley bajo dolor neuropatico en
neuronas de la amigdala central. (A) Representacion de las sIPSC de las corrientes
glicinérgicas en presencia de CNQX (10uM), APV (50 uM), bicuculina (10 uM) con pinzas
conectadas a una fuente de potencial +20mV e histogramas de distribucién de eventos de las
amplitudes de las sIPSCs en ratas Sham y CCI. (B) Histograma de Probabilidad acumulada
de amplitud en neuronas de la amigdala central en ratas Sham y CCI. (C) Cuantificacion de

la amplitud de corriente, frecuencia del evento y constante de decaimiento.

En resumen, los animales que tenian dolor por constriccion cronica en el nervio ciatico
mostraron un incremento en la expresion de la subunidad 3 auxiliar del receptor de glicina'y
una disminucion en la amplitud de la actividad glicinérgica, junto con una actividad bifasica

espontanea.
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8. DISCUSION

Para entender la contribucion de la subunidad auxiliar 3 del receptor de glicina en procesos
de dolor cronico, se analizd la expresion de la subunidad B en tejidos de medula espinal en
modelos de ratas Sprague Dawley para dolor neuropatico y registros electrofisiologicos en
cortes de neuronas de ratas en amigdala central. Se evalud la expresion de la subunidad 3
dias después de la cirugia de constriccion del nervio ciatico para inducir dolor crénico ya que
fue reportado que después de estos 3 dias hay un cambio significativo en el umbral de
nocicepcion. El modelo animal utilizado para el estudio de dolor neuropético ha sido bastante

utilizado con anterioridad (144).

Los receptores de glicina son uno de los canales de cloruro inhibitorios mas importantes,
que controlan la excitabilidad a nivel de la médula espinal. Los cambios plasticos que puedan
ocurrir a este nivel pueden alterar la excitabilidad de las vias nociceptivas a nivel periférico
y central, lo que podria explicar en parte el desarrollo de la sensibilizacién en el dolor
neuropético (145,146). Aqui mostramos que la expresion de la subunidad B auxiliar del
receptor de glicina aumenta en las ratas que presentaban dolor cronico (Figura 5), sin
embargo, existen una cantidad bastante limitada de estudios que investiguen a cerca de la
modulacion alostérica de la subunidad B auxiliar en los receptores de glicina of
heteropentaméricos relacionados con el dolor cronico. A diferencia de esto si hay estudios
previos han mostrado que las subunidades a3 homomeéricas del receptor de glicina tienen
importancia en la sensibilizacion del dolor inducida por inflamacion producto de la PGE>
espinal (33). Estudios recientes han mostrado que los receptores de glicina homomeéricos, los
cuales poseen Unicamente subunidades a, son mas sensibles a los efectos del etanol y la
proteina G que los receptores heteroméricos, los cuales tienen dentro de su pentamero alguna
subunidad B, es por eso que se postula que la subunidad auxiliar B puede ejercer efecto
modulador negativo en el perfil farmacologico de receptores de glicina alf (147), lo cual

implica que el receptor de glicina no ejerza su funcion de modulacion inhibitoria del dolor .

Segun muestra la figura 6B, la amplitud de la sefial en las ratas sin constriccion del nervio
ciatico para inducir dolor crénico es mayor a la amplitud medida en ratas CCI, esto se

reafirma con estudios que indican que en algunas regiones del sistema nerviosos central como
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lo es la amigdala central, se muestra un incremento en la excitabilidad neuronal asociada a
una reduccion en el control inhibitorio durante el establecimiento del dolor neuropético
(148,149). De hecho, en procesos de dolor crénico, la excitabilidad de neuronas espinales y
supraespinales ha sido asociada con una disminucién de la actividad inhibitoria realizada por
los receptores GABA y receptores de glicina (GlyR). Una disminucion en la transmision
glicinérgica a nivel de medula espinal ha sido reportada en varios modelos de dolor crénico,
pero hasta la fecha no hay estudios que evallen la actividad glicinérgica en regiones
supraespinales en dolor neuropatico especialmente en el nucleo central de la amigdala, el
cual estd asociado con la integracion emocional y cognitiva de las sefiales de dolor
nociceptivas periféricas (150). Por lo que hace mas complejo reafirmar o comparar nuestros
resultados con otros estudios de actividad del receptor de glicina en amigdala.

Otro aspecto encontrado es que a pesar de que la frecuencia de la sefial neuronal es mayor
en el grupo de ratas CCI, esta no es significantemente diferente a la frecuencia que
presentaron las neuronas en el grupo de ratas Sham (sham: 0.15 £ 0.01 Hz; CCI: 0.18 + 0.01

Hz) (Figura 6C), por lo que no se considera una comparacion relevante.

Al relacionar el resultado de la expresion de la subunidad B en medula espinal por medio
de gPCR con el estudio electrofisiolégico de receptores de glicina en neuronas de la amigdala
central, en donde tenemos como resultado primeramente que la subunidad f aumenta su
expresion respecto a la expresion de esta subunidad en los ratones no tratados con cirugia
para inducir dolor neuropatico (figura 5) y segundo el hallazgo mas importante del estudio
electrofisiologico es que la amplitud de la sefial de las neuronas de ratas con dolor
neuropatico es menor a las de las ratas Sham. Respecto a estos resultados se puede deducir
que al producirse un aumento de la subunidad auxiliar B del receptor de glicina en el dolor
neuropatico, este genera un efecto de desregulacion de la funcion sinaptica inhibitoria del
receptor de glicina por lo que se aprecia como resultado la disminucién de la amplitud de su
sefial ya mencionado anteriormente. Esta deduccion puede ser explicada (figura 6B) al
relacionarla con estudios realizados con receptores de glicina a nivel de medula espinal, los
cuales indican que la reduccion de la amplitud de los eventos glicinérgicos en condiciones
de dolor neuropéatico puede estar asociada con la pérdida del control inhibitorio en

condiciones de dolor crénico asi también su consecuente reduccion del umbral de
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nocicepcion (151). Esta pérdida de control seria producto del aumento de la subunidad . Un
estudio reciente también demuestra que la subunidad auxiliar B del receptor de glicina juega
un papel fundamental en la sensibilizacion central del dolor mediada por la accion de la IL-
1B, este muestra que aumenta la expresion de la subunidad  después del dolor neuropético
inducido por la constriccion cronica del nervio ciatico y se propone que este incremento de
la expresion de esta subunidad esta asociado con mecanismos compensatorios para balancear
la reduccion en la agrupacion de sinapsis glicinérgicas inhibitorias espinales (151). Estudios
anteriores a este ya habia mostrado una reduccion en la agrupacion de receptores de glicina
heteropentaméricos después de aplicar IL-1p en las neuronas de la medula espinal (152),
proceso el cual es regulado por la subunidad auxiliar B al interactuar con la proteina de
andamio Gefirina (153). Ademas se ha reportado que la expresion de la subunidad 8 de los
GlyR en regiones supraespinales, como las neuronas ubicadas en la amigdala central, es
mayor que la expresion de otras subunidades (154), lo que sugiere que esta subunidad auxiliar
juega rol importante en el procesamiento de la nocicepcion. De esta manera se puede asociar
que, en algunas condiciones patoldgicas como el dolor de miembro fantasma, se pierde la

transmision nociceptiva periférica pero la percepcion del dolor se mantiene.

La manera en que se comporta el receptor de glicina en procesos de dolor crénico podria
ser principalmente relacionada con el aumento de receptores de glicina con subunidad f
auxiliar. Ya que las subunidades o estarian ligadas mayoritariamente a dolor agudo, pues
estudios electrofisioldgicos han demostrado que la fosforilacién del receptor de glicina
homomérico a3GlyRs determina consistentemente la sensibilizacién el dolor de tipo
inflamatorio (155). De acuerdo con esto, otro estudio sefiala que el receptor de glicina a3
incrementa su expresion solo en contexto de dolor inflamatorio, lo que sugiere la existencia
de otros mecanismos especializados que regulan y modulan la expresién de los distintos tipos
de receptores de glicina en los diferentes tipos de condiciones de dolor (156). Para resaltar
aun mas que los GlyRa3 no desarrollan un papel importante en el dolor cronico, otra
publicacién mostré que al utilizar ratones Knockout Glra3-/- no habia diferencias en el
comportamiento doloroso entre estos y los ratones control después de la cirugia para inducir
dolor neuropético (157). Ademas de los receptores de glicina que poseen la subunidad
auxiliar B, otro tipo de GlyRs se han relacionado con el establecimiento del dolor neuropético.

Es el caso del receptor de glicina homoméricos de subunidades a2 (a2GlyR) en el cual se ha
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visto un aumento de su expresion en el hasta dorsal de la medula espinal en modelo de ratas
después del dolor neuropatico (144). Lo que indica que la subunidad B no es la unica
implicada en el proceso del dolor cronico neuropético.

Los hallazgos de este trabajo por si solos, no logran establecer una relacion directa y concreta
entre la expresion de la subunidad B del receptor de glicina y el dolor crénico, sin embargo,
si se pueden establecer una conexion entre ellos. Cabe destacar que esta relacion no es
necesariamente la que propone la hipétesis en cuestion. En parte, producto a la pandemia que
estd ocurriendo actualmente, no se ha podido obtener la cantidad de mediciones necesarias
especialmente en el andlisis de qPCR, ya que la condicion ideal era medir la subunidad en
amigada central, sin embargo, los datos obtenidos ain son vélidos y concuerdan con otros
estudios realizados a pesar de que la medicion de la expresion de la subunidad (3, la principal
razén del estudio, es mas bien reciente y no se tienen muchos antecedentes. Debido a ello
creo que estudios complementarios futuros son requeridos para conocer mas acerca de la
relacion de la subunidad B auxiliar del receptor de glicina con el establecimiento y
prolongacion del dolor crénico. Es necesario también poder medir la proteina de la subunidad
formada propiamente tal, por medio de un Western blot, en los distintos lugares en que se
exprese el receptor de glicina y generar asociaciones mas completas. Para en un futuro poder
utilizar tal vez esta subunidad auxiliar como diana terapéutica alternativa para el manejo del

dolor croénico.
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9. CONCLUSION

De a acuerdo al resultado del estudio molecular se puede concluir que la subunidad B auxiliar
del receptor de glicina aumenta su expresion después inducir dolor neuropatico en ratas

Sprague Dawley por medio de la cirugia con constriccion del nervio ciatico.

Por medio del enfoque de biologia molecular y ademas los registros electrofisiologicos, los
resultados de los experimentos de esta tesis sugieren que la subunidad B auxiliar del receptor
de glicina posee un rol en el establecimiento del dolor crénico de tipo neuropético. Esto ya
que la expresion de la subunidad f aumenta en dolor neuropatico y a su vez disminuye la
amplitud de la corriente neuronal del receptor de glicina en las muestras de amigdala en este
tipo de dolor. Sin embargo, no se comprueba que la hipdtesis sea correcta, debido a las
distintas variables involucradas y los distintos tipos de muestra en la que se realizaron los

estudios.

Los resultados sugieren que esta subunidad juega un rol en la sensibilizacién central del
dolor. Sin embargo, aun faltan estudios que comprueben aun en mas detalle como

interacciona esta subunidad con el resto del receptor y otras moléculas.

Con una mirada hacia al futuro se puede postular a esta proteina como una posibilidad de
desarrollar farmacos que la utilicen de diana farmacoldgica como un potencial analgésico al
intervenir con su accion y asi tratar el dolor crénico y sus patologias asociadas. Sin embargo,
se recalca la importancia de realizar estudios futuros que comprueben aun en mas detalle la
interaccion esta subunidad con el resto del receptor de glicina y las moléculas con las que

interacciona.
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