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RESUMEN

El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada o similar a la

asociada con un daño tisular real o potencial. Se considera crónico cuando se prolonga

durante más de tres a seis meses, o si persiste cuando ha desaparecido la causa y se

considera que debiera haber remitido. Actualmente, esta patología representa un problema

clínico de gran impacto social y económico en la población mundial, con pocas estrategias

farmacológicas eficaces. Por esto, resulta de suma importancia el estudio de los

mecanismos involucrados y de posibles estrategias terapéuticas.

Los mecanismos neurobiológicos propuestos incluyen la sensibilización periférica de los

nociceptores, mediada por factores inflamatorios liberados por las células inmunes, y la

sensibilización central a nivel de las sinapsis en el asta dorsal de la médula espinal. La

reactividad glial en el asta dorsal de la médula espinal es una característica distintiva en la

mayoría de las afecciones con dolor crónico. Se ha demostrado que la reactividad glial

asociada a la degeneración de motoneuronas, particularmente en los astrocitos, se

acompaña de una reducción en la función respiratoria mitocondrial. En este trabajo,

estudiamos la función respiratoria mitocondrial mediante respirometría de alta resolución en

la médula espinal lumbar de animales con inyección de adyuvante completo de Freund en la

extremidad posterior, como modelo de dolor inflamatorio, y con constricción crónica del

nervio ciático, como modelo de dolor neuropático. En ambos modelos, encontramos una

disminución significativa en los parámetros bioenergéticos mitocondriales a nivel de la

médula espinal relacionada con la lesión. Esto coincidió con un aumento en la reactividad

de astrocitos y microglía. La administración oral de dicloroacetato, un modulador metabólico

que estimula la fosforilación oxidativa por inhibición de la enzima piruvato deshidrogenasa

quinasa, aumentó significativamente la función respiratoria mitocondrial. Asimismo, este

tratamiento disminuyó la inmunorreactividad para los marcadores gliales de astrocitos, la

proteína acídica glial fibrilar (Glial fibrillary acidic protein, GFAP), y de microglía, la molécula

adaptadora de unión de calcio ionizado 1 (Ionized calcium binding adaptor molecule 1,

Iba-1). De manera notable, también se observó una reducción significativa de la

hipersensibilidad al dolor en la extremidad afectada, sin alterar la sensibilidad en la

extremidad contralateral en ambos modelos de dolor.

Con el objetivo de caracterizar mejor el efecto de la modulación metabólica, evaluamos la

relación entre la función respiratoria mitocondrial y la neuroplasticidad que ocurre en la

médula espinal, y que es responsable de la sensibilización central, utilizando un abordaje

estructural con inmunofluorescencia. De esta forma, estudiamos la expresión de un
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componente de la matriz extracelular (MEC) y de marcadores sinápticos exitadoras e

inhibitorios en el asta dorsal de la médula espinal.

En nuestro estudio, observamos una disminución significativa en uno de los componentes

de la MEC, agrecano, restringida al asta dorsal ipsilateral a la lesión. Esta disminución fue

revertida tras el tratamiento con dicloroacetato. En la sensibilización central se observa un

aumento en la expresión de los marcadores de sinapsis glutamatérgicas, la proteína de

densidad postsináptica (Post-synapticdensityprotein, PSD95) y del transportador vesicular

de glutamato 2 (Vesicular glutamate transporter 2, VGLUT2) y una disminución de

marcadores de sinapsis GABAérgicas, la enzima glutamato decarboxilasa (Glutamic acid

decarboxylase, GAD), en la médula espinal de los animales lesionados. El tratamiento con

dicloroacetato (DCA) redujo los niveles de expresión de VGLUT2 y PSD95 al nivel del asta

contralateral, en particular los puntos de contacto entre ambos marcadores. Además, se

observó un incremento en la inmunorreactividad del marcador de componentes

presinápticos inhibitorios GAD67 en la médula espinal de los animales lesionados. Nuestros

resultados nos permiten afirmar que durante el dolor crónico, la reactividad glial se asocia a

una disminución en la función respiratoria mitocondrial, la cual induce alteraciones en la

neuroplasticidad a nivel de la médula espinal. Estos cambios subyacen a los fenómenos de

hiperalgesia y alodinia identificados en los modelos experimentales utilizados. Por lo tanto,

proponemos que la modulación metabólica puede ofrecer una terapia alternativa para

situaciones de dolor crónico.

13



INTRODUCCIÓN

DOLOR CRÓNICO: RELEVANCIA Y ABORDAJE

TERAPÉUTICO

El dolor es un síntoma que se asocia a múltiples patologías y es la causa más frecuente de

las consultas médicas. La Asociación Internacional para el Estudio del Dolor (International

Association for the Study of Pain, IASP) define al dolor como "una experiencia sensorial y

emocional desagradable vinculada o similar a la asociada con un daño tisular real o

potencial" [1]. Esta definición reconoce que el dolor puede ocurrir en ausencia de daño

tisular identificable.

Evolutivamente, el dolor tiene una función protectora, dado que frente a un estímulo

nociceptivo (potencialmente dañino), alerta de un daño que debe de ser evitado o tratado.

La sensibilidad a los estímulos, la percepción de dolor, o algesia, puede presentar

alteraciones que se conocen como hiperalgesia y alodinia. La hiperalgesia se define como

el aumento de la sensibilidad dolorosa frente a estímulos nociceptivos y un menor umbral

para su percepción; la alodinia es la percepción de dolor frente a estímulos no nociceptivos,

pudiendo además presentarse el dolor espontáneo, que ocurre en ausencia de estímulos

externos [2]. El dolor puede clasificarse como agudo y crónico. A diferencia del dolor agudo,

que tiene un valor biológico adaptativo, el dolor crónico es aquél que se prolonga durante

más de tres a seis meses, o que persiste cuando la causa ha desaparecido y se considera

que debiera haber remitido [3].

El dolor crónico es un síntoma asociado a injurias directas e indirectas del sistema nervioso,

afectando la calidad de vida de pacientes que cursan otras patologías tales como diabetes,

enfermedades neurodegenerativas o cáncer. Sin embargo, se reconoce como una entidad

patológica en sí misma [4], caracterizado como enfermedad por la Clasificación

Internacional de Enfermedades (International Classification of Diseases, ICD-11) [5].

De acuerdo a los mecanismos biológicos involucrados, el dolor crónico puede clasificarse

en nociceptivo, neuropático y nociplástico [6].

El dolor nociceptivo es aquel que surge de un daño real o potencial a tejidos no nerviosos

(fractura ósea, artrosis, etc.), y se debe a la activación de los nociceptores [6]. La alodinia

mecánica e hipersensibilidad térmica que genera están relacionadas con mediadores
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inflamatorios, y otras señales químicas liberadas desde los tejidos lesionados, que alteran el

umbral de los nociceptores y la excitabilidad de las neuronas de la médula [7], [8].

El dolor neuropático se define como el dolor causado por una lesión o enfermedad del

sistema nervioso somatosensorial, tanto central como periférico [6]. En comparación con el

dolor nociceptivo, además de la alodinia e hiperalgesia, el dolor neuropático se asocia

típicamente con anomalías sensoriales, como entumecimiento, dolor espontáneo, sensación

quemante y paroxismos de dolor más prominentes, según los nervios afectados. Los

descriptores típicos del dolor nociceptivo incluyen términos como doloroso y punzante,

mientras que el dolor neuropático generalmente se describe con adjetivos como lancinante

y punzante [9]. Las afecciones más comunes de dolor neuropático incluyen las

radiculopatías, la neuralgia del trigémino, la neuropatía diabética, la neuralgia postherpética,

el dolor neuropático inducido por radiación y quimioterapia, y el dolor post-accidente

cardiovascular, entre otros [10]. Aunque el grado de asociación entre la intensidad del dolor

y la discapacidad, en comparación con el dolor nociceptivo es similar, el dolor neuropático

podría estar asociado a una mayor disminución de la calidad de vida [11], [12].

En cuanto al dolor neoplásico, es aquel que surge de una nocicepción alterada a pesar de

no haber evidencia clara de daño tisular, real o posible, que cause la activación de

nociceptores periféricos, o evidencia de enfermedades o lesiones del sistema

somatosensorial que desencadenen el dolor [6]. Los mecanismos fisiopatológicos que

causan estos trastornos implican principalmente un aumento del procesamiento sensorial y

una disminución de las vías inhibidoras [13].

El dolor crónico es considerado un problema grave y creciente de salud pública a nivel

mundial por su alta frecuencia, por el estrés físico y emocional que genera, y por el alto

costo económico y social que significa en los servicios de salud y en ausentismo laboral

[14], [15], [16].

Los informes más recientes de estimaciones del estudio “Carga Global de Enfermedades”

(Global Burden of Disease, GBD), indican que tres trastornos musculoesqueléticos

caracterizados por dolor crónico (lumbalgia, dolor de cuello y osteoartritis) fueron las

principales causas de morbilidad y discapacidad en todo el mundo, con aumentos recientes

tanto en el número de personas afectadas como en los años perdidos por discapacidad [5].

Se estima que el dolor crónico afecta entre un 20% a 40% de la población mundial,

indicando que aproximadamente 1 de cada 5 adultos padecen de algún tipo de dolor crónico

[14]. A pesar de estas estadísticas, los datos sobre su magnitud y distribución en los países

en vías de desarrollo son escasos. En América Latina, la mayoría de los estudios provienen

de Brasil [17], [18], [19], con muy poca información disponible de otros países
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latinoamericanos [20], [21]. Una revisión sistemática que incluyó 35 estudios de

investigación que cubrieron todo el territorio brasileño, indicó que la prevalencia del dolor

crónico en este país osciló entre 23,02 y 76,17%, de una muestra de 122.060 personas con

edades entre 15 y 80 años [22]. En lo que respecta a Uruguay, nuestro país no cuenta con

registros del Ministerio de Salud Pública de la prevalencia del dolor crónico. A pesar de

esto, se han desarrollados estudios incipientes, pero no menores, restringidos a los usuarios

de La Unidad Interdisciplinaria de Dolor del Hospital Maciel - Banco de Seguros del Estado,

unidad que comenzó a funcionar en el año 2019 [23]. El conjunto de resultados de todos

estos estudios, a nivel mundial y local, muestran la similitud de la prevalencia del dolor

crónico entre países desarrollados y en vías de desarrollo, a pesar de las diferencias en el

acervo genético, ambiental y cultural entre estos países.

A pesar de los esfuerzos de los equipos multidisciplinarios y de los avances en la

comprensión de los mecanismos subyacentes al dolor, los tratamientos actualmente

disponibles sólo logran mejoras moderadas en el funcionamiento físico y emocional, y

mínimas en la percepción de la intensidad del dolor [23], [24]. Los tratamientos

farmacológicos más frecuentes para el dolor crónico se basan en el uso de opioides y

gabapentinoides [25], [26]. Los opioides, tales como la codeína, fentanilo, metadona,

morfina, oxicodona o el tramadol, son fármacos que se unen a los receptores del sistema

opioide endógeno actuando como agonistas, controlando así las respuestas nociceptivas

[27]. A pesar de ser los fármacos más empleados, el consumo de opioides trae aparejado

un extenso espectro de efectos adversos que incluyen estreñimiento, náuseas, vómitos,

sedación, mareos, hipotensión, mayor riesgo de convulsiones, sudoración y estados de

ánimos de disforia y euforia [28]. Además, los opioides pueden provocar reacciones de

mayor riesgo como cambios hemodinámicos, riesgos de insuficiencia suprarrenal, trastornos

cardiovasculares, inmunosupresión, toxicidad por serotonina y depresión respiratoria [29].

Sumado a esto, su administración prolongada puede provocar el desarrollo de tolerancia a

los analgésicos, dependencia, conductas de abuso y síntomas de abstinencia [30]. Por su

parte, los gabapentinoides (gabapentina y pregabalina) son análogos del neurotransmisor

inhibidor ácido gamma-aminobutírico (Gamma-aminobutyric acid,GABA), y aumentan el

tono GABAérgico sin tener efectos directos sobre el receptor GABA [31]. El perfil de los

efectos adversos de los gabapentinoides no mejora al de los opioides, pudiendo producir

mareos, somnolencia, efectos gastrointestinales, alteraciones cardiacas, depresión

respiratoria, entre otros, y al igual que los opioides, pueden producir dependencia, abuso y

síndrome de abstinencia [26]. Además de los considerables efectos adversos que traen

consigo los opioides y los gabapentinoides, su eficacia es limitada [32], [33].
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La compleja naturaleza del dolor crónico, su prevalencia a nivel mundial, el impacto

socioeconómico que tiene, sumado al hecho de que la poca medicación disponible para su

tratamiento es de eficacia limitada y provoca efectos adversos, demanda aumentar los

esfuerzos para desentrañar los mecanismos neurobiológicos que le subyacen con el fin de

obtener nuevas estrategias terapéuticas para su tratamiento.

MODELOS PRECLÍNICOS DE DOLOR CRÓNICO

El ritmo de avance en la comprensión del dolor se ha acelerado enormemente por el

desarrollo de modelos animales de experimentación (fundamentalmente en rata y ratón) que

reflejan algún elemento de los síndromes clínicos del dolor [34]. Existen numerosos

protocolos para el estudio del dolor persistente o crónico, que incluyen modelos de dolor

superficial, articular, muscular, postquirúrgico, orofacial, tumoral, entre otros. Los

mecanismos patológicos involucrados son fundamentalmente de tipo inflamatorio y

neuropático, o en algunos casos involucran ambos [34], [35].

En los modelos de dolor inflamatorio, el dolor es inducido por la inyección (en general en

uno de los miembros posteriores) de diversos agentes que provocan inflamación en el sitio

de inyección, tales como formalina, carragenina, o adyuvante completo de Freund (ACF)

[36], [37], [38]. Cada agente inflamatorio produce un curso temporal único de respuestas al

dolor que dura desde minutos (formalina) e incluso hasta semanas (ACF), lo que permite

estudios a corto o largo plazo [39].

El modelo de inyección intraplantar de ACF fue descrito por Stein et al., 1988 buscando una

estrategia alternativa a la poliartritis por inyección de este inmunógeno que no provocará

alteraciones sistémicas tan severas. La Mycobacterium tuberculosis contenida en el ACF

produce una respuesta inflamatoria a través del sistema inmune adaptativo [38]. El curso

temporal y varios de los mecanismos fisiopatológicos de esta respuesta han sido

detalladamente descritos en múltiples estudios [8], [40], [41].

En el caso de los modelos de dolor neuropático, las estrategias se subdividen en: 1)

aquellas en que se inducen a nivel central, ya sea por trauma, injuria química o inflamación

en la médula espinal y 2) las que se inducen a nivel periférico, que consisten en la ligadura,

constricción o transección parcial de los nervios raquídeos [34]. En la mayoría de los

modelos utilizados en la actualidad, las alteraciones son realizadas en un miembro

posterior, causando un daño parcial en los nervios periféricos o espinales [42]. Entre los

modelos más empleados para generar un trauma mecánico en los nervios figuran la lesión
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por constricción crónica (Chronic constriction injury, CCI) del nervio ciático [43], la ligadura

parcial del nervio ciático (Partial ligation of the sciatic nerve, pSNL) [44], la ligadura del

nervio espinal (Spinal nerve ligation, SNL) [45] y la ligadura neural por omisión (Spared

nerve injury, SNI) [46]. Estos modelos producen signos conductuales característicos del

dolor neuropático, que también son observados en los pacientes con este tipo de patología

[42]. En el modelo de CCI se genera una mononeuropatía periférica mediante ligaduras

poco constrictivas alrededor del nervio ciático común. Luego de la lesión, los animales

muestran claros comportamientos de hiperalgesia, alodinia y, posiblemente, dolor

espontáneo.

Para determinar el grado de nocicepción en los animales de experimentación, se estudian la

hiperalgesia y la alodinia inducidas mediante la aplicación de estímulos térmicos o

mecánicos [34], [35]. El desarrollo de estos modelos ha permitido dilucidar algunos de los

mecanismos subyacentes de esta patología, el diseño de estrategias terapéuticas y el

diagnóstico acertado de la enfermedad [42]. Para el desarrollo de esta tesis hemos puesto

a punto un modelo de dolor inflamatorio en rata y otro de dolor neuropático en ratón.

MECANISMOS NEUROBIOLÓGICOS DEL DOLOR

SUSTRATOS NEUROANATÓMICOS

Los esfuerzos científicos por comprender la capacidad sensorial se iniciaron con

Jean-Baptiste Lamarck (1744-1829), quien postuló que la sensación se produce cuando se

genera un movimiento en el líquido de un nervio sensorial. Erasmus Darwin (1731-1802) fue

uno de los primeros en proporcionar evidencia de la existencia de nervios específicos que

detectan el calor. Posteriormente otros fisiólogos de finales del siglo XVIII y principios de

XIX afianzaron la idea de fibras nerviosas especializadas en la detección y transmisión de

aspectos específicos del tacto. Maximillian von Frey (1852-1932) propuso un modelo según

el cual el dolor y el tacto inocuo eran cualidades táctiles independientes detectadas por

diferentes tipos de nervios sensoriales. Ahora sabemos que los diversos estímulos son

detectados por neuronas somatosensoriales [47].

La nocicepción es el proceso mediante el cual una subpoblación de fibras nerviosas

periféricas, llamadas nociceptores, detecta estímulos térmicos, mecánicos o químicos

intensos, provenientes tanto del medio externo como interno. Los somas de estas neuronas

se localizan en los ganglios de la raíz dorsal y en el ganglio trigémino, emitiendo desde aquí
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fibras nerviosas centrales que se dirigen hacia la médula espinal o al tronco encefálico

según la región involucrada. Las fibras sensitivas primarias se clasifican en Aα, Aβ, Aδ y C

de acuerdo a sus características físicas y los posibles estímulos sensoriales transmitidos.

Las fibras Aα son propioceptivas, sin sensibilidad térmica, mielinizadas, con un diámetro de

13 a 20 μm y una velocidades de conducción de 80 a 120 m/s. Transportan información

sobre la posición de las extremidades, músculos y cápsulas articulares [48], [49].

Las fibras Aβ actúa como mecanoreceptores (umbral de fuerza de 1 a 1,5 mN) y sin

sensibilidad térmica. Están mielinizadas y presentan un diámetro de 6 a 12μm, lo que le

proporciona una velocidad de conducción de 35 a 90 m/s, transportan información de tacto y

presión desde la piel [48], [49].

Las Aδ participan en la nocicepción (umbral de fuerza de 5 mN) y son térmicamente

sensibles. Son fibras poco mielinizadas, con un diámetro de 1 a 5 μm y una velocidad de

conducción de 5 a 40 m/s, transportando información de calor, frío y mecánica. Las Aδ

median el primer dolor (agudo), bien localizado y rápido, que aparece frente a un estímulo

nocivo [49], [50], [51].

Al igual que las Aδ, las fibras C funcionan en la nocicepción y son térmicamente sensibles.

Las fibras C, son amielínicas, con un diámetro de 0,02 a 1,5μm y una velocidad de

conducción de 0,5 a 2 m/s. Transportan información polimodal sobre la nocicepción

mecánica, térmica y/o química. Este tipo de nociceptores son responsables de la

transmisión del dolor lento y mal localizado, de carácter más sordo y duradero [49], [50],

[51].

El asta dorsal de la médula espinal es una importante región de recepción de fibras

aferentes primarias que transmiten información de receptores sensitivos que responden a

estímulos internos y externos. A este nivel ocurre la primera sinapsis en las vías

ascendentes que llevan al cerebro la información sensitiva que subyace a la percepción

consciente del dolor [52]. El asta dorsal de la médula espinal, al igual que el resto de la

sustancia gris de este órgano, se encuentra organizada en láminas. Dichas láminas,

clasificadas por Rexed, se enumeran, desde la región más dorsal a la más ventral, en

láminas I, II, III, IV y V [53]. La lámina I concentra la mayor densidad de neuronas de

proyección del asta dorsal, que a su vez constituye el 5% de las neuronas de proyección

presentes en la sustancia gris de la médula espinal [54], [55]. Las neuronas de proyección

de la lámina I se dirigen principalmente hacia el tálamo y sus axones constituyen

aproximadamente la mitad del tracto espinotalámico. Esta proyección es muy relevante para

los aspectos discriminativos del dolor y la termoalgesia [56]. Asimismo, parte de sus axones

terminan en el núcleo parabraquial, que media los aspectos emocionales del dolor [57]. En

esta lámina, también se encuentran interneuronas, pero de menor tamaño que las neuronas
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de proyección [53], [58]. En la lámina II, la mayor parte de neuronas son interneuronas

pequeñas muy compactamente distribuidas. La lámina III, también tiene una alta densidad

de neuronas, de las cuales la mayor parte son interneuronas pequeñas, pero mayores que

las de la lámina II, con neuronas de proyección grandes dispersas. Por último, las láminas

IV-V son más heterogéneas, con neuronas de varios tamaños, algunas de las cuales son

neuronas de proyección [58].

Las fibras aferentes nociceptivas hacen sinapsis con neuronas localizadas en las láminas I,

II y V, mientras que las fibras aferentes Aβ no nociceptivas se proyectan hacia las láminas

profundas (III, IV y V). Los nociceptores Aδ se proyectan tanto a la lámina I como a la

lámina V, en tanto que los nociceptores C se proyectan más superficialmente, en las

láminas I y II [52]. Esta notable estratificación de subtipos aferentes dentro del asta dorsal

se destaca aún más por los distintos patrones de proyección y circuitos activados por los

nociceptores C. Por ejemplo, la mayoría de las fibras peptidérgicas C terminan dentro de la

lámina I y la lámina II interna. Por el contrario, las aferencias no peptidérgicas terminan en la

lámina II externa [59], [60] (Figura 1).

Figura 1. Conexiones entre las fibras aferentes primarias y la médula espinal. Subconjuntos de fibras
aferentes primarias se dirigen a las neuronas del asta dorsal dentro de láminas discretas. Los nociceptores
peptidérgicos C (rojo) amielínicos y Aδ mielinizados (púrpura) terminan más superficialmente, haciendo sinapsis
con neuronas de proyección grandes (rojo) ubicadas en la lámina I e interneuronas (verde) de la lámina II
externa. Los nociceptores no peptidérgicos, amielínicos (azul) se dirigen a las interneuronas (azul) en la parte
interna de la lámina II. Por el contrario, la información inocua transportada por fibras mielinizadas Aβ (naranja)
termina en interneuronas en la mitad ventral de la lámina II interna. Un segundo conjunto de neuronas de
proyección dentro de la lámina V (púrpura) recibe información convergente de las fibras Aδ y Aβ. Extraído de
Basbaum et al., 2009 [52].
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Luego de la primera sinapsis entre las fibras aferentes nociceptivas y las neuronas del asta

dorsal, la información del estímulo nocivo, asciende hacia áreas supraespinales para su

procesamiento. Las neuronas de proyección que se encuentran en las láminas I y V

constituyen la principal salida del asta dorsal al cerebro, originando múltiples vías

ascendentes, incluidos los tractos espinotalámico y espinorreticulotalámico, que transportan

información de dolor al tálamo y al tronco del encéfalo, respectivamente. El tracto

espinotalámico destaca en los aspectos sensoriales-discriminativos de la experiencia del

dolor, localizando el lugar del estímulo y su intensidad, en tanto que el

espinorreticulotalámico es más relevante para los dolores mal localizados. Asimismo, las

proyecciones de la médula espinal hacia el núcleo parabraquial de la protuberancia

dorsolateral, generan una conexión con la amígdala, región encargada de procesar

información relativa a las propiedades aversivas de la experiencia del dolor. Seguidamente,

desde estas regiones del tronco encefálico y del tálamo, la información alcanza las

estructuras corticales [52]. De este modo, el dolor resulta de la activación de estructuras

corticales, algunas de las cuales están más asociadas con las propiedades sensoriales

discriminativas, como es el caso de la corteza somatosensorial, mientras que la

circunvolución cingulada anterior y la corteza insular se relacionan con aspectos

emocionales de la experiencia del dolor [61]. Además de dichos trayectos de la información

dolorosa, algunas neuronas de proyección contactan con neuronas de la médula

ventromedial rostral y de la sustancia gris periacueductal del mesencéfalo, activando los

sistemas de retroalimentación descendente que influyen (tanto positiva como

negativamente) en la transmisión de mensajes de dolor a nivel de la médula espinal [52]

(Figura 2).

Las alteraciones de estas vías del dolor conducen a alodinia e hipersensibilidad, de modo

que el dolor deja de ser útil como sistema de alerta aguda y, en cambio, se vuelve crónico y

debilitante.
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Figura 2. Anatomía de la vía del dolor. Los nociceptores aferentes primarios transmiten información nociva a
las neuronas de proyección dentro del asta dorsal de la médula espinal. Un subconjunto de estas neuronas de
proyección transmite información a la corteza somatosensorial a través del tálamo, proporcionando información
sobre la ubicación y la intensidad del estímulo doloroso. Otras neuronas de proyección interactúan con las
cortezas cingulada e insular a través de conexiones en el tronco del encéfalo (núcleo parabraquial) y la
amígdala, contribuyendo al componente afectivo de la experiencia del dolor. Esta información ascendente
también accede a las neuronas de la médula ventral rostral y de la sustancia gris periacueductal del
mesencéfalo para activar los sistemas de retroalimentación descendente que regulan la salida de la médula
espinal. Extraído de Basbaum et al., 2009 [52].

MECANISMOS CELULARES Y MOLECULARES DEL DOLOR AGUDO

Las fibras aferentes primarias detectan estímulos ambientales e internos térmicos,

mecánicos o químicos, y transducen esta información al lenguaje del sistema nervioso, es

decir, en señales eléctricas [52]. La capacidad de las neuronas somatosensoriales de

responder a una amplia variedad e intensidad de estímulos, se debe a la presencia de

canales catiónicos específicos presentes en las membranas plasmáticas de sus terminales

periféricas [62]. De esta manera, dependiendo de la modalidad de un nociceptor

previamente inactivo, los receptores expresados en la membrana plasmática responden

abriendo canales catiónicos. La despolarización inducida por la entrada de calcio estimula

los canales de sodio dependientes de voltaje cercanos, desencadenando un potencial de

acción aferente [63].
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La mayor parte de estos receptores corresponden a la familia de Receptor de Potencial

Transitorio (Transient Receptor Potential, TRP). Los TRP son canales de cationes no

selectivos con alta permeabilidad al Ca2+. La familia de los TRP está constituida por seis

subfamilias de TRP; clasificadas como canónico (TRPC), vaniloide (TRPV), ankirina (TRPA),

melastatina (TRPM), policistina (TRPP) y mucolipina (TRPML) [62].

La subfamilia TRPV se encuentra en los nociceptores térmicos y es responsable de la

transducción de estímulos térmicos de altas temperaturas. TRPV1 se expresa en las fibras

C y TRPV2 se expresa en fibras Aδ; estos receptores son los principales termorreceptores

nocivos sensibles al calor; activándose entre 40 a 43°C y 52°C respectivamente [48], [63],

[64]. Asimismo, se configuran dinámicamente; ya que en condiciones de inflamación, los

receptores TRPV pueden reducir significativamente sus umbrales, activándose con

temperaturas cálidas inocuas. Los receptores TRPV1 pueden ser polimodales y detectan

además múltiples estímulos químicos nocivos (capsaicina, protones y toxinas, entre otros)

[48], [49], [50].

Si bien se sabe que las fibras C y Aδ responden principalmente a agresiones mecánicas

nocivas, en comparación con la cantidad de información que se conoce sobre los receptores

térmicos, se sabe muy poco sobre los receptores mecánicos y la transducción de fuerzas

mecánicas nocivas. Una última hipótesis es que las fuerzas mecánicas nocivas podrían

lesionar las delicadas terminaciones nerviosas nociceptivas y producir contenidos

intracelulares como la adenosina trifosfato (Adenosine triphosphate, ATP) y neuropéptidos,

provocando inflamación, despolarización neuronal y sensación de dolor [65].

Una vez que las señales nocivas son transducidas por el terminal periférico aferente

primario, el potencial del receptor activa una variedad de canales iónicos dependientes de

voltaje. Los canales de sodio y potasio dependientes de voltaje son fundamentales para la

generación de potenciales de acción que transmiten señales de nociceptores a las sinapsis

en el asta dorsal. Los canales de calcio dependientes de voltaje desempeñan un papel

clave en la liberación de neurotransmisores desde las terminales centrales o periféricas de

las fibras aferentes nociceptivas para generar dolor o neuroinflamación local,

respectivamente. De esta forma, el dolor agudo (adaptativo y con función protectora) se

produce mediante la liberación de glutamato desde las terminales centrales de las fibras

aferentes nociceptivas, generando corrientes postsinápticas exitadoras(Excitatory

postsynaptic potential, EPSC) en las neuronas del asta dorsal de segundo orden. Esto

ocurre principalmente mediante la activación de los receptores ionotrópicos de glutamato

del subtipo receptores ácido-alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico (α- amino -3 -

hydroxy - 5- methyl - 4 - isoxazolepropionic acid, AMPA) y kainato (Kainic acid receptor,

KAR) en la membrana postsinápticas. La suma de EPSC subumbral en la neurona

postsináptica eventualmente dará como resultado la generación del potencial de acción y la
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transmisión del mensaje de dolor a neuronas de orden superior. En estas condiciones, el

subtipo N-metil-D-aspartato (N-methyl-D-aspartate, NMDA) de los receptores de glutamato

es silencioso [52].

Los axones de las neuronas de proyección del asta dorsal, ascienden por la médula espinal

y cruzan los tractos ventrolaterales antes de alcanzar finalmente sus objetivos

supraespinales, siguiendo dos trayectorias distintas. Estas distintas trayectorias diferencian

si el estímulo transportado proporcionará en última instancia la ubicación y la intensidad del

estímulo o se integrará en una respuesta emocional. Siguiendo el primer camino, para que

un estímulo proporcione información de ubicación e intensidad, debe salir de los tractos

ventrolaterales de la médula espinal y luego ingresar al tálamo somatosensorial. Desde allí,

una neurona terciaria llevará la señal a su destino final en la corteza somatosensorial.

Respecto a la segunda vía, si un estímulo requiere integración en la emoción, debe salir de

los tractos ventrolaterales de la médula espinal y hacer sinapsis con neuronas terciarias en

el tálamo medial y ventromedial. Las neuronas terciarias salen del tálamo y terminan en la

ínsula inferior o en el núcleo cingulado anterior, ambos involucrados en el prosencéfalo

límbico [49], [63].

Al finalizar el estímulo, las señales nociceptivas cesan, inactivando al receptor. Incluso, el

influjo de calcio, a través de los receptores nociceptivos abiertos, puede inducir el colapso

de la fibra nociceptiva, provocando refractariedad a la re-estimulación. Este colapso del

nociceptor después de la estimulación, respalda el hallazgo de que los estímulos nocivos se

ajustan rápidamente y su percepción consciente disminuye una vez que cesa su actividad

periférica [63].

La activación sucesiva de los nociceptores determina modificaciones en la reactividad del

sistema nervioso en las vías y circuitos que codifican el dolor, lo cual resulta en su

cronificación y produce sensaciones de dolor que pueden llegar a ser incapacitantes [66].

Estos cambios de neuroplasticidad determinan la sensibilización periférica en las neuronas

sensoriales primarias de los ganglios de la raíz dorsal y los ganglios del trigémino, y la

sensibilización central de las neuronas procesadoras del dolor en la médula espinal y el

cerebro (Figura 3) [52], [67], [68], [69], [70].

Sensibilización Periférica
La sensibilización periférica representa una forma de plasticidad estructural y funcional del

nociceptor, provocada por estímulos, que afecta la codificación y transmisión de la

información sensorial [68], [71]. El aumento de la excitabilidad de las neuronas sensoriales

puede tener consecuencias funcionales devastadoras y puede contribuir directamente a los

estados de hiperalgesias al reducir los umbrales en los que se siente dolor, y exacerbar el
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grado de respuestas a los estímulos supraumbrales, e incluso puede causar reflejos

autónomos y somáticos anormales. En estas situaciones, el estímulo es un conjunto de

mediadores inflamatorios endógenos que acompañan el daño tisular, y que sensibilizan a

los nociceptores, reduciendo su umbral y aumentando su capacidad de respuesta. Estos

son liberados por los nociceptores activados y células no neuronales que residen o se

infiltran en el área lesionada, tales como mastocitos, basófilos, plaquetas, macrófagos,

neutrófilos, células endoteliales y fibroblastos. Dichos factores, incluyen varias moléculas de

señalización, tales como neurotransmisores, péptidos (sustancia P, péptido relacionado con

el gen de la calcitonina, bradicinina, ent), eicosanoides, lípidos relacionados

(prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, endocannabinoides), neurotrofinas, citoquinas

y quimiocinas, así como proteasas y protones extracelulares. La unión de estos mediadores

inflamatorios a sus receptores presentes en la superficie celular de los nociceptores

desencadena un conjunto de cascadas de señalización intracelular que llevan a un aumento

en la facilidad de despolarización de los mismos. [52], [71].

Un ejemplo de mediadores críticos de la actividad de los nociceptores y la sensibilización al

dolor, son las citoquinas proinflamatorias tales como la interleuquina-1β (Interleukin-1β,

IL-1β) y el factor de necrosis tumoral α (Tumor necrosis factor α, TNF-α), que actúan

directamente sobre los nociceptores [72]. Ambas citoquinas, tienen un rol crucial en la

sensibilización de los neuroreceptores, activando canales dependientes de sodio, así como

aumentando la expresión de TRPV1 [73], [74], [75], [76], [77]. Esto significa que, tanto IL-1β

como TNF-α periféricos están fuertemente implicados en la patogénesis del dolor

inflamatorio y neuropático [78], [79], [80].

La inflamación periférica con la resultante entrada nociceptiva persistente también conduce

a una mayor liberación de glutamato, sustancia P, péptido relacionado con el gen de la

calcitonina (Calcitonin gene related peptide, CGRP) y factor neurotrófico derivado del

cerebro (Brain-derived neurotrophic factor, BDNF), desde las terminales centrales aferentes

primarias. Estos son liberados en el asta dorsal de la médula espinal (y el núcleo del

trigémino) y mediante la transducción de señales producen un estado de hiperactividad e

hiperexcitabilidad neuronal en la médula espinal, conocido como sensibilización central [67].

Sensibilización Central
Desde hace más de 40 años la sensibilización central ha demostrado ser un mecanismo

crucial en la cronificación del dolor, al transformar la percepción normal del tacto en alodinia

mecánica [81]. El circuito clave responsable de este fenómeno, reside en el asta dorsal de

la médula espinal [82]. Consiste en una potenciación de la función de las neuronas y

circuitos en las vías nociceptivas, causada por aumentos en la excitabilidad de la membrana
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y la eficacia sináptica, así como por una reducción de la inhibición, siendo una

manifestación de la notable plasticidad del sistema nervioso somatosensorial en respuesta a

la actividad, la inflamación y/o la lesión neuronal tanto periférica como central [83]. Por

tanto, la plasticidad sináptica en las sinapsis excitadoras e inhibidoras constituye la base

subyacente de la sensibilización central [69]. En este caso, las células postsinápticas que

transmiten información hacia regiones supraespinales, producen una salida aumentada para

un nivel dado de estimulación periférica y, en algunos casos, comienzan a responder sin

necesidad de estímulo [84]. Además de resultar en la reducción del umbral del dolor y la

amplificación de las respuestas al dolor, también permite que las entradas desde tejidos no

lesionados produzcan dolor (hiperalgesia secundaria) [85], [86]. Esta hiperreactividad al

dolor característica de su condición patológica, expresa una alteración en el equilibrio entre

excitación e inhibición en los circuitos espinales [87].

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en la vía del dolor [67]. Si bien no

hay marcadores inmunocitoquímicos confiables para los cuerpos celulares de las neuronas

glutamatérgicas, sus axones pueden identificarse por la presencia del transportador

vesicular de glutamato (Vesicular glutamate transporter, VGLUT), que media la captación de

glutamato en las vesículas presinápticas [88]. En las láminas I-III del asta dorsal hay

numerosas terminales presinápticas que contienen VGLUT del tipo 2 (VGLUT2), la mayoría

de las cuales se originan en interneuronas excitadoras locales [88], [89], [90]. Más

precisamente, análisis inmunohistoquímicos con marcadores VGLUT han mostrado que

más del 85% de las neuronas de la lámina II son interneuronas exitadorasliberadoras de

glutamato [90], [91]. Se ha visto que la activación de VGLUT2 provoca un profundo aumento

en la activación neuronal y la liberación sináptica de glutamato por parte de las neuronas

que lo expresan. Por el contrario, su silenciamiento génico reduce notablemente la actividad

neuronal y la liberación sináptica de glutamato, revirtiendo la hipersensibilidad al dolor

inducida por la inflamación del tejido y la lesión de los nervios periféricos [92]. Esto indica

que las neuronas exitadorasque expresan VGLUT2 desempeñan un papel crucial en la

mediación de la sensibilización central. Es probable, que la entrada excitatoria dual de las

fibras aferentes primarios y las interneuronas que expresan VGLUT2, sirva como un circuito

de retroalimentación positiva intraespinal para el mantenimiento de la sensibilización central

[93], [94]. En el caso de las interneuronas excitatorias, estas transmitirán la información

nociceptiva desde las fibras aferentes primarias a las neuronas de proyección espinal en

condiciones de dolor fisiológico [92].

Un paso indispensable para el inicio y mantenimiento de la sensibilización central, es la

exacerbación de la activación de los receptores NMDA en las membranas postsinápticas

[67], [95], [96]. En condiciones fisiológicas, el receptor NMDA se encuentra bloqueado por

iones de magnesio. Sin embargo, tras la despolarización de las neuronas espinales,
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después de la activación de las aferencias primarias nociceptivas, dicho bloqueo es

eliminado. De esta forma, la activación de receptores NMDA aumenta la eficacia sináptica y

provoca una corriente entrante de calcio. La entrada de calcio activa diversas vías de

señalización intracelular que inician y mantienen la sensibilización central [83], [85]. Una de

estas vías lleva al aumento de la expresión y activación de las subunidades NR2B de los

receptores NMDA que, junto con las subunidades NR1, regula la plasticidad sináptica

espinal en condiciones de dolor persistente [97]. Por ejemplo, mediante la activación de la

quinasa regulada por señales extracelulares (Extracellular - Signal - Regulated Kinase,

ERK) a través de su fosforilación (pERK) [98], [99], [100], [101], [102]. Por otra parte, pERK

también induce sensibilización central a través de una rápida regulación postraduccional de

la supresión de la actividad del canal de potasio Kv4.2, lo que conduce a una hiperactividad

de las neuronas del asta dorsal [103], [104].

Otro aspecto importante de las postsinapsis exitadorasque expresan receptores NMDA, son

las proteínas de andamiaje PSD. En particular, PSD95, es la principal proteína de

andamiaje en la densidad postsináptica excitatoria y un potente regulador de la fuerza

sináptica, uniéndose a dominios citoplasmáticos de las subunidades NR2, y aglutinando

receptores NMDA en las sinapsis neuronales, por lo que se utiliza como evidencia de

actividad sináptica [105], [106]. Uno de los principales roles de PSD95 es, a través de sitios

de unión, reclutar la proteína óxido nítrico sintasa neuronal (Neuronal nitric oxide synthase,

nNOS) [107], [108], [109], [110]. De esta manera, PSD95 permite que la entrada de calcio,

producto de la activación de los receptores NMDA, active a su vez a nNOS generando óxido

nítrico (Nitric oxide ,NO), el cual en última instancia promueve la hiperalgesia [111], [112],

[113]. Esta interacción nNOS-PSD95 es importante para mantener la hipersensibilidad en el

dolor crónico [114]. PSD95 desempeña un papel importante en la plasticidad sináptica y la

estabilización de los cambios sinápticos durante la potenciación a largo plazo, y cambios en

sus niveles de expresión alteran los procesos centrales que controlan la fuerza sináptica

[115], [116]. Se ha visto que la sobreexpresión de PSD95 afecta fuertemente la función

sináptica, aumentando la amplitud de la corriente postsináptica excitatoria (EPSC) por los

mismos procesos de fortalecimiento que ocurren durante la potenciación a largo plazo [117],

[118]. Por el contrario, la reducción de la expresión de PSD95 disminuye el EPSC

debilitando la fuerza sináptica [116], [119]. El enriquecimiento selectivo de PSD95 en la

región superficial del asta dorsal en la médula espinal, media la hiperalgesia inducida por

activación de NMDA [105]. En concordancia con esto, la deficiencia de PSD95 en el asta

dorsal de la médula espinal atenúa significativamente la hiperalgesia en modelos de dolor

neuropático [120]. En ratas, el uso de oligonucleótidos antisentido para PSD95 disminuyó la

hiperalgesia y retrasó el desarrollo del dolor neuropático [105]. Asimismo, estudios con

ratones que expresaban una forma mutante de PSD95 que no podía asociarse con el
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receptor NMDA, tampoco lograron desarrollar hiperalgesia y alodinia después de la lesiones

por CCI [121], [122]. Similares resultados se obtuvieron, tanto en modelos de dolor

neuropático como inflamatorios, con la utilización de péptidos miméticos que interrumpen la

interacción entre las subunidades PSD95 y NR2B [123], [124], [125], [126]. Por lo tanto, el

desacoplamiento de PSD95 con la subunidad NR2 de los receptores NMDA, puede prevenir

la neuroplasticidad involucrada en el dolor crónico [123]. De manera similar, estudios con

inhibidores de la unión de PSD95 a la nNOS mostraron eficacia antinociceptiva en modelos

de dolor neuropático inducidos por el fármaco quimioterapéutico paclitaxel y en modelos de

dolor inflamatorio por formalina y por ACF [127]. Todos estos estudios sugieren que PSD95

es fundamental para la hipersensibilidad al dolor mediada por NMDA-nNOS.

En el sistema somatosensorial, las neuronas inhibidoras espinales contrarrestan el aumento

de la transmisión sináptica excitatoria desde la entrada periférica. Las vías inhibidoras de

interneuronas locales y descendentes, como las vías GABAérgicas, contribuyen de manera

crítica a la modulación del equilibrio entre el tono excitador e inhibidor en la transmisión

sináptica [128]. Las vías descendentes GABAérgicas del sistema somatosensorial se

originan en el locus cerúleo, el núcleo de rafe y la sustancia gris periacueductal, terminando

en la médula espinal [129]. Por su parte, y a diferencia de la proporción de interneuronas

exitadorasen la población neuronal total del asta dorsal, la proporción de interneuronas

inhibidoras locales, GABAérgicas y glicinérgicas, representan un tercio de dicho total [130],

[131]. Los axones de las interneuronas inhibidoras se pueden identificar con anticuerpos

contra el transportador vesicular GABA (Vesicular GABA Transporter, VGAT), GAD, o el

transportador de glicina (Glycine transporter 2, GlyT2). Estos revelan un denso plexo de

axones inhibidores en las láminas I-III del asta dorsal, la mayoría de los cuales se originan

en interneuronas locales [132].

La desinhibición de la transmisión sináptica GABAérgica y glicinérgica en las vías espinales

de dolor es crucial en la generación de la sensibilización central y el consecuente dolor

crónico [132], [132], [133]. En varios modelos animales de dolor crónico, neuropático e

inflamatorio, se ha observado una pérdida de la inhibición mediada por GABA. Tanto las

inhibiciones presinápticas sobre fibras aferentes primarias, como las inhibiciones

postsinápticas sobre interneuronas excitatorias, se vuelven menos eficientes, lo que lleva a

un estado de hiperexcitabilidad en el asta dorsal de la médula espinal [134], [135], [136].

GAD67 (67 kDa) es una enzima citosólica responsable de la síntesis de GABA, y la

reducción de su expresión en las interneuronas inhibidoras del asta dorsal tiene como

consecuencia la disminución de la síntesis de GABA [137], [138]. Estudios en modelos de

dolor neuropático inducido por paclitaxel y por lesiones de nervios periféricos, han mostrado

que tras la injuria, la expresión de GAD67 en el asta dorsal se encuentra disminuida, lo que

conduce a una alteración significativa de la función de las sinapsis GABAérgicas [139]. De
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igual forma, se ha evidenciado que lesiones de médula espinal producen conductas de dolor

neuropático que están relacionadas con la regulación negativa de la expresión de GAD en

el asta dorsal [140], [141].

Los receptores de GABA más ampliamente estudiados son GABAA y GABAB. GABAA es

un canal selectivamente permeable a los iones cloruro, expresado en toda la sustancia gris

de la médula espinal, y su activación aumenta la permeabilidad de los iones cloruro,

induciendo así la hiperpolarización de las neuronas postsinápticas [142], [143]. En cambio,

GABAB es un receptor metabotrópico, acoplado a una proteína G, expresado en las láminas

I-III del asta dorsal, tanto en neuronas como en células gliales [144], [145].

Luego de su liberación, el neurotransmisor GABA puede ser recaptado a través de

transportadores de GABA (GABA transporters, GAT) [146]. La sobreproducción de GAT en

neuronas del asta dorsal en condiciones fisiopatológicas facilita la captación de GABA,

dando como resultado una pérdida del tono GABAérgico en los circuitos espinales y una

hiperexcitabilidad de las neuronas. Estos datos sugieren que los GAT contribuyen a la

transmisión nociceptiva en el asta dorsal [128].

Figura 3. Participación de los procesos neuroinflamatorios periféricos y centrales en el dolor crónico.
Los neutrófilos y macrófagos invasores sensibilizan las neuronas sensoriales del ganglio de la raíz dorsal (GRD)
a través de mediadores como las interleucinas y el factor de necrosis tumoral-α durante las primeras etapas del
dolor neuropático. Las aferencias sensibilizadas liberan factores en el asta dorsal para activar la microglía, lo
que a su vez provoca la activación y proliferación de los astrocitos. La liberación resultante de mediadores
neuroinflamatorios provoca cambios en la conductancia del cloruro de las neuronas diana en la lámina I, lo que
resulta en una reducción de la inhibición y la sensibilización de las neuronas espinales que procesan la
información nociceptiva y no nociceptiva. SGC, célula ganglionar satélite. Extraído de Finnerup et al., 2021 [87].
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Matriz extracelular y neuroplasticidad
Además de los elementos celulares del tejido nervioso, otro actor importante en los

procesos de neuroplasticidad, es la MEC que los circunda [147], [148], [149], [150], [151].

La MEC ocupa aproximadamente el 20% del volumen total del sistema nervioso central

(SNC) adulto, proporcionando soporte estructural y funcional, siendo sintetizada por

neuronas y células gliales [152], [153], [154], [155]. Dentro de los principales componentes

de la MEC del SNC se encuentran proteoglicanos de heparán sulfato; proteoglicanos de

condroitina sulfato como el agrecano, el brevicano y el neurocano; glucoproteínas, como

láminas y tenascinas; y grandes moléculas de ácido hialurónico y de colágeno; además de

proteínas de enlace, entre otros [156], [157], [158]. Además de constituir la lámina basal de

la barrera hemato encefálica y de encontrarse rodeando los nodos de Ranvier de los axones

(MEC perinodal), los componentes de la MEC se pueden organizar en condensaciones

reticulares conocidas como redes perineuronales (RPN) y en material difuso [159], [160].

Del total de proteoglicanos de condroitina sulfato de la MEC del SNC, el 98% está presente

en la matriz difusa general y perisináptica, mientras que el restante 2% se encuentran

formando parte de las RPN [161]. Las RPN se localizan alrededor de distintas clases de

neuronas inhibidoras y excitadoras a lo largo de todo el SNC, desde la corteza hasta la

médula espinal, estando particularmente desarrolladas en mamíferos [162], [163], [164],

[165]. Estas estructuras actúan como andamiajes moleculares, proporcionando estabilidad y

regulación a las sinapsis circundantes [147], [166]. Por su parte, la matriz difusa ocupa el

espacio intersticial y sináptico, formando cubiertas axonales compuestas de agrecano y

brevicano. Estas cubiertas rodean los botones sinápticos que establecen contacto con

dendritas y somas neuronales [163], [165], [167]. Además, pueden asociarse con las RPN,

lo que restringe la difusión de neurotransmisores y regula la localización de sus receptores y

canales iónicos [163], [164], [165], [168].

Si bien las primeras evidencias de las modificaciones de la MEC en respuesta a la actividad

neuronal provienen del desarrollo, en particular en el periodo posnatal conocido como

periodo crítico [147], [169], en los últimos años han surgido nuevas evidencias sobre la

naturaleza dinámica de la composición y regulación de la MEC en el SNC adulto [149],

[170], [171], [172], [173], [174].

La eliminación de las RPN o de sus componentes en individuos adultos, tanto por depleción

genética como por digestión enzimática, restablece la neuroplasticidad a niveles similares a

los característicos del período crítico [147], [175], [176], [177]. Otros estudios han

evidenciado la importancia de la matriz perisináptica difusa en lo concerniente al mecanismo

de neuroplasticidad. Por ejemplo, se ha visto que su degradación induce plasticidad

estructural al aumentar el número de espinas dendríticas [178], y plasticidad funcional
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medida por potenciación a largo plazo [179]. El conjunto de estos hallazgos sugieren que

los componentes de la MEC estarían restringiendo la neuroplasticidad en distintas

situaciones y modelos, influyendo así en el equilibrio excitación-inhibición del sistema.

Además, la degradación de los componentes de la MEC mediada por metaloproteasas de la

matriz secretadas por células gliales y células del sistema inmune migrantes, genera

fragmentos de ácido hialurónico y proteoglicanos sulfatados que actúan como patrones

moleculares asociados a daños (Damage-associated molecular pattern, DAMPs) que

provocan una neuroinflamación que se autopropaga, activando aún más las respuestas al

daño de las células no neuronales, amplificando así la neuroinflamación [180].

CÉLULAS GLIALES Y DOLOR

Células gliales
El término “glia”, derivado de una antigua palabra griega que significa pegamento, fue

acuñado por el neurocientífico alemán Rudolf Virchow en el año 1856, para describir al

"tejido conectivo" que mantenía unidos los elementos nerviosos. No fue hasta 1913 que el

neurocientífico español Santiago Ramón y Cajal, demostró que el tejido considerado

anteriormente de relleno, se trataba de un conjunto de células individuales [181], [182].

Las células gliales son esenciales en la organización estructural y funcional del sistema

nervioso. En el SNC comprenden astrocitos, oligodendrocitos y microglía además de las

células del epéndimo que tapizan las cavidades. Si bien su proporción varía según la región,

etapa de desarrollo y especie, bajo condiciones normales, en humanos se estima que en

conjunto constituyen aproximadamente la mitad de las células del SNC. Las diferentes

poblaciones de células gliales interactúan permanentemente entre sí y con el resto de los

componentes del tejido nervioso (neuronas, células endoteliales, perivasculares y MEC,

entre otros), colaborando de esta manera en la formación, mantenimiento y modificación de

los circuitos neuronales. [183], [184].

La mayor parte de las células gliales del SNC tienen su origen embrionario a partir del

neuroectodermo, salvo la microglía, que deriva de precursores provenientes del saco

vitelino que migran hacia el SNC en etapas tempranas del desarrollo [185], [186].

Astrocitos
Los astrocitos, descritos por primera vez en 1913 por Santiago Ramón y Cajal mediante la

tinción sublimada con cloruro de mercurio y oro, representan la población más abundante

de células glíales en el SNC, y lo recubren en toda su extensión [181], [182].

Si bien su morfología y características específicas varían un poco dependiendo de la región

considerada, se puede distinguir entre dos poblaciones astrocitarias. Por un lado, en la
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sustancia blanca se encuentran los astrocitos fibrosos, mientras que en la sustancia gris se

localizan los astrocitos protoplasmáticos. Los astrocitos presentan numerosas

prolongaciones ramificadas que irradian desde el soma, y que en el caso de los astrocitos

fibrosos son menos abundantes pero de mayor longitud. En la mayoría de las regiones del

SNC los astrocitos expresan característicamente la proteína de filamento intermedio GFAP,

y que es ampliamente utilizada como uno de los marcadores celulares para su detección

[187], [188].

Los astrocitos están interconectados mediante uniones gap, formando un sincitio

multicelular que los mantiene acoplados metabólicamente. Esto les permite desempeñar su

función principal de mantener la homeostasis neuronal, proporcionando un microambiente

estable y factores tróficos. Además, participan en la actividad sináptica a través de

interacciones recíprocas con las neuronas [187], [188], [189]. En condiciones normales,

captan el exceso de neurotransmisores e iones del medio extracelular y proveen

metabolitos de la glucosa como sustratos energéticos para las neuronas. Son células

polarizadas con prolongaciones que contactan con los vasos sanguíneos y las diferentes

poblaciones celulares del SNC. Su posición estratégica con respecto a los vasos

sanguíneos les concede la capacidad de intervenir en la regulación del flujo sanguíneo local

y contribuir al drenaje del fluido intersticial [184], [187], [188], [189].

Los astrocitos expresan una variedad de receptores de neurotransmisores cuya activación

puede provocar un aumento en el calcio intracelular. Este incremento en el calcio a su vez

induce la liberación de gliotransmisores, como el glutamato, la D-serina y el ATP. [188],

[189], [190]. No solo son capaces de responder a los neurotransmisores, sino que además

pueden captarlos del medio extracelular mediante proteínas transportadoras. Un ejemplo de

esto es el transportador glutamato-aspartato (Glutamate-aspartate transporter, GLAST) y el

transportador glutamato-1 (Glutamate transporter-1, GLT1), que permiten la internalización

de dicho neurotransmisor desde el espacio extracelular. Luego de su internalización, el

glutamato es convertido por la glutamina sintetasa, enzima exclusiva de los astrocitos, en

glutamina, parte de la cual es liberada para su posterior reciclaje en las neuronas [188],

[191]. Además, los astrocitos responden al ATP a través de la activación del receptor

purinérgico P2Y con generación de inositol trifosfato (Inositol trisphosphate, IP3) y elevación

de calcio intracelular, siendo este otro mecanismo por el cual pueden modular la

neurotransmisión y la plasticidad sináptica [188], [189], [190].

Microglía
La microglía fue identificada por primera vez en el año 1919 por el neurocientífico español

Pío del Río Hortega mediante una técnica de impregnación de carbonato de plata [181].
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Forman una población autorenovable que representa del 5 al 15% de las células del SNC

adulto normal [184].

En una visión muy simplificada, la microglía está constituída por células inmunocompetentes

y fagocíticas del SNC. Durante el desarrollo del SNC contribuye con la migración y

eliminación programada de neuronas [192], [193]. En condiciones normales la microglía

cumple un rol homeostático desempeñando la vigilancia inmune del SNC en todas las

etapas del desarrollo. A través de movimientos rápidos de sus finos filopodios, que tienen

receptores para componentes del complemento y para las regiones Fc de las IgG, detectan

activa y constantemente el entorno, supervisando al SNC. De esta manera es capaz de

responder a cambios o injurias leves, pudiendo fagocitar pequeñas partículas sin incurrir en

cambios morfológicos importantes. Además, en el SNC adulto regula neurogénesis y

plasticidad sináptica [193], [194], [195].

El aspecto morfológico de la microglía varía respecto a la región del SNC y momento del

desarrollo. En el SNC adulto sano, la forma más recurrente presenta un cuerpo celular de

pequeño tamaño con largas y delgadas prolongaciones que se ramifican en arborizaciones

distales, conocida como “microglía ramificada". Este término, utilizado casi como sinónimo

de microglía “en reposo”, implica un vínculo íntimo entre morfología y función. Durante el

desarrollo la microglía puede presentar morfología ameboide, mientras que en el

envejecimiento adopta un aspecto hipertrófico característico de la senescencia y del

deterioro funcional, con prolongaciones más cortas y delgadas [192], [196].

En el caso de la microglía y a diferencia de lo que ocurre con los marcadores de astrocitos,

el origen y expresión de moléculas en común con otros macrofagos / monocitos periféricos,

ha hecho más difícil su distinción respecto a estos últimos. Sin embargo, Iba-1 ofrece una

marca clara tanto del soma como de las prolongaciones, siendo uno de los marcadores más

utilizados para su visualización [192].

Reactividad glial
La reactividad glial constituye una respuesta de las células gliales a diversas formas de

injuria al SNC, que abarca enfermedades neurodegenerativas, como enfermedades de

Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA), en

infección y lesión, así como también el dolor crónico [197], [198], [199]. Los contextos

patológicos en los que ocurre la reactividad de las células gliales pueden variar

notablemente, siendo estos contextos esporádicos o mediados genéticamente, y pueden

manifestarse en formas agudas o crónicas [200].
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En los astrocitos, la reactividad se evidencia mediante un aumento en la proliferación celular

y la aparición de cambios morfológicos, que incluyen la hipertrofia de los núcleos y los

cuerpos celulares, el desarrollo de prolongaciones más gruesas y largas, así como un

incremento en la expresión y redistribución de la proteína GFAP. Además, cambia la

expresión génica y la producción de diversos factores de crecimiento y citoquinas [201],

[202], [203]. Este “fenotipo reactivo”, mediado por señales según el contexto, pueden

modificar su actividad ya sea con ganancia o pérdida de función, y de esta forma influir

positiva o negativamente sobre las células cercanas. En este sentido, inicialmente se

identificaron al menos dos tipos distintos de astrocitos reactivos que se clasifican en

astrocitos pro-inflamatorios/neurotóxicos y astrocitos anti-inflamatorios/neuroprotectores.

Originalmente, estos tipos fueron denominados astrocitos "A1" y "A2", respectivamente, y su

clasificación guarda analogía con la diferenciación observada en los macrófagos,

específicamente en los macrófagos proinflamatorios "M1" y los macrófagos antiinflamatorios

"M2" [201], [204]. En experimentos pioneros en los que se analizaron los genes expresados

diferencialmente en astrocitos reactivos aislados de dos situaciones de lesión diferentes, se

determinó que, aunque ambos fenotipos compartían una serie de genes similares, otro

grupo de genes variaba según el tipo de injuria, indicando que la reactividad glial no es un

proceso tan estereotipado como se creía [204]. No obstante, los avances recientes en la

secuenciación de ARN en célula única junto, con la evaluación de diversos parámetros

moleculares y funcionales y el análisis exhaustivo de la diversidad regional y fenotípica

dentro del SNC, han revelado que la heterogeneidad de los astrocitos reactivos va más allá

del paradigma binario "A1"/ "A2"'. En su lugar, un espectro de estados reactivos de los

astrocitos, definido por sus características funcionales y perfiles de expresión genética,

refleja con mayor precisión sus respuestas en neuropatología [205].

La microglía reactiva presenta una reducción en la complejidad de su morfología; sus

prolongaciones aumentan de grosor y se retraen, siendo reabsorbidas en el cuerpo celular,

mientras que sus ramas más distales muestran una menor ramificación. Además, los

cuerpos celulares incrementan su tamaño, dando lugar a una microglía hipertrófica, que en

ocasiones adopta una morfología ameboide que facilita su migración hacia el sitio de lesión.

Estos cambios morfológicos se acompañan de una rápida proliferación, así como de un

incremento en la actividad fagocítica y en la expresión génica de numerosos receptores y

citoquinas [193], [196], [202], [206].

De manera similar a los macrófagos periféricos, la microglía se clasifica en dos grandes

grupos: la microglía pro-inflamatoria conocida como M1, y la anti-inflamatoria conocida

como M2, [192], [196], [206], [207], [208]. Aunque la homeostasis se relaciona con el

contexto 'fisiológico' evaluado en términos espaciales y temporales, no se asocia
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necesariamente con un perfil molecular único. Esto se debe a que, incluso en ausencia de

perturbaciones, la microglía exhibe una variedad de estados morfológicos y funcionales,

dependiendo de las señales del microambiente del SNC. La naturaleza dinámica de estas

células hace que la clasificación dualista de la microglía entre M1 y M2 resulte controversial

y reduccionista. En los últimos años, los avances en los análisis epigenéticos,

transcriptómicos, metabolómicos y proteómicos, han permitido un enfoque multidimensional

respaldando la idea de que existe una amplia gama de fenotipos entre los extremos M1 y

M2. De acuerdo con la evidencia disponible hasta el momento, todos estos estados

microgliales parecen ser dinámicos y plásticos, potencialmente transitorios y altamente

dependientes del contexto [208].

Participación de las células gliales en el dolor crónico
La reactividad glial acompaña la fisiopatología del dolor crónico y es un factor determinante

en la inducción de neuroinflamación. En diversos modelos animales de dolor se ha

observado reactividad glial en el SNC, en particular en la médula espinal, en algunos casos

limitada al sector del asta dorsal ipsilateral a la injuria y en otros más generalizados [40],

[198], [199], [209]. Algunos estudios han demostrado que la reactividad glial y el dolor

crónico tienen una estrecha relación no sólo en modelos animales sino también en humanos

[210]. Se constató un marcado aumento en el número de astrocitos y microglía en el asta

posterior de la médula espinal de un paciente que padecía de síndrome de dolor regional

complejo [211], y se observó un aumento significativo en GFAP y de la proteína de unión a

calcio S100β (marcador de astrocitos) en el asta dorsal de un paciente con virus de la

inmunodeficiencia humana y síntomas de dolor crónico [212].

Tanto los astrocitos como la microglía, participan en la hipersensibilidad al dolor. Estas

poblaciones de células gliales han sido reconocidas como participantes activos en el inicio

y mantenimiento de la facilitación del dolor inducido por la inflamación y el daño, ya sea en

los tejidos periféricos, en los nervios o en la médula espinal [40], [198], [199], [209].

El glutamato, la sustancia P, el BDNF, quimoquinas neuronales, ATP y activadores aún no

identificados de receptores Toll expresados por las células gliales, se liberan en el asta

dorsal después de la activación de las neuronas nociceptivas en el dolor crónico, y son

capaces de inducir cambios en la microglía y en los astrocitos. A su vez, los astrocitos y la

microglía reactivos a su vez, liberan citoquinas proinflamatorias (p. ej., IL-1β, TNF-α e IL-6),

ATP, aminoácidos excitadores y NO, entre otros. Las neuronas del asta dorsal expresan

receptores para muchos de estos factores, incluidas las citoquinas proinflamatorias IL-1β y

TNF-α, y su activación modifica la función neuronal. Por ejemplo, las citoquinas

proinflamatorias TNF-α e IL-1β aumentan la transmisión sináptica excitadora y suprimen la

transmisión sináptica inhibitoria en las neuronas de la lámina II de la médula espinal,
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sensibilizando aún más a las neuronas locales, lo que conduce a un ciclo de señalización

nociceptiva [128], [213] (Figura 4).

Figura 4. Sensibilización central local y remota inducida por la activación glial y la neuroinflamación en
la médula espinal. La activación de la microglía y los astrocitos por agresiones dolorosas da como resultado la
secreción de mediadores gliales como TNF, IL-1β, CCL2, CXCL1, BDNF, D-serina, que pueden actuar como
neuromoduladores para inducir una sensibilización central local en las sinapsis excitadoras circundantes
(facilitación) y sinapsis inhibidoras (desinhibición). Durante la neuroinflamación, estos mediadores gliales
también están presentes en el LCR y afectan las sinapsis en diferentes segmentos de la médula espinal para
causar sensibilización central remota y dolor extraterritorial y generalizado más allá del sitio de la lesión inicial.
Extraído de Ji et al., 2018 [67].
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La microglia presenta receptores para ATP (P2X4, P2X7, P2Y6, P2Y12), para quimioquinas

(CX3CR1, CCR2) y para NRG1 (ErB2). La activación de estos receptores induce la

fosforilación de p38 y ERK (fase temprana) en la microglía conduciendo a la producción y

liberación de las citoquinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1β, IL-18) y el factor de crecimiento

BDNF, y la consiguiente sensibilización de las neuronas del asta dorsal. Además estos

factores generan un aumento en la permeabilidad de la barrera hematoencefálica,

propiciando el reclutamiento e infiltración de otras células desde la periferia incluidos

neutrófilos (24h después de la injuria), macrófagos (3 a 7 días después de la injuria) y

linfocitos T y B (luego de los 7 días de la injuria). Todos estos mediadores producidos por la

microgliosis alteran la homeostasis del SNC, no solo en el asta dorsal. sino que también se

extiende a regiones distantes como el tálamo, el hipotálamo, la médula ventromedial rostral

y la sustancia gris periacueductal, alterando la plasticidad sináptica en estas regiones [199],

[214], [215].

Los astrocitos por su parte, presentan una respuesta más tardía en comparación con la

microglía; sin embargo, esta respuesta persiste durante un período más prolongado. Este

comportamiento sugiere que los astrocitos podrían desempeñar un papel más relevante en

el mantenimiento del dolor que en su inicio [209], [216], [217].

Los astrocitos pueden ser activados tanto por mediadores microgliales (TNF-α y IL-1β),

como por mediadores astrocíticos (MMP-2; y el factor de crecimiento de fibroblastos básico,

basic fibroblast growth factor, FGF-β), que inducen la fosforilación de las quinasa c-Jun

N-terminal (c-Jun N-terminal kinase, JNKs) y ERK. Esta activación resulta en la posterior

producción y liberación de quimioquinas y citoquinas (CCL2, IL-1β y TNF-α). Además, tras

la activación de sus hemicanales (Cx43 y PNX1) los astrocitos también liberan NO, ATP y

glutamato, lo que aumenta la señalización desde las aferentes primarios o sensibilizar a las

neuronas de segundo orden en la médula espinal. Otra respuesta a su activacion es la

regulación a la baja de los transportadores GLT1, disminuyendo la captación astrocítica de

glutamato. Por su parte, la liberación de mediadores astrocitarios, como ser CCL2, IL-1β,

TNF-α, glutamato y BDNF, puede provocar sensibilización central mediada por receptores

AMPA y NMDA. En el caso del BDNF, no solo aumenta la transmisión sináptica excitatoria,

sino que también disminuye la actividad de neuronas GABAérgicas. En cuanto a la

quimioquina CCL2 astrocitica, esta estimula potencialmente la división y diferenciación de la

microglía, intensificando su activación y, directa e indirectamente, la progresión del dolor. De

esta manera, todos estos acontecimientos terminan en la modulación de la transmisión

sináptica excitatoria en los sitios pre-, post- y extrasinápticos por mediadores gliales [199],

[218], [219]. Además, al igual que la microglía, los astrocitos activados también son capaces

de secretar enzimas MMP [220].
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Dado que los astrocitos están interconectados formando un sincitio, los efectos de su

reactividad pueden propagarse a distancias considerables, afectando áreas del SNC

alejadas del foco de la lesión o enfermedad [219], [221].

Las citoquinas proinflamatorias derivadas de microglía y astrocitos reactivos son

responsables de varios mecanismos que contribuyen a la sensibilización central (Figura 4).

TNF-α es conocido por su capacidad de aumentar la transmisión sináptica glutamatérgica

mediada por GluR1-AMPAR en la lámina II del asta dorsal. Asimismo, TNF-α incrementa la

actividad del receptor NMDA mediante la fosforilación de ERK en las neuronas, induciendo

así un aumento de las corrientes exitadorasy suprime los potenciales de acción en las

neuronas inhibidoras GAD67+ en la lámina II del asta dorsal [199]. Otro efecto directo del

TNF-α es que activa cascadas de síntesis y liberación de otras citoquinas en el SNC,

promoviendo la comunicación cruzada entre las neuronas y las células gliales para afectar

la señalización sináptica y aumentando la eficiencia de la transmisión del dolor. Todos estos

efectos del TNF-α contribuyen a la inducción y mantenimiento de la hipersensibilidad al

dolor [199], [222]. La IL-1β induce la fosforilación de la subunidad NR1 en las neuronas de

la lámina II, permitiendo que la D-serina astrocítica aumente las corrientes

exitadorasmediante su unión al sitio de glicina de los receptores de NMDA. Finalmente, las

citoquinas proinflamatorias TNF-α e IL-1β también provocan neuroplasticidad a largo plazo

en el circuito del dolor al inducir la fosforilación del factor de transcripción de unión al

elemento de respuesta AMPc (cAMP response element-binding, CREB), lo que conduce a

la transcripción de genes de proteínas pronociceptivas en las neuronas del asta dorsal.

[199].

MITOCONDRIA Y DOLOR

Las mitocondrias son organelos que poseen dos membranas, la membrana mitocondrial

externa (MME) y la membrana mitocondrial interna (MMI), la cual presenta múltiples

pliegues en forma de crestas. El espacio entre ambas membranas se denomina espacio

intermembranoso, mientras que la MMI delimita un compartimento acuoso conocido como

matriz mitocondrial. En la matriz se encuentra el ADN mitocondrial, así como los complejos

de transcripción y traducción, lo que permite a las mitocondrias sintetizar parte de sus

propias proteínas [223].
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Las mitocondrias juegan un rol central en el metabolismo aeróbico de las células

eucarióticas. Además de ser el lugar principal de producción de ATP , es el sitio donde se

produce el ciclo de Krebs, la oxidación de los ácidos grasos y la oxidación de los

aminoácidos. Las mitocondrias también actúan en la termogénesis, síntesis de esteroides,

homeostasis del calcio y la apoptosis. Para el sistema nervioso, constituyen la principal

fuente de energía celular, y por lo tanto resultan cruciales por su alta demanda energética

[224], [225], [226].

La glucosa constituye la principal fuente de energía para las células nerviosas [227]. A

través del proceso de glucólisis, la glucosa se descompone en piruvato, el cual ingresa a la

mitocondria y se transforma en acetil-CoA mediante la acción del complejo enzimático

piruvato deshidrogenasa (Pyruvate dehydrogenase complex, PDC) [228] alimentando al

ciclo de Krebs y generando compuestos de nicotinamida adenina dinucleótido (NADH),

flavín adenín dinucleótido (FADH₂) y guanosina trifosfato (Guanosine triphosphate, GTP),

mientras que se libera dióxido de carbono (CO₂). Los productos generados durante este

ciclo transfieren electrones hacia la cadena de transporte de electrones ubicada en la MMI,

que consisten en los siguientes complejos enzimáticos: complejo I (NADH deshidrogenasa),

complejo II (succinato deshidrogenasa), complejo III (citocromo b y c1), complejo IV

(citocromo oxidasa) y complejo V (la ATP sintasa) [229]. El transporte de electrones por los

distintos complejos de la cadena respiratoria libera energía acoplada a la salida de protones

desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranoso a través de los complejos I,

III y IV.. De esta forma se genera un gradiente electroquímico o potencial de membrana

mitocondrial (ΔpH), creando una fuerza proton-motriz que permite el reingreso de protones

a la matriz mitocondrial a través del complejo de la ATP sintasa F1/F0, produciendo la

síntesis de ATP (Figura 5) mediante el proceso de fosforilación oxidativa. El ΔpH refleja

entonces el estado de acople y síntesis de ATP de la mitocondria [229].
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Figura 5. Esquema de la cadena respiratoria mitocondrial y del sistema de fosforilación oxidativa. El ATP
se genera mediante fosforilación oxidativa realizada por los cuatro complejos (CI-CIV) y la ATP sintasa (CV)
ubicada en la membrana mitocondrial interna. La energía liberada por la transferencia de electrones del NADH y
FADH2 al O2 se utiliza para bombear protones (H+) a través de CI, CIII y CIV. El gradiente de protones a través
de la membrana mitocondrial interna impulsa la producción de ATP a través de la ATP sintasa. Extraído de
Bratic y Larsson. 2013, [230].

Debido a que la fosforilación oxidativa está acoplada a la cadena de transporte de

electrones, el incremento en la velocidad de la fosforilación oxidativa se refleja por un

aumento en el flujo de electrones a través de la cadena respiratoria y, por lo tanto, del

consumo de oxígeno. La respirometría mitocondrial es la medida del consumo de oxígeno,

en presencia de sustratos respiratorios, adenosín difosfato (Adenosine diphosphate, ADP).

Utilizando inhibidores específicos de los complejos, como el inhibidor del complejo V

oligomicina y el agente desacoplante carbonil-cianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona

(Carbonyl-cyanide-p- trifluoromethoxyphenylhydrazone, FCCP) se puede evaluar el grado

de acople entre la cadena de transporte de electrones y la síntesis de ATP [231], [232].

El flujo de electrones en la cadena respiratoria se asocia a la producción de especies

reactivas del oxígeno y del nitrógeno (ERONs), tales como superóxido (O2.-), peróxido de

hidrógeno (H2O2) y peroxinitrito (ONOO-). Esto hace de las mitocondrias una de las

principales fuentes de estrés oxidativo en las células [233], [234]. No obstante, las

mitocondrias poseen sistemas de detoxificación (defensas antioxidantes) como las enzimas

superóxido dismutasa (SODs) (para el superóxido), la glutatión peroxidasa (GPX) (para el

peróxido de hidrógeno) y las peroxirredoxinas (Prx) 3 y 5 (para el peróxido de hidrógeno y el
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peroxinitrito). Las ERONs que escapen a los sistemas de detoxificación, pueden dañar al

ADN o a las proteínas mitocondriales lo cual altera la función bioenergética de las

mitocondrias [235].

Además, las mitocondrias a través de la función energética regulan una serie de eventos

celulares que determinan la transformación celular hacia un fenotipo proliferativo o a la

degeneración por vía de apoptosis [236].

Si bien la oxidación del piruvato en la mitocondria da lugar a una producción significativa de

ATP, el metabolismo de la glucosa puede concluir en la glucólisis en el citosol, donde el

piruvato se convierte en lactato. Aunque este proceso genera una menor cantidad de

moléculas de ATP, su velocidad es considerablemente mayor. El destino final de la glucosa

depende en parte del control del PDC, cuya actividad es inhibida por fosforilación de la

subunidad E1α de su enzima piruvato deshidrogenasa (PDH) a través de la enzima piruvato

deshidrogenasa quinasa (Pyruvate dehydrogenase kinase, PDK), impidiendo la oxidación

mitocondrial del piruvato y desviando hacia la vía glucolítica [228]. Este cambio en la

bioenergética celular, llamado reprogramación metabólica, que ha sido extensamente

descrito en cáncer [237], recién comienza a identificarse en las enfermedades

neurodegenerativas como la ELA [238] y en estados asociados al dolor crónico [239]. A su

vez, evidencias recientes muestran una interacción entre la reprogramación metabólica y los

procesos inflamatorios en condiciones patológicas [240], [241]. Las células que participan

de la respuesta inflamatoria experimentan diversos cambios metabólicos, incluyendo un

aumento en la captación de glucosa y glucólisis. A su vez el metabolismo alterado puede

participar en señalizaciones que promueven o inhiben la inflamación [242]

La heterogeneidad del tejido nervioso se refleja en la diversidad de perfiles metabólicos de

sus diversas poblaciones celulares, los cuales están influenciados por el microambiente

tisular que las rodea [243], [244], [245], [246].

Se ha propuesto que el metabolismo de la glucosa en el tejido nervioso se lleva a cabo de

forma compartimentalizada, lo que implica que las neuronas y las células glía poseen

funciones metabólicas diferenciadas, adecuadas a sus necesidades específicas [240], [241],

[247]. En condiciones fisiológicas los astrocitos presentan un metabolismo

predominantemente glucolítico, mientras que las neuronas recurren a la oxidación de

glucosa a CO2 en las mitocondrias [242], [243], [248]. De esta forma ocurre un acoplamiento

metabólico entre estas células donde los astrocitos, mediante la glucólisis, proveen de

lactato a las neuronas, el cual actúa como sustrato para el ciclo de Krebs, estimulando la

fosforilación oxidativa [240], [245], [247].
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La preferencia de los astrocitos por la vía glucolítica se atribuye, entre otros factores, a los

altos niveles de expresión de la 6-fosfofructo-2-kinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa-3

(6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase-3, Pfkfb3), una enzima que favorece

esta ruta metabólica [249], [250], [251]. Sin embargo, esta enzima es inestable en las

neuronas debido a la continua degradación proteasomal mediada por el complejo promotor

de anafase/ciclosoma-Cdh1 (anaphase-promoting complex-Cdh1, APC/C-Cdh1) [251]. Esto

resulta en una capacidad reducida de las neuronas para activar la glucólisis tras la inhibición

de la fosforilación oxidativa [249]. Un condicionante adicional importante en la determinación

del perfil glucolítico de los astrocitos, es la regulación en los niveles de expresión y actividad

del PDC [241]. Se ha constatado que todas las subunidades del PDC están presentes en

astrocitos y neuronas; no obstante, los astrocitos muestran niveles de inmunorreactividad

significativamente superiores para todas las subunidades, en particular de PDK2 y PDK4,

en comparación con las neuronas [241]. Esto es consistente con un estado de fosforilación

de la PDH elevado, una actividad del PDC reducida y una producción de lactato aumentada

en los astrocitos [240], [241]. A pesar de esto, la abundante presencia de mitocondrias en

los procesos finos de los astrocitos sugiere un papel fundamental del metabolismo oxidativo

mitocondrial, además de las vías glucolíticas, como fuentes de generación de energía en

estas células [252]. No obstante, este escenario se ve alterado en condiciones patológicas,

en las cuales la reactividad de los astrocitos incluye modificaciones de su metabolismo

[253]. Su flexibilidad metabólica permite que, a diferencia de las neuronas que dependen

principalmente de la fosforilación oxidativa para su suministro energético, los astrocitos

pueden operar de manera eficiente sin esta última, con la capacidad de modificar su perfil

metabólico, ajustando la actividad respiratoria mitocondrial en función de las circunstancias

ambientales [243], [245], [248]. La reprogramación metabólica de los astrocitos reactivos

implica un incremento en la glucólisis, mediado por el aumento en la expresión de enzimas

glucolíticas, como es el caso de Pfkfb3 [253]. Asimismo, la adaptación del metabolismo

energético en estas células induce alteraciones mitocondriales con una notable disminución

en la fosforilación oxidativa, evidenciada por una reducción en el acoplamiento mitocondrial,

tasas disminuidas de consumo de oxígeno y fragmentación de la compleja red mitocondrial

[254], [255], [256]. Interesantemente, en la médula espinal de animales con hiperalgesia

inducida por morfina, se ha reportado una reducción en la actividad de PDC en astrocitos

reactivos, mediada por el incremento en los niveles de expresión de la isoforma PDK4, así

como por el consiguiente aumento en los niveles de pPDH [257].

De manera similar a los astrocitos, la microglía presenta una notable flexibilidad metabólica.

Recientemente se ha demostrado que sus diferentes fenotipos están estrechamente

asociados con distintas vías metabólicas [252], [258]. Numerosos estudios de
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transcriptómica han evidenciado que estas células transcriben la mayoría de los genes

requeridos para la fosforilación oxidativa y la glucólisis, con preferencia por el metabolismo

oxidativo de la glucosa en su fenotipo homeostático [250], [259], [260], [261]. Sin embargo,

la estimulación proinflamatoria de la microglía induce la transición del metabolismo

energético, que pasa de la fosforilación oxidativa a la glucólisis [258]. Frente a estos

estímulos, la microglía cultivada adopta un fenotipo reactivo, incrementando así la

producción de lactato, mientras que se observa una reducción en el consumo de oxígeno

mitocondrial y en la producción de ATP. [262], [263]. De manera consistente, los estímulos

antiinflamatorios en la microglía reactiva incrementaron la tasa de consumo de oxígeno, la

respiración basal y la producción de ATP [264].

Estos cambios en el metabolismo energético, caracterizados por niveles reducidos de

fosforilación oxidativa y una síntesis de ATP a través de la vía glucolítica, han sido

observados en diversas alteraciones al SNC. [265]. Investigaciones realizadas en nuestro

laboratorio revelaron que las células gliales obtenidas de animales transgénicos que

sobreexpresan la SOD1 humana con la mutación G93A asociada a la ELA familiar

presentan un metabolismo energético caracterizado por una reducción en la respiración

mitocondrial y un aumento en la liberación de lactato [254]. Es relevante destacar que esta

alteración metabólica se asoció con una disminución en la capacidad trófica de estas

células hacia las motoneuronas, lo cual resultó en la apoptosis neuronal. En dichos

estudios, utilizamos dos estrategias para aumentar la función respiratoria mitocondrial en las

glías SOD1G93A: la administración de antioxidantes dirigidos a la mitocondria como la

mitoquinona (MitoQ), y la modulación del metabolismo con DCA, un organohaluro que ha

sido utilizado para el tratamiento de mitocondriopatías en humanos [266]. Este último inhibe

específicamente a la enzima PDK, manteniendo a la PDH en su estado desfosforilado y

catalíticamente activo, facilitando la oxidación aeróbica de la glucosa, favoreciendo el aporte

de sustratos al ciclo de Krebs y en consecuencia estimula la actividad mitocondrial [266],

[267] (Figura 6). El tratamiento con MitoQ en ratones portadores de la mutación

SOD1G93A, redujo la muerte de motoneuronas en la médula espinal y mejoró el

desempeño motor de los animales [268]. Asimismo, el tratamiento con DCA también

demostró ser beneficioso en los ratones [269], indicando que el restablecimiento del nivel de

consumo de oxígeno mitocondrial modifica los mecanismos que llevan a la muerte neuronal

en modelos de ELA. Estos estudios sugieren que la "disfunción mitocondrial" podría ser

reversible y probablemente sea consecuencia de una adaptación a la patología, mediada a

través de la reprogramación del metabolismo energético [238]. Dichos datos soportan la

idea de que el cambio en el metabolismo que pueden sufrir las células gliales frente al daño

puede ser revertido por distintas estrategias dirigidas a la mitocondria.
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Figura 6. Sitio de acción del dicloroacetato. El DCA inhibe a la enzima piruvato deshidrogenasa quinasa
(PDK), manteniendo así a la enzima piruvato deshidrogenasa (PDH) en su estado desfosforilado y
catalíticamente activo, lo que facilita la oxidación aeróbica de la glucosa. Extraído de Miquel et al., 2012 [269].

A pesar de las abundantes evidencias de la participación de la función mitocondrial en

varios desórdenes del SNC [254], [268], [269], [270], [271], [272], el rol de la función

mitocondrial en el procesamiento sensorial y el dolor no se ha explorado hasta hace poco

tiempo. Un reciente relevamiento en personas con deficiencia mitocondrial hereditaria ha

reportado que el 70% de estas población experimentan dolor crónico [273], indicando una

posible relación entre la disfunción mitocondrial y el desarrollo del dolor crónico. Las

evidencias de un compromiso mitocondrial en pacientes o en modelos animales de dolor

incluyen alteraciones en la ultraestructura mitocondrial, en el consumo de oxígeno, en el

ΔpH, así como en la producción de ERONs y de ATP [274], [275], [276], [277], [278].

Además, se ha observado que las neuropatías periféricas están asociadas a daños

mitocondriales en los nervios periféricos. Esta idea se sustenta en estudios que muestran

que la respiración mitocondrial y la producción de ATP está disminuida en modelos de

neuropatías en ratas inducidas por agentes quimioterapéuticos [275]. Evidencias similares

se han acumulado en otras neuropatías periféricas evocadas por diabetes o VIH [279],

[280]. Asimismo, estudios en animales con modificaciones genéticas en el complejo IV de la

cadena de transporte de electrones mitocondrial en neuronas sensoriales primarias
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provocan deficiencias energéticas en estas neuronas, lo que resulta en hipersensibilidad al

dolor [281]. Sin embargo, casi no existen reportes de la actividad mitocondrial a nivel de la

médula espinal u otras regiones del SNC involucradas en la vía del dolor. En este sentido,

se han reportado alteraciones en la distribución de las mitocondrias en neuronas de las

láminas I y II del asta dorsal en modelos de dolor inflamatorio y neuropático [282]. Un

estudio más reciente en animales con dolor inducido por la droga quimioterapéutica

vincristina reportó, en la médula espinal, un aumento en la producción de ERONs y

alteraciones en la ultraestructura de estos organelos [283]. A pesar de estos hallazgos,

estos estudios no aportan información sobre la función respiratoria mitocondrial. Asimismo,

no hay suficientes reportes que indiquen que la modulación de la función mitocondrial afecte

la hiperalgesia o alodinia que se ve en animales sometidos a dolor crónico.
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS

HIPÓTESIS

Proponemos que la reactividad glial que ocurre en la médula espinal en situaciones de dolor

crónico se asocia a alteraciones en la función respiratoria mitocondrial, lo cual impacta en la

generación de la hiperalgesia y alodinia.

La modulación metabólica mediante el tratamiento con DCA disminuirá la reactividad glial y

afectará el comportamiento asociado al dolor. Además, impactará en la distribución de las

redes perineuronales y la expresión de marcadores sinápticos asociados a la sensibilización

central.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es estudiar la función mitocondrial en la médula espinal

de animales sometidos a dolor crónico, y analizar los efectos de la administración oral del

modulador metabólico DCA sobre la reactividad glial, la hiperalgesia, y la alodinia. Además,

evaluar la relación entre la función mitocondrial y los mecanismos de sensibilización central

en la médula espinal.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Estudiar la actividad respiratoria mitocondrial en la médula espinal de animales con

dolor crónico.

2. Analizar el efecto de la modulación metabólica por DCA sobre la respiración

mitocondrial y la reactividad glial en la médula espinal de los animales afectados por

dolor crónico.

3. Evaluar la hiperalgesia y/o alodinia que caracterizan a los modelos de dolor crónico

frente al tratamiento con DCA.

4. Estudiar las modificaciones inducidas por DCA en la MEC y los marcadores

sinápticos glutamatérgicos y GABAérgicos.
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MATERIALES Y MÉTODOS

ANIMALES

Se utilizaron ratas macho adultas Sprague-Dawley (de entre 200 y 250 g de peso en el

momento de la inyección) y ratones machos adultos C57BL/6 (de entre 25 a 30 g de peso

en el momento de la lesión), adquiridos y mantenidos en la Unidad de Reactivos Biológicos

de Experimentación (URBE) de la Facultad de Medicina o en la Unidad de Biotecnología en

Animales de Laboratorio del Instituto Pasteur de Montevideo siguiendo los lineamientos de

la Comisión Europea sobre Cuidado Animal y Guía NIH para el Cuidado y Uso de Animales

de Laboratorio [35]. Todos los procedimientos experimentales y quirúrgicos utilizados,

fueron aprobados por la Comisión Honoraria de Experimentación Animal de la Universidad

de la República (CHEA; https://chea.edu.uy/) (Comisión Honoraria de Experimentación

Animal); protocolo # 070153-000528-14 y # 070153-000651-19; y el Comité de Ética en el

Uso de Animales (CEUA) del Instituto Pasteur de Montevideo. Los animales se alojaron en

un ambiente controlado (ciclo luz-oscuridad de 12 horas; 20 ± 1 °C), con acceso al alimento

y agua ad libitum.

El número total de ratas utilizadas fue de 52 animales inyectados y 12 animales sin

intervenir (naïve). En el caso de los ratones, se utilizaron 48 animales lesionados y 31

animales naïve. El detalle del n para cada experimento se indica en la leyenda de la figura

correspondiente.

INYECCIÓN PLANTAR DE ADYUVANTE COMPLETO DE

FREUND

Se realizó en ratas macho adultas Sprague-Dawley. Los animales recibieron una inyección

subcutánea de 50µl de Adyuvante Completo de Freund (ACF, 1μg/μl, Sigma #F5881) en la

planta del miembro posterior derecho. La inyección local de ACF provoca edema en el

miembro inyectado además de hiperalgesia local desde el primer día tras la inyección y

durante 13 días [40].
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Este modelo, es ampliamente utilizado en la literatura, y el dolor generado no resulta

paralizante para el animal [40], [284].

CONSTRICCIÓN CRÓNICA DE NERVIO CIÁTICO

Se realizó una constricción crónica del nervio ciático (CCI) [43] en ratones machos adultos

C57 BL/6. Brevemente, los animales fueron anestesiados con Ketamina (90 mg/kg) -

Xilazina (10 mg/ kg) intraperitoneal a una dosis de 0,6 ml cada 100 g peso. Luego se

procedió a exponer el nervio ciático, a la altura de la mitad del muslo y libre de tejido

adherido. Se realizaron tres ligaduras con hilo de sutura (mononylon Ethilon 5-0; Ethicon)

alrededor del nervio con un intervalo de aproximadamente 1 mm entre cada una. La herida

fue cerrada y desinfectada. Después de la cirugía, los animales se recuperaron sobre una

manta térmica a 27°C. En todos los animales la lesión se realizó en el miembro posterior

derecho, salvo aquellos destinados a los estudios de respirometría de alta resolución, en

cuyo caso la lesión se realizó en ambas extremidades posteriores.

ADMINISTRACIÓN DE DICLOROACETATO

Para ambos modelos de dolor, los animales fueron distribuidos al azar en dos grupos, uno

de los cuales recibió en el agua de beber DCA (500 mg/L, Sigma #347795-50G) a partir del

día de la inyección o lesión y hasta el término del estudio, y el otro recibió solo agua

(vehículo). La solución se preparó fresca dos veces a la semana como se indica

previamente [254], [269]. En ambos modelos los animales reservados a las pruebas

comportamentales, a ensayos de respirometría, extracción de proteínas y ARN,

completaron un tratamiento de 13 días en el modelo de dolor inflamatorio (Figura 7A) y 19

días en el modelo de dolor neuropático (Figura 7B) . Para aquellos destinados a estudios de

inmunofluorescencia, se sacrificaron animales en diferentes intervalos de tiempo luego de la

inyección de ACF (días post inyección, dpi) o lesión por CCI (días post lesión, dpl) a los

efectos de evaluar el curso temporal de la reactividad glial (Figura 7).
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Figura 7. Diseño del trabajo experimental. A-B) Esquema resumido de los protocolos aplicados a los animales
(ratas macho) del modelo de dolor inflamatorio por inyección intraplantar de Adyuvante Completo de Freund
(ACF) (A), y a los animales (ratones machos) del modelo de dolor neuropático por constricción crónica del
nervio ciático (CCI) (B). Las líneas horizontales verdes corresponden a los cursos temporales de los dos
estudios. Las flechas violetas indican el día 0, en el que se realizó la injuria. Las líneas horizontales rosadas
representan el período durante el cual se administró DCA. Las flechas negras especifican los días en los que se
realizaron los test de algesiometría para evaluar la alodinia mecánica y / o hiperalgesia térmica. Las líneas
verticales negras indican los días en los cuales se realizaron los ensayos indicados, además de registrar el peso
corporal y medir las dimensiones de la extremidad posterior lesionada. IF, Inmunofluorescencia; GFAP, proteína
ácida glial fibrilar ; Iba-1, molécula adaptadora de unión de calcio ionizado-1; GAD67, glutamato
descarboxilasa-67; VGLUT2, transportador vesicular de glutamato-2; PSD95, proteína de densidad
postsináptica-95; Q PCR, reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa; WB, western blot.

EVALUACIÓN SENSORIAL

TEST DE ALGESIMETRÍA TÉRMICA

Las latencias de retirada de la extremidad posterior al calor se determinaron aplicando un

algesiómetro estándar (IITC Life Sciences, Woodland Hills, CA) basado en el método de

Hargreaves [285]. Los animales se colocaron en cajas acrílicas individuales sobre una

superficie de vidrio templado, se colocó una fuente de calor radiante debajo de cada una de

las extremidades posteriores y se registró la latencia de retirada (tiempo en segundos que
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demora el animal en retirar la extremidad luego del estímulo). Se estableció una latencia

límite de 20 segundos para evitar daños en los tejidos. Se registraron tres mediciones que

se promediaron para obtener el valor de latencia de cada extremidad.

TEST DE ALGESIMETRÍA MECÁNICA

Para la evaluación de la alodinia táctil mecánica se utilizaron los filamentos de Von Frey

(MARSTOCK nerve test) [286]. Dichos filamentos son fibras de nylon flexibles de diferentes

diámetros y calibrados que al aplicarse sobre una superficie ejercen niveles de fuerza

definidos. Los animales se colocaron en cubículos acrílicos con una rejilla en su base que

permitió el acceso completo a las patas y se dejaron aclimatar durante 15 minutos. Se

utilizaron un conjunto de 9 filamentos de fuerza logarítmicamente ascendente (Tabla 1). Las

fibras se aplicaron sobre la superficie plantar de manera perpendicular con suficiente fuerza

hasta causar un ligero pandeo. La fuerza se mantuvo durante 8 segundos y se determinó si

el animal retira o no la extremidad posterior en respuesta al dolor. Las respuestas

consideradas positivas fueron: retirada brusca de la extremidad posterior, lamida de la

extremidad posterior o vocalización. Todos los ensayos se comenzaron aplicando un mismo

estímulo inicial, que en condiciones normales generó una respuesta umbral. Los estímulos

posteriores se presentaron dependiendo de la respuesta anterior, con intervalos de varios

minutos, por el método “up-down” de Dixon [286], [287]. En ausencia de una respuesta de

retirada de la extremidad posterior al filamento seleccionado inicialmente, el siguiente

estímulo que se presenta es el inmediato más fuerte; por el contrario, ante una respuesta

positiva frente a un filamento, se elige como estímulo siguiente al filamento inmediato más

débil. La cantidad de estímulos presentados fueron de 5 a 9 dependiendo de la respuesta

del animal. El patrón resultante de respuestas positivas y negativas se tabuló utilizando la

convención, X = respuestas positivas; 0 = respuestas negativas [286]. Basado en el patrón

de respuesta y la fuerza del último filamento ejercido se calculó el UMBRAL DE

RESPUESTA DEL 50% O LD (dosis letal) 50%, estímulo mínimo requerido para provocar el

50% de las respuestas positivas (umbral de dolor), con la siguiente ecuación[286], [287]:

 𝐿𝐷50% = 10(𝑋𝑓+𝑘δ)

Donde Xf es el Log10 (Peso de la última fibra), K es el valor de tabla según patrón de

respuesta pos/neg y δ es el promedio de las diferencias logarítmicas de los pesos en gr de

las fibras utilizadas[286], [287].
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EVALUACIÓN DEL EDEMA Y PESO CORPORAL TRAS LA

INYECCIÓN DE ADYUVANTE COMPLETO DE FREUD

En cada extremidad posterior, con un calibre, se midió el eje mayor, distancia entre la

articulación tibiotarsal; eje menor, distancia a nivel de las almohadillas medias; y espesor,

medido al mismo nivel que el eje menor en los -1, 1, 3, 8 y 13 dpi (Figura 8). Estos datos se

utilizaron para calcular el volumen de un prisma rectangular que se tomó como

representativo del volumen de la región a evaluar.

Adicionalmente, se llevó a cabo un seguimiento del peso corporal de los animales a lo largo

del estudio, realizando las mediciones en los 0, 2, 3, 7, 9 y 13 dpi.
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Figura 8. Medición del volumen de la extremidad posterior. La flecha roja indica el sitio de inyección con
ACF. Las flechas negras muestran el eje mayor y menor, y el corchete indica el espesor utilizado para el cálculo
del volumen de dicha extremidad.

RESPIROMETRÍA DE ALTA RESOLUCIÓN

La medida del consumo de oxígeno mitocondrial en muestras de médula espinal se realizó

en un oxímetro de alta resolución Oroboros oxygraph 2k tal como se indica en la literatura

[288].

Los animales se sacrificaron por dislocación cervical y rápidamente se procedió a obtener

muestras de segmentos lumbares de la médula espinal (L4-6). Los segmentos de la médula

espinal L4-6 de las ratas del modelo de dolor inflamatorio se seccionaron en mitades ipsi y

contralateral a la inyección (Figura 9A). En el caso de los ratones con dolor neuropático, se

usaron los segmentos completos de la médula espinal L4-6 (Figura 9B). Las muestras, de

entre 5 a 8 mg, se permeabilizaron con saponina (50 mg/ml) en medio de respiración

mitocondrial MIR05 (0.5 mM EGTA, 3 mM MgCl26H2O, 60 mM MOPS, 20 mM taurine, 10

mM KH2PO4, 20 mM HEPES, 110 mM sacarosa, 1 g/L BSA, pH 7.1) durante 10 minutos.

Luego se enjuagaron en medio de respiración mitocondrial MIR05 y se colocaron en

cámaras 2,2 ml del Oroboros oxygraph 2k a 37°C [289], [290].

Se calculó el consumo de oxígeno por mg de tejido (pmol O2. ml-1.s-1) usando el software de

análisis DatLab 4. El ensayo se inició con la adición del sustrato de la cadena de transporte

de electrones succinato (10 mM), seguido por ADP (1 mM) y posteriormente se agregó el

inhibidor del ATP sintasa complejo V oligomicina (2 μg / ml) (Figura 9C). Luego se tituló con

FCCP (0,05 μM y 0,5 μM), y se finalizó con la adición del inhibidor del complejo III,

antimicina A (0,75 mM) (Figura 9C) [289].

52

https://www.zotero.org/google-docs/?jJFh85
https://www.zotero.org/google-docs/?jOEn61
https://www.zotero.org/google-docs/?WsvcMP


Figura 9. Análisis por respirometría de alta resolución. A-B) Esquemas de las biopsias utilizadas para
evaluar la función mitocondrial en el modelo de dolor inflamatorio (A) y neuropático (B). C) Bosquejo gráfico
representativo del protocolo de respirometría de alta resolución y las pendientes obtenidas después de la adición
de: succinato (Succ) (a); adenosín difosfato (ADP) (b); oligomicina (Oligo) (c); titulación con Carbonil
cianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) (d); Antimicina A (AA) (Respiración no mitocondrial), que se restó
de todos los valores. D) Fórmulas para el cálculo de los parámetros respiratorios a partir de las pendientes
obtenidas.

Después del ensayo de función mitocondrial, se determinaron los siguientes parámetros

como se describió anteriormente [288], [289]: respiración en el estado 4 (después de la

adición de succinato), respiración en el estado 3 (después de la adición de ADP),

respiración independiente de la síntesis de ATP (respiración resistente a oligomicina),

respiración dependiente de la síntesis de ATP (sensible a la adición de oligomicina,

destinada a la síntesis de ATP, obtenida restando la respiración independiente de ATP a la

respiración del estado 3) y máxima capacidad respiratoria (valor de consumo más alto

obtenido después de la titulación de FCCP) (Figura 9D). La respiración no mitocondrial,

obtenida después de la inhibición del complejo III de la cadena de transporte de electrones

mitocondrial por antimicina A, se restó de todos los parámetros.
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PROCESAMIENTO PARA INMUNOFLUORESCENCIA

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico (25mg/ml) a una dosis de 50

mg/kg, y luego fijados por perfusión transcardíaca con paraformaldehído al 4% (PFA 4%) en

PBS 1X. Se disecó la médula espinal lumbar y se postfijó 24 horas en el mismo fijador. Las

muestras fueron crioprotegidas (sacarosa 30% en PBS) y se obtuvieron cortes transversales

de 30 μm en un crióstato LEICA CM1850uv a -21°C de la Unidad de Procesamiento

Morfológico del Departamento de Histología y Embriología. Dichos cortes se recolectaron en

8 tubos de 1.5 ml con solución de criopreservación OLMOS, y mantenidos a -20°C hasta su

utilización. En cada tubo se colocaron cortes de cada uno de los niveles entre L4-L6 para

que fueran réplicas representativas.

Las técnicas de inmunofluorescencia se realizaron en cortes en flotación. En primer lugar,

se realizaron tres lavados de 10 minutos en agitación con PBS 1X, de manera de remover la

solución de OLMOS. Seguidamente, los cortes fueron permeabilizados con 0,2 % de tritón

X-100 en PBS a temperatura ambiente por 20 minutos e incubados, en iguales condiciones,

en solución de bloqueo (10% de suero de cabra, 2% de albúmina sérica bovina, 0,1% de

tritón en PBS) durante 1 hora. Pasado este tiempo, los cortes se incubaron toda la noche en

agitación con los anticuerpos primarios diluidos en solución de bloqueo (10% de suero de

cabra, 2% de albúmina sérica bovina, 0,1% de tritón en PBS) a 4°C. Los cortes destinados a

detectar células gliales se incubaron con los anticuerpos anti-GFAP (ratón, 1:500, Sigma

#G3893) y anti-Iba-1 (conejo, 1:1000, Wako Chemicals #019-19741). En cuanto a la

detección de los elementos de la MEC, se utilizó anti-Agrecano (conejo, 1:500, Sigma

#AB1031). Para el reconocimiento de las pre y postsinapsis glutamatérgicas se utilizaron los

anticuerpos primarios anti-VGLUT2 (ratón, 1:500, Synaptic Systems #135 421) y

anti-PSD95 (conejo, 1:300, Abcam #ab18258). Para el caso de los cortes utilizados en el

análisis de las presinapsis GABAérgicas se usó el anticuerpo anti-GAD67 (ratón, 1:500,

Sigma #MAB5406). Al día siguiente se procedió a realizar tres lavados sucesivos de 10

minutos en agitación con PBS 1X y posteriormente los cortes se incubaron durante 1 hora a

temperatura ambiente y en agitación con los anticuerpos secundarios para el

reconocimiento de los correspondientes anticuerpos primarios: anti-conejo conjugado a

AlexaFluor488(1:1000, Invitrogen #A11034), anti-raton conjugado a AlexaFluor594 (1:1000,

Invitrogen #A11032), anti-conejo conjugado a AlexaFluor594(1:1000, Thermo Fisher Scientific

#A-21207), anti-raton conjugado a AlexaFluor488(1:1000, Thermo Fisher Scientific #A-11001)

y estreptavidina conjugado a AlexaFluor488(1:500, Invitrogen #S11223). Seguidamente, se

realizaron tres lavados de 10 minutos en agitación y a temperatura ambiente con PBS 1X.

Luego, los cortes se incubaron en agitación con el marcador nuclear DAPI (1μg/ml,
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Invitrogen #D1306) por 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron los

últimos tres lavados de 10 minutos en agitación con PBS 1X y los cortes se montaron en

PVA-DABCO Solución de montaje para inmunofluorescencia.

En cada situación experimental se incluyeron controles negativos que omitieron los

anticuerpos primarios.

OBTENCIÓN Y ANÁLISIS DE IMÁGENES

En todos los casos, las regiones de interés fueron las correspondientes a las láminas I - II

del asta dorsal de la médula espinal lumbar L4-6, ipsi y contralateral a la inyección o lesión

(Figura 10B). Todas las imágenes se adquirieron con los mismos parámetros de exposición.

Para esto, se utilizaron de 2 a 6 animales por grupo, recurriendo a 10 cortes por animal

(separados por al menos 300 µm). Los valores obtenidos de las respectivas cuantificaciones

para cada animal, utilizando el software FIJI (NIH), se promediaron de los 10 cortes

utilizados. Para los casos en que se consideró pertinente la incorporación de animales

naïve, se tomó como ipsi y contralateral a los lados de la médula espinal equivalentes a los

de los animales inyectados o lesionados.

En primera instancia, y con el propósito de evaluar la reactividad glial, se empleó un objetivo

seco Olympus UPlanFL N 20x/0,50NA en un microscopio invertido de epifluorescencia

Olympus IX81 acoplado a una cámara digital Olympus DP71, o con un objetivo de inmersión

en aceite HCXPL APO 40x/1,25-0,75NA en un microscopio confocal Leica TCS-SP5-II

(Leica Microsystems) de la Unidad de Microscopía Confocal y Epifluorescencia de la

Facultad de Medicina (UMCE). Luego se cuantificó el área ocupada por la fluorescencia

respecto al área total de la región diana mediante el software FIJI (NIH).

Por otro lado, el marcador de MEC y de las terminales postsinápticas GABAérgicas, se

visualizaron por microscopia confocal en un microscopio confocal Zeiss LSM880 con un

objetivo seco EC Plan-Neofluar 20x/0,50 NA M27 del la Unidad de Bioimagenología

Avanzada del Institut Pasteur de Montevideo. De las imágenes obtenidas se cuantificó la

intensidad de fluorescencia media de las regiones de interés .
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Figura 10. Regiones del asta dorsal de la médula espinal adquiridas con microscopía de
epifluorescencia. A) Microfotografía representativa de un corte de médula espinal marcado con DAPI. La línea
de puntos rodea el área superficial del asta dorsal de la médula espinal en la que se cuantificó la
inmunorreactividad. El cuadrado delimitado con la línea punteada se muestra ampliado en B. B) El cuadrado
dentro de la línea de puntos indica la región empleada para la adquisición de las imágenes de microscopía de
epifluorescencia y confocal.

En cuanto al estudio de los marcadores PSD95 y VGLUT2, se recurrió al uso de un objetivo

de inmersión en aceite HCX PL APO 63x/1.40 con un zoom de 3X en un microscopio

confocal Leica TCS-SP5-II (Leica Microsystems) de la UMCE. Se obtuvieron grupos de

imágenes apiladas (z-stacks) con un paso de 0,21 µm y 9 planos. De cada asta dorsal, ipsi

o contralateral, se adquirieron 3 z-stacks (una por cada tercio) de la región que comprende

las láminas I – II, resultando en 6 imágenes en total por corte (figura 11A-B y 12A-B). Previo

a su cuantificación, los z-stacks de imágenes fueron procesados por deconvolución

utilizando el software Huygens Professional (Scientific Volume Imaging).

Por un lado, se realizó un procesamiento en tres dimensiones aplicando el complemento 3D

Manager del software FIJI (NIH). Con este fin, en dicho software, se creó un programa

(Macro) en colaboración con Ernesto Miquel, para automatizar una serie de comandos que

permitieron el análisis del número, volumen e Intensidad de fluorescencia media por

partícula VGLUT2 o PSD95 positiva por µm3 (Figura 11C-G). Dicho macro fue guardado

como un archivo de texto y posteriormente ejecutado sobre el conjunto total de z-stacks,

con los comandos que se detallan a continuación. En primer lugar, se definieron las

carpetas de localización de los z-stacks y de almacenamiento de los resultados finales.

Cada z-stack se importó al software FIJI (NIH), donde se separaron los canales para luego

ser duplicados. A partir de aquí el software trabajó sobre la copia generada, de manera
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independiente para cada canal. El z-stack, compuesto por un solo canal (Figura 11C), se

sometió a umbralización (Figura 11D). Seguidamente, se abrió el complemento 3D Manager

(Figura 11E y G) y se importó el z-stack umbralizado de manera de ser segmentado con el

fin de localizar los objetos (Figura 11F). Inmediatamente, se midieron el volumen (en µm3) y

las intensidades medias de fluorescencia (Unidades Arbitrarias) de dichos objetos.

Posteriormente, el z-stack analizado se cerró, y las mismas acciones se aplicaron para el

otro canal del z-stack correspondiente. Este análisis se repitió en todos los z-stacks

obtenidos por microscopía confocal, y finalmente, los resultados se exportaron en formato

csv (tamaños e intensidades por separado) a la localización definida inicialmente.

Sumado a lo anterior, se desarrolló un método manual con el propósito de analizar los

puntos de contacto entre los marcadores pre y postsinápticos en los z-stacks mencionados

anteriormente (Figura 12). La cuantificación se realizó en los planos número 1, 5 y 9 del

z-stacks, utilizando cinco regiones de una cuadrícula 3x3 dibujada, con la herramienta

correspondiente del software FIJI (NIH), sobre cada uno de estos planos (Figura 12B). De

manera manual, utilizando el mismo software, se delimitó el contorno de cada una de las

partículas VGLUT2 y PSD95 positivas con píxeles en común. Para ello se tomó en cuenta

no solo la superficie ocupada por cada marcador individual (en color rojo o verde) sino que

también la de superposición de píxeles (en color amarillo) (Figura 12C). De esta forma, se

cuantificó el número de contactos VGLUT2-PSD95, y al mismo tiempo, la intensidad media

de fluorescencia de cada uno de los elementos de dichos contactos [291].
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Figura 11. Diagrama del procesamiento de imágenes obtenidas de las inmunofluorescencias de los
marcadores pre y postsinápticos glutamatérgicos mediante un macro desarrollado en el software FIJI .
A) Representación del número de cortes utilizados (10) por animal. En cada asta dorsal de la médula espinal,
mostrada a mayor escala a la derecha del dibujo del portaobjetos, se delimitan con líneas puntuadas rosadas
tres cuadrados que indican las regiones (láminas I-II) de las cuales se adquirieron los 3 z-staks
correspondientes. B) Imagen representativa de un z-stak desplegado en los 9 planos que lo constituyen. C-G)
Esquema de los comandos del macro desarrollado en el software FIJI (NIH): Uno de los z-stak generados luego
de la separación de los canales (C); umbralización del z-stak (D); Importación del z-stak umbralizado al
complemento 3D Manager (E); segmentación del z-stak realizada en el complemento 3D Manager (F); ventana
desplegada del complemento 3D Manager (G).
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Figura 12. Diagrama del procesamiento de imágenes para el análisis de contactos VGLUT2-PSD95 A)
Esquema de las 6 regiones del asta dorsal ipsi y contralateral en donde se adquirieron los z-stacks. B) Z-stacks
representativo con sus planos expandidos. Los planos descartados para el análisis se muestran con una
tonalidad transparente, mientras que los 3 planos utilizados se observan claramente, cada uno subdivididos con
líneas punteadas blancas formando una cuadrícula de 3 x 3. C) Imagen representativa ampliada de una de las 5
regiones de dicha cuadrícula utilizadas para la cuantificación. El color rojo corresponde a VGLUT2, el verde a
PSD95 y el amarillo a la región de superposición de ambos. Dentro de la imagen, con blanco se delimitan los
contornos de ambos componentes de los contactos VGLUT2-PSD95 para su cuantificación. Escala = 2,5 µm.
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PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA WESTERN BLOT

Los animales se anestesiaron profundamente (pentobarbital, 50 mg/kg intraperitoneal) e

inmediatamente se procedió a aislar muestras de médula espinal en hielo a nivel lumbar

L4-L6 ipsilaterales a la inyección o lesión, o de animales naïve. Las muestras se

homogeneizaron en hielo con un homogenizador eléctrico en 300 µl de buffer de lisis RIPA

con ortovanadato de sodio 2 mM durante 3 minutos y luego se sonicaron en hielo por 2

minutos, para finalmente centrifugarse 20 minutos a 4°C y 12.000 RPM.

La cuantificación de las proteínas se realizó por el ensayo de ácido bicinconínico (BCA). Se

prepararon diluciones 1/10 de las muestras en H2Od que fueron sembradas por duplicado

en una placa p96 con un volumen de 10 µL. En los pocillos reservados al estándar se

sembraron en igual volumen, y por duplicado, 8 diluciones seriadas 1/2 de Albúmina de

suero bovino 1000 µg/ml. Para el blanco se utilizó H2Od. En todos los pocillos (ocupados

por muestra, estándar o blanco) se agregó 200µl de reactivo: 50 partes de BSA y 1 parte de

CuSO4. La placa se incubó a 37ºC durante 30 minutos y se midió la absorbancia en un

lector de placas con un filtro de 562 nm.

Después de la cuantificación y desnaturalización, todas las muestras se diluyeron en buffer

de lisis hasta igualar a una concentración de 2,3 µg/µl, y se resolvieron mediante

electroforesis en geles de SDS-PAGE al 12 % de espesor de 1,5mm. Para ello, se cargaron

5 µl de marcador de peso Molecular (Fermentas pageruler prestained protein ladder,

Thermo Scientific #26616) y un volumen de 20 µl (46 µg) de las muestras en buffer de carga

1%. Inicialmente las muestras se corrieron a un voltaje de 85 V hasta que todas entraron en

los geles de resolución, luego las corridas se continuaron a 110 V por aproximadamente 3

horas. Seguidamente se realizaron las transferencias a membranas de nitrocelulosa, a 300

mA durante 1 hora y 30 minutos. Con el propósito de comprobar la correcta transferencia de

las proteínas, las membranas se incubaron en Rojo Ponceau (BioReagent #09189-6X1L-F)

durante 5 minutos, luego de esto se realizaron los lavados correspondientes con H2Od y se

dejaron secar en papel absorbente durante al menos 3 días.

Pasado este tiempo, las membranas se rehidrataron con PBS 1X y se incubaron en

agitación en una solución de bloqueo (solución de albúmina 5 % en PBS 1X) durante 1 hora

a temperatura ambiente. Luego las membranas se incubaron, a 4 °C durante toda la noche,

con los anticuerpos primarios (en solución de albúmina 5 % en PBS-T)

anti-PDH-E1a-pSer293 (conejo, 1:500, Calbiochem #AP1062) y anti-PDH-E1a (ratón, 1:500,

Invitrogen #456600) o anti-PSD95 (conejo, 1:500, Abcam #ab18258) y anti-VGLUT2 (ratón,

1:800, Synaptic Systems #135 421), dependiendo de las proteínas a detectar. En ambas
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situaciones como control de carga se utilizó anti-α tubulina (ratón, 1:3000, Abcam #ab7291;

conejo, 1:3000, Abcam #ab176560). Al día siguiente se realizaron cuatro lavados de 10

minutos con PBS-T en agitación y a temperatura ambiente. Las membranas se incubaron, a

temperatura ambiente y en agitación por 1 hora, con anticuerpos secundarios (en PBS 1X)

anti-IgG ratón conjugados con IRDye 680RD (1:15000, LI-COR Biosciences #926-68070) y

anti-IgG conejo conjugados con IRDye 800CW (1:15000, LI-COR Biosciences #925-32218),

para luego finalizar con cuatro lavados de 10 minutos, en agitación y a temperatura

ambiente, con PBS-T.

La detección y cuantificación de intensidad de las bandas se realizó con el sistema Odyssey

(LI-COR Biosciences). Los niveles relativos de intensidad se normalizaron con sus

correspondientes controles de carga y luego frente a la hemimédula espinal ipsilateral del

vehículo sin tratamiento. En el caso de la PDH, una vez cuantificado los niveles relativos de

pSer293 E1a y E1a total, se calculó la relación pSer293 / E1a total.

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA

CUANTITATIVA

Los animales se sacrificaron mediante anestesia profunda (pentobarbital, 50 mg/kg

intraperitoneal) y de inmediato las muestras de médula espinal se disecaron en hielo

aislando la región lumbar L4-L6 ipsilaterales a la inyección o lesión, o de animales naïve.

Los tejidos se cortaron en pequeños trozos y se colocaron en tubos de 2 ml con 1ml de

Trizol (Thermo Fisher Scientific) reservándose a -80°C.

La extracción de ARN total de las muestras se llevó a cabo incorporando 1000μl de Trizol

(Thermo Fisher Scientific) cada 10 mg de tejido, homogeneizándose mediante pipeteo

repetido. A continuación, se añadió 200µl de cloroformo, dejando reposar la mezcla a

temperatura ambiente por 5 minutos antes de centrifugarse 15 minutos a 4°C y 12.000 RCF.

A la fase acuosa obtenida se le agrego el mismo volumen de alcohol isopropílico y 1 μl de

glucógeno (19-22mg /ml, Termo Fisher Scientific), manteniéndolo durante 20 minutos a -20 °

C. Luego, se realizó una segunda centrifugación en las mismas condiciones que el anterior,

el pellet obtenido se lavó con 200 μl de EtOH al 80% y se centrifugó nuevamente, esta vez a

5 minutos a 4°C y 12.000 RCF. Finalmente, el sedimento de ARN se dejó secar por 10

minutos a temperatura ambiente y fue resuspendido en 50μl de agua libre de nucleasas

RNasa (Thermo Fisher Scientific) y 1μl de Inhibidor de ARNasa (Thermo Fisher Scientific).

Las posibles contaminaciones de ADN se eliminaron utilizando ADNasa (DNase-free,
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Thermo Fisher Scientific). La calidad del ARN extraído se evaluó por electroforesis en gel de

agarosa y tinción con bromuro de etidio, y su concentración se cuantificó empleando el Kit

de ensayo Qubit®RNA BR (Thermo Fisher Scientific #Q33223).

Una vez extraído, el ARN se retrotranscribió empleando la transcriptasa inversa M-MLV

(Invitrogen #28025-013). Para el ARN extraído de los tejidos de los animales del modelo de

dolor neuropático se emplearon cebadores aleatorios, en el caso del modelo de dolor

inflamatorio se utilizaron cebadores oligo (dT) 12-18 (Thermo Fisher Scientific), siguiendo

las instrucciones del fabricante: En un tubo, se combinó 1 μl de los cebadores

correspondientes (0,1 μM), 100 ng de ARN total, 1 μl de dNTPs (10 μM) y agua libre de

RNase hasta un volumen final de 12 μl. Se incubó 5 minutos a 56°C y luego en hielo.

Seguidamente, se agregó 4 μl de buffer 5x, 2 μl de DTT (0,1M), 1 μl de inhibidor de RNAsas

RNAseOUT (40 U/μL, Thermo Fisher Scientific) y 1μl de transcriptasa reversa M-MLV (200

U, Thermo Fisher Scientific). Luego se incubó a 37°C por 50 minutos, y finalmente a 70°C

durante 15 minutos, con la finalidad de inactivar la transcriptasa reversa.

Las reacciones de Q PCR se realizaron empleando un sistema Rotor-Gene 6000 (Corbett

Life Science). Todas las reacciones se realizaron por triplicado con 40 ng de ADNc cada

uno. En las muestras de los animales del modelo de dolor neuropático, se utilizaron los

siguientes reactivos TaqMan de Invitrogen/Applied Biosystems: TaqMan Fast Advanced

Master Mix (#1205919), sondas que abarcan exones para IL-1β (#Mm01336189_m1) y

TNF-α (#Mm00443258_m1). Control endógeno eucariótico y ARN 18S (#FAM-MGB

4333760). Los controles endógenos fue el ARN 18S eucariótico (FAM-MGB 4333760), y las

condiciones de ciclo fueron 50°C durante 2 minutos, 95°C durante 10 minutos, seguidos de

45 ciclos a 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto.

Para el caso de las muestras de los animales del modelo de dolor inflamatorio, el ADNc

obtenido se diluyó en Master Mix Biotools Quantimix Easy (Biotools) en un volumen de 10

ml. Las secuencias de cebadores específicos directos (F) y reverso (R) (IDT, Integrated

DNA Technologies) fueron las siguientes: para GAPDH F: 5´-CAC TGA GCA TCT CCC TCA

CAA-3´ y R: 5´-TGG TAT TCG AGA GAA GGG AGG-3´ como control endógeno, para IL-1β

F: 5´-TGC TGA TGT ACC AGT TGG GG-3´ y R: 5´- CTCCATGAGCTT TGT ACAAG-3´ para

TNF-α F: 5´-TGA TCGGTC CCA ACA AGG-3´ y R: 5´-TGC TTG GTG GTT TGC TAC GA-3'.

En este caso, las condiciones de ciclo fueron 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos

a 95°C durante 30 segundos, 56°C (IL-1β y TNF-α) o 58°C (GAPDH) durante 30 segundos,

95°C durante 30 segundos y 70°C durante 30 segundos.

Todos los datos se analizaron utilizando el software Rotor Gene 6000 (Corbett Life Science

Sydney). La cuantificación se realizó con el método ΔΔCt utilizando muestras de médula
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espinal sin tratamiento como controles negativos y los respectivos controles endógenos

como referencia.

PROCESAMIENTO DE DATOS Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software Graphpad Prism 9, y los datos

se presentaron como media ± SEM. Los tests usados fueron, t-tests, one-tailed o two-tailed

ANOVA, seguido de múltiples comparaciones con el test de Bonferroni en el caso de

comparación de datos entre dos grupos; o test de Tukey para comparar datos de

experimentos con más de 2 grupos. El análisis estadístico de los experimentos en los

cuales se registró el mismo animal a distintos puntos temporales, como los datos de

comportamiento, volumen de la extremidad posterior y peso corporal, se obtuvo mediante

el test two-tailed ANOVA para medidas repetidas seguido de un análisis de Bonferroni o

Tukey dependiendo del número de grupos comparados. Se estableció la significancia

estadística como p < 0,05. Para cada experimento y resultado, los valores n, p, F y/o t se

indican en las leyendas de las figuras.
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RESULTADOS

CAPÍTULO I: ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD RESPIRATORIA

MITOCONDRIAL EN LA MÉDULA ESPINAL DE MODELOS
DE DOLOR CRÓNICO Y SU MODULACIÓN METABÓLICA

POR DICLOROACETATO

1) ESTABLECIMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE LOS MODELOS DE DOLOR

CRÓNICO

Como se mencionó anteriormente, en este trabajo de doctorado se utilizaron dos modelos

de dolor crónico para el estudio de la relación de la actividad respiratoria mitocondrial y el

desarrollo de las típicas características comportamentales en los animales con estas injurias

[40], [43].

Para verificar que los animales experimentaban dolor, se llevaron a cabo tests de

algesimetría térmica y mecánica, como se describió anteriormente en el apartado de

materiales y métodos. Los registros se realizaron en distintos puntos temporales previos y

posteriores a la inyección con ACF.

El estudio de la latencia de retirada de la extremidad posterior al calor, determinada por la

aplicación un algesiómetro estándar (IITC Life Sciences, Woodland Hills, CA), mostró una

hiperalgesia térmica en la extremidad dañada comparada con la contralateral. A las 24h de

la inyección, registramos una disminución del 40% de la latencia de la extremidad dañada

respecto de la mostrada por la extremidad contralateral , similar a lo reportado en la

literatura para este modelo [40]. Si bien esta diferencia se fue acortando durante el curso

temporal, la latencia de retirada de la extremidad posterior inyectada con ACF se mantuvo

en valores significativamente inferiores a los de la extremidad posterior contralateral, no

alcanzando el 80% del valor de esta última (Figura 13A) en el último día de seguimiento (13

dpi).

La presencia de alodinia se evaluó mediante el estímulo mecánico con los filamentos de von

Frey [286] en los mismos días en que se realizaron los tests de algesimetría térmica. El
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umbral de retirada de la extremidad posterior frente a las distintas fuerzas aplicadas,

representado como el LD50%, reveló una alodinia mecánica, representada gráficamente

como una disminución progresiva en los días posteriores a la inyección de ACF (Figura

13B). Dicho umbral fue significativamente menor en el miembro posterior inyectado con

ACF respecto al contralateral, evidenciándose de forma temprana a las 24 h de la inyección,

en un 40% de los valores de las extremidades contralaterales y llegando a un 20% al final

del seguimiento (Figura 13B). Como ya ha sido previamente reportado [40], [43], [292],

[293], la extremidad posterior contralateral sufrió una disminución en dicho umbral en

comparación con su basal, acercándose, pero sin alcanzar, a los valores de la extremidad

posterior ipsilateral (Figura 13B).

Figura 13. Comportamiento relacionado con el dolor en animales con inyección de adyuvante completo
de Freud. Evolución de la hiperalgesia térmica (A) y alodinia mecánica (B) de las patas ipsilaterales y
contralaterales a la inyección con ACF. ANOVA-RM de dos vías, para efectos del tratamiento: para hiperalgesia
térmica: P < 0,0001, F1,10 = 137,10; para alodinia mecánica: P = 0,0001, F1,13= 55,52. Resultados del test de
comparación múltiple de Bonferroni: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 y ****P < 0,0001 significativamente
diferentes de las patas contralaterales. ANOVA-RM, análisis de varianza de medidas repetidas. n = 6 animales.

Para completar la caracterización del modelo de inyección de ACF como modelo de dolor

inflamatorio evaluamos el edema y eritema (enrojecimiento) local que manifestaron los

animales en la extremidad posterior inyectada con el ACF (Figura 14A-B). Se midió el

volumen de las extremidades posteriores a lo largo del tiempo que duró el ensayo. La

inflamación de las extremidades inyectadas fue evidente a las 24 h de la inyección del ACF.

Los volúmenes de las extremidades inflamadas fueron significativamente mayores que los

de las contralaterales a la inyección y no inflamadas (Figura 14A). El registro mostró un
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aumento de aproximadamente del 200% en relación al volumen de la extremidad posterior

contralateral a la inyección, manteniéndose en ese valor hasta los 13 dpi (Figura 14A).

Por otra parte también registramos el peso corporal de los animales. El peso corporal de los

animales inyectados con ACF se redujo significativamente comparado con el de los

animales no inyectados durante el transcurso de los 13 dpi (Figura 14C). Todas estas

observaciones fueron concordantes con los estudios realizados por Stein et al., quienes

propusieron el modelo por primera vez en 1899 [38].

Figura 14. Curso temporal de los cambios de volumen de las patas posteriores y el peso corporal en
animales con inyección de adyuvante completo de Freud. A) Gráfico de la evolución temporal del volumen
de las patas posteriores, calculado como se explica en la sesión de materiales y métodos. B) Imagen
representativa de la apariencia de la extremidad posterior contralateral y del edema de la extremidad posterior
ipsilateral a la inyección con ACF a los 13 dpi. C) Gráfico del seguimiento del peso corporal de los animales a lo
largo del estudio. ANOVA-RM de dos vías, para efectos del tratamiento: Volumen de la pata: P < 0,0001, F1,10 =
291,80; peso corporal: P = 0,0081, F1,4 = 23,86. Resultados del test de comparación múltiple de Bonferroni: *P <
0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 y ****P < 0,0001 significativamente diferentes de las patas contralaterales o a
animales sham. dpi, días post inyección; ANOVA-RM, análisis de varianza de medidas repetidas. n = 6 animales
por grupo.
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El modelo de dolor neuropático mediante la constricción crónica del nervio ciático se realizó

en ratones machos adultos C57BL/6, y se evaluó el desarrollo de hiperalgesia térmica. De

manera similar a los animales con dolor inflamatorio, se empleó un algesiómetro estándar

para la determinación de la latencia de retirada de la extremidad posterior al calor. De

manera análoga a datos ya reportados en modelos animales de dolor neuropático [43],

[292], [293], los animales manifestaron una disminución significativa en la latencia de

retirada de la extremidad posterior lesionada en relación a la extremidad posterior

contralateral. Los registros realizados a las 24h después de la lesión, revelaron el inmediato

desarrollo de hiperalgesia térmica en las extremidades ipsilaterales a la injuria en

comparación con las contralaterales. Se constató una latencia de retirada en la extremidad

ipsilateral al daño del 40% de la registrada en las extremidades contralaterales (Figura 15).

Esta disminución en la latencia de retirada de la extremidad posterior se observó en todos

los tiempos analizados, recuperando hasta el 60% de los valores de la extremidad posterior

contralateral a los 19 dpl (Figura 15).

Figura 15. Comportamiento relacionado con el dolor en animales con constricción crónica del nervio
ciático. Evolución de la hiperalgesia térmica de las extremidades ipsi y contralaterales a la lesión. ANOVA-RM
de dos vías, para efectos del tratamiento: P = 0,0004, F1,6 = 50,73. Resultados del test de comparación múltiple
de Bonferroni: **P<0,01; ***P<0,001 y ****P<0,0001 significativamente diferentes de las patas contralaterales.
ANOVA-RM, análisis de varianza de medidas repetidas. n = 5 animales.
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2) CURSO TEMPORAL DE LA REACTIVIDAD GLIAL EN ANIMALES CON

INYECCIÓN DE ADYUVANTE COMPLETO DE FREUD Y CONSTRICCIÓN
CRÓNICA DEL NERVIO CIÁTICO

Otra característica de los modelos de dolor crónico, además de los comportamientos de

hiperalgesia y alodinia, es la respuesta de las células gliales, en particular de los astrocitos y

la microglía, en el asta dorsal de la médula espinal ipsilateral a la injuria. Estas poblaciones

celulares experimentan cambios morfológicos evidentes y en la expresión de marcadores

característicos utilizados, lo cual ha sido descrito en varios modelos de dolor crónico [40],

[198], [294], [295]. Para determinar si la inyección intraplantar de ACF y la lesión por CCI

generaron esta respuesta típica en astrocitos y microglía, se realizaron estudios de

inmunofluorescencia para GFAP e Iba-1, respectivamente, en el asta dorsal ipsi y

contralateral de la médula espinal lumbar a nivel L4-L6.

Las observaciones morfológicas de las imágenes de inmunofluorescencia adquiridas de la

médula espinal de ambos modelos de dolor crónico, mostraron que, en el lado ipsilateral, el

aspecto de los astrocitos se caracterizó por hipertrofia, así como un aumento en la

abundancia y grosor de sus prolongaciones (Figura 16A y Figura 17A). De manera similar,

en el caso de la microglía, se observó un notorio aumento en el tamaño celular y grosor de

sus prolongaciones (Figura 16C y Figura 17C).

Como ya ha sido reportado en el modelo de dolor inflamatorio [40], al realizar la

cuantificación de las imágenes de inmunofluorescencia para GFAP e Iba-1 en el asta dorsal,

se constató un aumento significativo en los valores de inmunoreactividad de ambos

marcadores en el lado ipsilateral en contraste con el lado contralateral (Figura 16B y D). En

el caso del GFAP, el promedio obtenido en el lado ipsilateral a los 3 dpi fue de un 200%

superior a la del lado contralateral. Esta observación se mantuvo a los 7 dpi, superando el

200% a los 13 dpi (Figura 16B). La inmunofluorescencia para Iba-1 también mostró un

aumento de la inmunoreactividad en el lado ipsilateral, llegando a alcanzar, a los 13 dpi, un

promedio del 130% comparado con la misma región del lado contralateral (Figura 16D).
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Figura 16. Curso temporal de la reactividad glial en el asta dorsal de la médula espinal de animales con
inyección de adyuvante completo de Freud. A-B) Inmunorreactividad (IR) de GFAP. C-D) Inmunoreactividad
de Iba-1. Imágenes representativas de epifluorescencia del asta dorsal de la médula espinal contra e ipsilateral
a la inyección como se indica, inmunomarcación para GFAP (A) o Iba-1 (C) a los 13 dpi. Cuantificación de la
Inmunoreactividad para GFAP (B) o Iba-1 (D) medida como el porcentaje del área total ocupada por la
inmunorreactividad en el lado ipsi y contralateral a la inyección en los días indicados después de la inyección.
t-Student: GFAP: 3 dpi: P = 0,0320, t4 = 3,229; 7 dpi: P = 0,0472, t4 = 2,833; 13 dpi: P = 0,0015, t4 = 7,695. Iba-1:
3 dpi: P = 0,0009, t4 = 7,275; 7 dpi: P = 0,0017, t4 = 6,238; 13 dpi: P = 0,0389, t4 = 2,359. *P < 0,05, ** P < 0,01 y
*** P < 0,001 significativamente diferentes del lado contralateral correspondiente. IR, Inmunorreactividad. dpi,
días post inyección. n = 5 animales (10 cortes de médula espinal por animal). Barra de escala 200µm.

En cuanto al modelo de dolor neuropático, de manera similar a lo observado para el modelo

de dolor inflamatorio, los resultados obtenidos de los estudios de inmunofluorescencia

revelaron un aumento significativo de la inmunorreactividad, para los dos marcadores gliales

analizados, en el asta dorsal ipsilateral en contraste al contralateral (Figura 17B y D),

concordando con reportes anteriores [209]. En este caso, el registro temporal de la

inmunorreactividad para GFAP mostró un aumento progresivo en el asta dorsal ipsilateral en

comparación al contralateral, expresándose en valores de alrededor del 200% a los 3 y 7

dpl, y superando dicho porcentaje a los 19 dpl (Figura 17B). Por el contrario, en la

inmunorreactividad para Iba-1 el aumento más significativo en el lado ipsilateral se constató

en el inicio del estudio, a los 3 dpl, alcanzando un promedio del 500% en comparación con

el lado contralateral. Luego se registró una disminución temporal, alcanzando un promedio
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de 300% a los 19 dpl (Figura 17D), demostrando una clara diferencia entre los cursos

temporales de la reactividad glial de astrocitos y de microglía [209].

Figura 17. Curso temporal de la reactividad glial en el asta dorsal de la médula espinal de animales con
constricción crónica del nervio ciático. A-B) Inmunorreactividad (IR) de GFAP. C-D) inmunoreactividad de
Iba-1. Imágenes representativas de epifluorescencia del asta dorsal de la médula espinal contra e ipsilateral a la
lesión como se indica, inmunomarcación para GFAP (A) o Iba-1 (C) a los 19 dpl. Cuantificación de la
inmunoreactividad para GFAP (B) o Iba-1 (D) medida como el porcentaje del área total ocupada por la marca en
el lado ipsi y contralateral a la lesión en los días indicados después de la lesión. t-Student: GFAP: 3 dpl: P =
0,0761, t4 = 2,379; 7 dpl: P = 0,0021, t4 = 7,067; 19 dpl: P = 0,0002, t4 = 13,26. Iba-1: 3 dpl: P < 0,0001, t4 =
13,87; 7 dpl: P = 0,0024, t4 = 5,642; 19 dpl: P = 0,0120, t4 = 3,537. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 y ****p <
0,0001 significativamente diferentes del lado contralateral correspondiente.IR, Inmunorreactividad; dpl, días post
lesión. n = 5 animales (10 cortes de médula espinal por animal). Barra de escala 200µm.
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3) ANÁLISIS DE LA FUNCIÓN RESPIRATORIA MITOCONDRIAL EN LA

MÉDULA ESPINAL LUMBAR DE ANIMALES CON LESIONES QUE PROVOCAN
DOLOR CRÓNICO

Como se expuso anteriormente, la reactividad glial en la médula espinal ha sido asociada a

modificaciones metabólicas en modelos animales de patologías del SNC como la ELA [269],

[271]. Para indagar si la función mitocondrial se encontraba alterada en la médula espinal

lumbar de animales con dolor crónico, se realizaron estudios de respirometría de alta

resolución en la médula espinal de animales inyectados con ACF o con constricción crónica

el nervio ciático (Figura 9). Esto permitió obtener los valores del consumo de oxígeno de las

biopsias de médula espinal tras la adición de distintos sustratos, inhibidores y agentes

desacoplantes, tal como se especifica en la sección materiales y métodos. El aislamiento de

las muestras se realizó en en el punto temporal donde se observó la mayor astrogliosis en

ambos modelos, 13 dpi en los animales con inyección de ACF (Figura 16B) y 19 dpl en

animales con constricción crónico del ciático (Figura 17B).

En las muestras de médulas de las ratas con inyección de ACF, se detectó una notoria

reducción en las curvas de consumo de oxígeno en las hemimédulas ipsilaterales a la injuria

en contraposición a las obtenidas en las contralaterales (Figura 18A).

Con las pendientes generadas de las curvas de flujo de oxígeno, se obtuvieron distintos

parámetros respiratorios que permitieron analizar de un modo más detallado las diferencias

observadas en los registros. De los parámetros obtenidos, encontramos diferencias

significativas en la respiración en estado 3, en la respiración dependiente de ATP y en la

respiración máxima entre las hemimédulas ipsi y las contralaterales al lado de inyección

(Figura 18B). En cambio, no se detectaron diferencias entre ambas regiones medulares en

la respiración en estado 4, ni en la respiración independiente de ATP continúa luego del

agregado de oligomicina (ATP independiente) (Figura 18B).
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Figura 18. Respirometría de alta resolución en hemimédulas de animales con inyección de adyuvante
completo de Freud. A) Registros superpuestos representativos de las curvas de flujo de O2 en muestras
permeabilizadas frescas de médula espinal L4-6, ipsi y contralateral a los 13 dpi. Con flechas negras se indica el
momento de adición de Succinato (Succ), Adenosín difosfato (ADP) Oligomicina (Oligo) Carbonil
cianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) Antimicina A (AA). B) Se muestran los parámetros bioenergéticos
mitocondriales obtenidos a partir de los registros mostrados. Cada punto corresponde al registro de una
hemimédula y se compara con la contralateral como se indica. t-Student: estado 4: P = 0,2100, t6 = 0,8654;
estado 3: P = 0,0004, t6 = 6,191; ATP independiente: P = 0,0553, t12 = 1,723; ATP dependientes: P = 0,0027, t6 =
4,235; Máximo: P = 0,0059, t5 = 3,874. **P < 0.01 y ***P < 0.001 significativamente diferentes del contralateral
correspondiente. dpi, días post inyección. n = 5 a 7.

En lo referente a los animales con constricción crónica de nervio ciático, debido a la menor

cantidad de tejido obtenido, el ensayo se realizó comparando biopsias de animales sujetos

a CCI bilateral y animales naïve.

De manera consistente con lo observado en el modelado por inyección de ACF, las médulas

lumbares de los animales con CCI bilateral mostraron una disminución significativa de las

curvas de consumo de oxígeno en comparación con las de animales naïve (Figura 19A).

Por su parte, los valores del consumo de oxígeno en el estado 4 y ATP independiente de las
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biopsias de animales lesionados y naïve fueron similares (Figura 19B). Sin embargo, el

estado 3, el ATP dependiente y la máxima respiración, mostraron valores significativamente

menores en los animales con CCI bilateral comparados con los alcanzados por las biopsias

de los animales naïve (Figura 19B).

Estos resultados revelan que las lesiones que inducen dolor crónico se asocian con una

disminución significativa en los niveles de consumo de oxígeno en la región de la médula

espinal relacionada con el sitio donde se procesa la información de la lesión.

Figura 19. Respirometría de alta resolución en médulas de animales con constricción crónica del nervio
ciático. A) Registros superpuestos representativos de las curvas de flujo de O2 en muestras permeabilizadas
frescas de médula espinal L4-6 de animales con lesión bilateral a los 19 dpl y animales naïve. Con flechas
negras se indica el momento de adición de Succinato (Succ), Adenosín difosfato (ADP) Oligomicina (Oligo)
Carbonil cianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) Antimicina A (AA). B) Se muestran los parámetros
bioenergéticos mitocondriales obtenidos a partir de los registros mostrados. Cada punto corresponde al registro
de una médula y se compara con la contralateral como se indica. t-Student: estado 4: P = 0,3657, t4 = 0,3681;
estado 3: P = 0,004, t4 = 4,874; ATP independiente: P = 0,1851, t3 = 1,052; ATP dependientes: P = 0,0074, t5 =
3,645; Máximo: P = 0,0162, t4 = 3,217. *P < 0.05 y **P < 0,01 significativamente diferentes del naïve
correspondiente. CCI, constricción crónica del nervio ciático; dpl, días post lesión. n = 5 a 9.
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4) EVALUACIÓN DEL TRATAMIENTO CON DICLOROACETATO EN LA

ACTIVIDAD DE LA PDH A NIVEL DE LA MÉDULA ESPINAL

Con el fin de analizar el papel que cumple la respiración mitocondrial en el establecimiento

del dolor crónico, decidimos estimular la misma con DCA y evaluar si podíamos mejorar el

consumo de oxígeno. Los animales lesionados se dividieron en dos grupos: uno que recibió

DCA en el agua de beber y otro que sólo recibió agua tal como se indica en métodos. En

primer lugar, verificamos que el DCA administrado de forma sistémica es capaz de actuar a

nivel de la médula espinal, evaluando los niveles de expresión de las fracciones total y

fosforilada de la enzima PDH mediante técnicas de WB. Las proteínas extraídas de la

hemimédula lumbar ipsilateral a la inyección en los animales con dolor inflamatorio a los 13

dpi y de animales naïve, tratados con DCA o con vehículo, se sometieron a

inmunotransferencias. Las imágenes obtenidas delataron a simple vista bandas

correspondientes a la pPDH de menor intensidad en las muestras de animales sujetos al

tratamiento sistémico con DCA. Mientras que las bandas correspondientes a la PDH total

mostraron un aspecto similar en todas las muestras provenientes de los diferentes grupos

de experimentación (Figura 20A). La cuantificación, reveló que los niveles de expresión de

la pPDH fueron significativamente menores en las muestras de animales tratados con DCA

que en las muestras de animales tratados con vehículo, tanto con dolor inflamatorio como

naïve (Figura 20B).

Figura 20. Disminución de los niveles de pPDH en muestras de la médula espinal de animales con
inyección de adyuvante completo de Freud tratados con dicloroacetato. A) Imagen representativa de la
inmunotransferencia de muestras de médula espinal L4-6 ipsilateral a la inyección y naïve, para PDH-E1a
(pSer293), PDH-E1a total y α-tubulina. Los animales fueron tratados con DCA o vehículo como se indica en la
sesión de materiales y métodos. B) Cuantificación de la relación entre los niveles relativos densitométricos de
PDH-E1a (pSer293) y PDH-E1a total, normalizados frente al vehículo sin tratamiento. La α-tubulina se utilizó
como referencia. Las muestras fueron obtenidas a los 13 dpi. Resultados de ANOVA unidireccional: P = 0.0010,
F3,12 = 10,89. Resultados del test de comparación múltiple de Bonferroni: *P < 0,05, **P < 0,01 significativamente
diferentes del naïve correspondiente. ACF, Adyuvante Completo de Freund; DCA, dicloroacetato; dpi, días post
inyección; ANOVA, análisis de varianza. n = 4 animales por grupo.

74



Al igual que en los animales con dolor inflamatorio, las muestras de hemimédula lumbar

ipsilateral de animales con dolor neuropático a los 19 dpl y de animales naïve tratados con

DCA mostraron bandas más tenues correspondientes a la pPDH, en comparación con las

bandas de los grupos tratados con vehículo (Figura 21A). Además, se observó que las

bandas de PDH total tenían un aspecto similar en todas las muestras de los diferentes

grupos experimentales (Figura 21A).

La cuantificación de la relación entre los niveles de expresión de la pPDH y la PDH total,

arrojaron resultados concordantes con las observaciones de las imágenes de

inmunotransferencias. Los niveles de expresión de la pPDH fueron significativamente

menores en las muestras de los animales tratados con DCA, en comparación con los

animales tratados con vehículo (Figura 21B).

Figura 21. Disminución de los niveles de pPDH en la médula espinal de animales con constricción
crónica del nervio ciático tratados con dicloroacetato. A) Imagen representativa de la inmunotransferencias
de muestras de médula espinal L4-6 ipsilateral a la lesión y naïve, para PDH-E1a (pSer293), PDH-E1a total y
α-tubulina. Los animales fueron tratados con DCA o vehículo como se indica en la sesión de materiales y
métodos. B) Cuantificación de la relación entre los niveles relativos densitométricos de PDH-E1a (pSer293) y
PDH-E1a total, normalizados frente al vehículo sin tratamiento. La α-tubulina se utilizó como referencia. Las
muestras fueron obtenidas a los 19 dpl. Resultados de ANOVA unidireccional: P = 0.0001, F4,13 = 21,40.
Resultados del test de comparación múltiple de Bonferroni: *P < 0,05, **P < 0,01 significativamente diferentes
del naïve correspondiente. CCI, constricción crónica del nervio ciático; DCA, dicloroacetato; dpl, días post lesión;
ANOVA, análisis de varianza. n = 4 animales por grupo.

De esta manera, podemos concluir que la administración oral de DCA inhibió la actividad

de la PDK a nivel de la médula espinal en ambos modelos de dolor crónico.
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5) EFECTO DE LA MODULACIÓN METABÓLICA CON DICLOROACETATO

SOBRE LA FUNCIÓN RESPIRATORIA MITOCONDRIAL EN LA MÉDULA
ESPINAL DE ANIMALES CON LESIONES QUE INDUCEN DOLOR CRÓNICO

Con el fin de evaluar el efecto de la administración de DCA a los animales, se realizaron

ensayos de respirometría de alta resolución [288] en biopsias de médula espinal lumbar de

animales con lesiones que inducen dolor crónico y animales naïve, tratados con DCA o

vehículo.

Los estudios de respirometría de alta resolución en hemimédulas ipsilaterales de animales

con inyección de ACF, tratados con dicloroacetato (DCA), mostraron un aumento

significativo en los tres parámetros respiratorios que estaban disminuidos en los animales

lesionados tratados con vehículo (Figura 22).

Figura 22. El tratamiento con dicloroacetato aumentó los parámetros bioenergéticos mitocondriales que
se habían reducido en la hemimédula espinal ipsilateral a la inyección de adyuvante completo de Freud.
Parámetros bioenergéticos de muestras de médula espinal L4-6 ipsi y contralateral a la inyección, tratadas con
vehículo o con DCA, a los 13 dpi. Resultados de ANOVA unidireccional: estado 3: P = 0,0022, F3,24 = 6,536; ATP
dependiente: P = 0,0029, F3,24 = 6,187; Máximo: P = 0,0138, F3,23 = 4,400. Resultados de comparación múltiple
de Tukey: *P < 0,05, **P < 0,01 significativamente diferentes entre los indicados. DCA, dicloroacetato; dpi, días
post inyección; ANOVA, análisis de varianza. n = 7 animales por grupo.

Tal como se observó para los animales con dolor inflamatorio, en los animales con CCI, el

tratamiento con DCA indujo un aumento significativo en los parámetros respiratorios de las

médulas espinales lumbares en comparación con las médulas de animales lesionados que

no recibieron tratamiento o en los animales naïve (Figura 23).
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Figura 23. El tratamiento con dicloroacetato aumentó los parámetros bioenergéticos mitocondriales que
se habían reducido en la médula espinal de los animales con contrición crónica del nervio ciático
bilateral. Parámetros bioenergéticos de muestras de médula espinal L4-6 de animales con lesión bilateral y
animales naïve, tratadas con vehículo o con DCA, a los 19 dpl. Resultados de ANOVA unidireccional: estado 3:
P = 0,0008, F3,24 = 7,848; ATP dependiente: P = 0,0005, F3,22 = 8,861; Máximo: P = 0,0074, F3,21 = 5,246.
Resultados de comparación múltiple de Tukey: *P < 0,05, **P < 0,01 y ***P < 0,001 significativamente diferentes
entre los indicados. CCI, constricción crónica del nervio ciático; DCA, dicloroacetato; dpl, días post lesión;
ANOVA, análisis de varianza. n = 5 a 9 animales por grupo.

En ninguno de los casos estudiados se advirtieron alteraciones en los valores de los

parámetros respiratorios obtenidos en biopsias de hemimédula contralateral o de animales

naïve tras la administración de DCA (Figura 22 y Figura 23). Sin embargo, dichos resultados

arrojaron evidencias convincentes de la capacidad de la modulación metabólica por DCA

para restaurar los niveles de consumo de oxígeno mitocondrial en la médula espinal lumbar

de animales con dolor crónico.

6) EFECTO DE LA ESTIMULACIÓN MITOCONDRIAL CON DICLOROACETATO

SOBRE LA HIPERALGESIA Y ALODINIA DE ANIMALES CON LESIONES QUE
INDUCEN DOLOR CRÓNICO

A fin de explorar si los fenómenos metabólicos encontrados en la médula espinal lumbar se

asociaban con los patrones de conducta de los animales con dolor crónico, se efectuaron

tests de algesimetría para evaluar la hiperalgesia térmica y/o alodinia mecánica, como se

describió en la sesión materiales y métodos. De esta manera, se utilizaron dos grupos de

animales inyectados con ACF y dos grupos lesionados con CCI; en ambos modelos de

dolor crónico, un grupo fue tratado con DCA y otro con vehículo.

77



Los animales con dolor inflamatorio fueron monitoreados durante el transcurso del

tratamiento (DCA o vehículo) con el equipo de algesimetría térmica y filamentos von Frey,

desde el primer día luego de la inyección con ACF hasta los 13 dpi. Los registros obtenidos

de animales tratados con DCA mostraron, con el transcurso de los días, un aumento

progresivo de las latencias y los umbrales de retirada de la extremidad posterior ipsilateral

(Figura 24A-B). En el caso de la latencia de retirada de la extremidad posterior ipsilateral

ante el estímulo calórico, el aumento fue significativo, en comparación con la extremidad

posterior ipsilateral de los animales tratados con vehículo, a partir del 8 dpi y sostenido

hasta el 13 dpi. Por el contrario, la diferencia con la extremidad posterior contralateral dejó

de ser significativa a partir del 6 dpi, igualándose a los 10 dpi (Figura 24A). Por otro lado,

los valores de umbral de retirada ante estímulos mecánicos de la extremidad posterior

ipsilateral de los animales a los cuales se le administró DCA, fueron significativamente

mayores a los de la extremidad posterior ipsilateral de animales tratados con vehículo, a

partir del 8 dpi y no significativos en comparación a la extremidad posterior contralateral a

partir del 10 dpi (Figura 24B).

Figura 24. El dicloroacetato redujo la latencia y el umbral de retirada de la extremidad dañada en
animales con inyección de adyuvante completo de Freud. A) Evolución de la hiperalgesia térmica para las
extremidades ipsi y contralaterales a la inyección de animales tratadas con DCA o vehículo. B) Evolución de la
alodinia mecánica para las extremidades ipsi y contralaterales a la inyección de animales tratados con DCA o
vehículo. ANOVA-RM de dos vías, para efectos del tratamiento: Hiperalgesia térmica: P < 0,0001, F3,20 = 53,36;
alodinia mecánica: P < 0,0001, F3,25 = 20,39. Resultados de comparación múltiple de Tukey: *P < 0,05, **P <
0,01 y ***P < 0,001 significativamente diferentes de las extremidades contralaterales (vehículo y DCA). #P < 0,05
y ##P < 0,01 significativamente diferentes de la extremidad posterior ipsilateral del vehículo. DCA, dicloroacetato;
ANOVA-RM, análisis de varianza de medidas repetidas. n = 6 animales por grupo.
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En lo que refiere a los animales con dolor neuropático, llamativamente, el tratamiento con

DCA determinó un aumento significativo en la latencia de retirada de la extremidad posterior

ipsilateral, en comparación a su homóloga en los animales sujetos a la administración de

vehículo. Esta diferencia se comenzó a evidenciar en los registros a partir del día 5 dpl,

prolongandose hasta el final del período evaluado (19 dpl) (Figura 25). A partir del día 12

dpl, las latencias de retirada de la extremidad posterior ipsilateral de los animales tratados

con DCA no mostraron diferencias significativas en comparación con las latencias de las

extremidades contralaterales, tanto en los animales tratados con DCA como en aquellos

tratados con vehículo (Figura 25).

Cabe destacar, que el DCA no provocó ningún efecto significativo sobre la respuesta

sensorial de la extremidad posterior contralateral en comparación con la extremidad

posterior contralateral de animales tratados con vehículo, en ninguno de los dos modelos

utilizados (Figura 24 y Figura 25).

Estos resultados mostraron que el tratamiento oral con DCA redujo la hiperalgesia y la

alodinia características de los modelos animales de dolor crónico.

Figura 25. El dicloroacetato redujo la latencia de retirada de la extremidad lesionada en animales con
contrición crónica del nervio ciático. Evolución de la hiperalgesia térmica para patas ipsi y contralaterales a la
lesión de animales tratadas con DCA o vehículo. ANOVA-RM de dos vías, para efectos del tratamiento: P <
0,0001, F3,14 = 28,08. Resultados de comparación múltiple de Tukey: *P < 0,05 y **P < 0,01 significativamente
diferentes de las patas contralaterales (vehículo y DCA). #P < 0,05 y ##P < 0,01 significativamente diferentes de
la extremidad posterior ipsilateral del vehículo. DCA, dicloroacetato; ANOVA-RM, análisis de varianza de
medidas repetidas. n = 4 a 5 animales por grupo.
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7) EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN ORAL DE DICLOROACETATO SOBRE

EL EDEMA LOCAL Y EL PESO CORPORAL DE ANIMALES CON LESIONES
QUE INDUCEN DOLOR INFLAMATORIO

Como se mencionó al inicio de la sección de resultados, una de las herramientas utilizadas

para caracterizar el modelo de dolor inflamatorio fue el monitoreo del edema local resultante

de la inyección de ACF y del peso corporal de los animales inyectados (Figura 14). Cabe

recordar que dichos monitoreos evidenciaron un aumento significativo en el volumen de la

extremidad posterior inoculada con el agente inflamatorio ACF, al compararlo con la

extremidad posterior contralateral (Figura 14A-B), además de una caída en el aumento de

peso corporal en contraste a los animales Sham (Figura 14C).

Los resultados obtenidos mostraron que el edema de la extremidad posterior inoculada de

los animales tratados con DCA mantuvo la diferencia significativa con la extremidad

posterior contralateral desde el 1 dpi hasta el 13 dpi (Figura 26A), lo cual sugiere que el

DCA no tendría efectos antiinflamatorios locales.

Con respecto a la evolución del peso corporal de los animales con dolor inflamatorio y

tratados con DCA, comparado con el de los animales inyectados y tratados con vehículo (13

dpi) mostró un aumento significativo del mismo hacia el final del tratamiento (Figura 26B).

Figura 26. El dicloroacetato no modifica el edema de la extremidad posterior inyectada, pero si el peso
corporal de los animales con inyección de adyuvante completo de Freud. A) Gráfico de la evolución
temporal del volumen de las patas posteriores, calculado como se explica en la sesión de materiales y métodos.
B) Gráfico del seguimiento del peso corporal de los animales a lo largo del estudio. ANOVA-RM de dos vías,
para efectos del tratamiento: Volumen de la pata: P < 0,0001, F3,20 = 98,56; peso corporal: P = 0,0046, F2,6 =
15,03. Resultados del test de comparación múltiple de Tukey: *P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001 y ****P < 0
,0001 significativamente diferentes de la extremidad posterior contralateral (vehículo o DCA) o del animal sham.
#P < 0,05; ##P < 0,01 y ###P < 0,001 significativamente diferentes a la extremidad posterior ipsilateral del vehículo
o al animal inyectado vehículo. DCA, dicloroacetato; ANOVA-RM, análisis de varianza de medidas repetidas. n =
6 animales por grupo.
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8) IMPACTO DEL DICLOROACETATO SOBRE LA REACTIVIDAD GLIAL EN EL

ASTA DORSAL DE LA MÉDULA ESPINAL DE ANIMALES CON LESIONES QUE
PROVOCAN DOLOR CRÓNICO

Para analizar si el tratamiento con DCA altera la reactividad glial característica de los

modelos de dolor crónico, se recurrió a técnicas de inmunofluorescencia utilizando

marcadores GFAP e Iba-1 en el asta dorsal en el mismo punto temporal al que se midió la

respirometría de alta resolución, 13 dpi en animales con dolor inflamatorio y 19 dpl en el

dolor neuropático [187], [188], [192].

De acuerdo a lo reportado [40], los astrocitos inmunomarcados con GFAP exhibieron un

aumento en el tamaño del soma y en el grosor de sus prolongaciones, observable a simple

vista, lo cual coincide con un incremento en la intensidad de fluorescencia para GFAP. Las

imágenes de microscopía confocal obtenidas del asta dorsal de la médula espinal de

animales con dolor inflamatorio revelaron que la administración de DCA modificó la

morfología tanto de astrocitos (Figura 27A). La cuantificación de dichas imágenes demostró

que el DCA indujo una profunda disminución en el área ocupada por la inmunofluorescencia

de GFAP en el asta dorsal ipsilateral, comparado a lo observado en los animales tratados

con vehículo (Figura 27B).

En lo que refiere a la inmunoreactividad de Iba-1, las imágenes adquiridas mostraron la

morfología típica de microglías con un soma pequeño definido y varias prolongaciones

cortas de trayectoria quebrada. En la región del asta dorsal ipsilateral a la lesión de

animales tratados con DCA se observaron microglía con menos prolongaciones y menor

intensidad de fluorescencia que en la región ipsilateral de los animales tratados con

vehículo (Figura 27C). De manera similar a la inmunoreactividad para GFAP, el área

ocupada por Iba-1 en el asta dorsal ipsilateral disminuyó después del tratamiento con DCA

en contraposición con la misma región de las muestras de animales tratados con vehículo

(Figura 27D).
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Figura 27. El dicloroacetato redujo la inmunoreactividad para GFAP e Iba-1 en la médula espinal de
animales con inyección de adyuvante completo de Freud. A y C) Imágenes confocales representativas del
inmunomarcado para GFAP (A) e Iba-1 (C) en el asta dorsal ipsilateral de la médula espinal a los 13 dpi. Barra
de escala = 50 µm. B y C) Cuantificación de la inmunoreactividad (IR) de GFAP (B) e Iba-1 (D). La gliosis se
cuantificó en el asta dorsal ipsi y contralateral, midiendo el porcentaje del área total ocupada por la
inmunofluorescencia para GFAP e Iba-1. Resultados de ANOVA unidireccional: GFAP: P = 0,0002, F3,20 = 10,58;
Iba: P = 0,0073, F3,20 = 5,328. Resultados del test de comparación múltiple de Tukey: *P < 0,05, **P < 0,01 y ***P
< 0,001 significativamente diferentes entre los indicados. DCA, dicloroacetato; dpi, días post inyección; ANOVA,
análisis de varianza. n = 6 animales por grupo (10 cortes de médula espinal por animal).

Al igual que los hallazgos en los animales con dolor inflamatorio, la inmunoreactividad para

GFAP en el asta dorsal ipsilateral de los animales con dolor neuropático tratados con DCA

se redujo en comparación con la misma región de los animales tratados con vehículo.

Además, los somas detectados con este marcador presentaron un menor tamaño, con

prolongaciones más delgadas y menos abundantes (Figura 28A). Estas observaciones

fueron confirmadas con la cuantificación de las imágenes, en las cual se evidenció una

significativa disminución de la inmunoreactividad para GFAP del asta dorsal ipsilateral de los

animales con DCA en comparación con su región homóloga en los animales tratados con

vehículo (Figura 28B).

El tratamiento con DCA también modificó la inmunomarcación de la microglía. Se evidenció

una disminución en las prolongaciones celulares y menor intensidad de la fluorescencia

para Iba-1 en el asta dorsal ipsilateral a la lesión (Figura 28C). La cuantificación de las

imágenes ratificó que el DCA disminuyó de manera significativa la inmunoreactividad para
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Iba-1 en el asta dorsal ipsilateral, respecto a la de animales tratados con vehículo (Figura

28D).

Cabe destacar que, en ambos modelos de dolor crónico, no se observaron diferencias en la

inmunoreactividad para GFAP e Iba-1 de las astas dorsales contralaterales entre los

animales tratados con DCA o vehículo (Figura 27B y 28B).

Figura 28. El dicloroacetato redujo la inmunoreactividad para GFAP e Iba-1 en la médula espinal de
animales con contrición crónica del nervio ciático. A y C) Imágenes confocales representativas del
inmunomarcado para GFAP (A) e Iba-1 (C) en el asta dorsal ipsilateral de la médula espinal a los 19 dpl. Barra
de escala = 50 µm. B y C) Cuantificación de la inmunoreactividad (IR) de GFAP (B) e Iba-1 (D). La gliosis se
cuantificó en el asta dorsal ipsi y contralateral, midiendo el porcentaje del área total ocupada por la
inmunofluorescencia para GFAP e Iba-1. Resultados de ANOVA unidireccional: GFAP: P = 0,0002, F3,20 = 10,59;
Iba: P < 0,0001, F3,20 = 26,51. Resultados del test de comparación múltiple de Tukey: **P < 0,01, ***P < 0,001 y
****P < 0,0001 significativamente diferentes entre los indicados. DCA, dicloroacetato; dpl, días post lesión;
ANOVA, análisis de varianza. n = 6 animales por grupo (10 cortes de médula espinal por animal).
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9) EFECTO DEL DICLOROACETATO SOBRE LA EXPRESIÓN DE

CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS EN LA MÉDULA ESPINAL DE ANIMALES
CON LESIONES ASOCIADAS A DOLOR CRÓNICO

En modelos animales de dolor crónico, los cambios morfológicos de las células gliales en la

médula espinal son acompañados por un aumento en los niveles de expresión de ARNm de

citoquinas proinflamatorias [40]. Con el propósito de evaluar si los niveles de ARNm de

citoquinas se modificaron por el tratamiento con DCA, se midieron los niveles de expresión

de ARNm de IL-1β y TNF-α mediante Q-PCR, al mismo momento en que realizaron los

ensayos de función mitocondrial, 13 dpi en animales con dolor inflamatorio y 19 dpl en

animales con dolor neuropático.

En comparación con muestras de la médula de animales naïve, no se encontraron

diferencias significativas en la expresión de ARNm de IL-1β o TNF-α en las muestras de

médula espinal lumbar ipsilateral de animales con dolor inflamatorio tratados con vehículo.

De igual forma, tampoco se observan diferencias con la administración oral de DCA (Figura

29 A-B).

Figura 29. El tratamiento con dicloroacetato no modificó la expresión de ARNm de IL-1β y TNF-α en la
médula espinal de animales con inyección de adyuvante completo de Freud. Expresión relativa de las
citoquinas IL-1β (A) y TNF-α mRNA (B) mediante Q PCR a los 13 dpi. La cuantificación de Q PCR se realizó con
el método ΔΔCt utilizando la médula espinal ipsilateral a la inyección o naïve. El ARNm de GAPDH se utilizó
como referencia. Resultados de ANOVA unidireccional: IL-1β: P = 0,0612, F2,9 = 3,872; TNF-α: P = 0,9580, F2,8 =
0,04312. DCA, dicloroacetato; ACF, Adyuvante Completo de Freund Q PCR, reacción en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa cuantitativa; dpi, días post inyección; ANOVA, análisis de varianza. n = 4
animales por grupo.
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En el caso de las muestras procedentes de la médula espinal lumbar ipsilateral de animales

con dolor neuropático, la cuantificación de la expresión relativa de IL-1β y TNF-α no mostró

cambios significativos entre los animales naïve y lesionados. En este modelo, el DCA

tampoco modificó el patrón de expresión de IL-1β ni de TNF-α (Figura 30 A-B).

Figura 30. El tratamiento con dicloroacetato no modificó la expresión de ARNm de IL-1β y TNF-α en la
médula espinal de animales con contrición crónica del nervio ciático. Expresión relativa de las citoquinas
IL-1β (A) y TNF-α mRNA (B) mediante Q PCR a los 19 dpl. La cuantificación de Q PCR se realizó con el método
ΔΔCt utilizando la médula espinal ipsilateral a la lesión o naïve. El ARNm de GAPDH se utilizó como referencia.
Resultados de ANOVA unidireccional: IL-1β: P = 0,3992, F2,10 = 1,008; TNF-α: P = 0,3356, F2,10 = 1,220. DCA,
dicloroacetato; CCI, constricción crónica del nervio ciático Q PCR, reacción en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa cuantitativa; dpl, días post lesión; ANOVA, análisis de varianza. n = 3-5 animales por grupo.

Los resultados hasta aquí presentados, forman parte de un manuscrito publicado en la

revista “PAIN” de la International Association for the Study of Pain (IASP) (doi:

10.1097/j.pain.0000000000001992).
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CAPÍTULO II: ANÁLISIS MORFOLÓGICO DE LA

NEUROPLASTICIDAD EN EL ASTA DORSAL DE LA
MÉDULA ESPINAL DE ANIMALES CON DOLOR

NEUROPÁTICO Y SUS MODIFICACIONES FRENTE AL
TRATAMIENTO CON DICLOROACETATO

Con el objetivo de profundizar en los mecanismos moleculares involucrados en la relación

entre los cambios en la actividad respiratoria mitocondrial encontrados en la médula espinal

de animales con dolor crónico y las modificaciones en los comportamientos algésicos tras la

modulación metabólica con DCA, se estudiaron distintos aspectos de la neuroplasticidad

desde un enfoque morfológico, aplicando técnicas de inmunofluorescencia. Como ya se ha

expuesto anteriormente, la cronificación del dolor requiere de mecanismos de

neuroplasticidad a nivel del asta dorsal de la médula espinal, que reciben el nombre de

Sensibilización Central [81]. Algunos de los factores que participan en la neuroplasticidad

incluyen los componentes de la MEC del tejido nervioso y variaciones en la expresión de

proteínas asociadas a las sinapsis [147], [148], [296], [297].

1) ANÁLISIS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN LA MÉDULA ESPINAL DE

ANIMALES CON DOLOR NEUROPÁTICO Y SU MODULACIÓN POR
DICLOROACETATO.

Con el fin de analizar si la función mitocondrial afecta la MEC, estudiamos la expresión de

agrecano, uno de los componentes predominantes de la MEC y en particular de las RPNs

[298], en las regiones correspondientes a las láminas I-II del asta dorsal de la médula

espinal, a distintos puntos temporales luego de la intervención quirúrgica (3, 7 y 19 dpl).

Al análisis en el microscopio confocal se detectó una inmunoreactividad positiva para

agrecano. Además de la inmunoreactividad de fondo correspondiente a su distribución

difusa en la MEC, se observó la organización formando mallas o redes alrededor de los

somas neuronales con variada intensidad según las regiones de sustancia gris. Para este

estudio, nos concentramos en la inmunoreactividad en las láminas I y II del asta dorsal, de
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acuerdo a la distribución de los somas neuronales en cortes paralelos teñidos con Nissl. Al

medir la intensidad media de fluorescencia de la inmunoreactividad para agrecano en los

animales lesionados, se observó una disminución significativa en la inmunoreactividad para

a los 7 dpl y 19 dpl en la hemimédula ipsilateral a la lesión en comparación con los animales

naïve (Figura 31). La administración oral de DCA previno la reducción de la

inmunoreactividad para agrecano de manera significativa, en comparación a los animales

lesionados tratados con vehículo. La modulación metabólica con DCA, no solo evitó la

disminución de los niveles de expresión de dicho marcador, si no que los mantuvo

constantes en el tiempo, y similares a los obtenidos para los animales naïve (Figura 31).
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Figura 31. La expresión de agrecano disminuyó en las láminas I-II de la médula espinal de animales con
contrición crónica del nervio ciático, lo cual se previno con la administración de dicloroacetato. A)
Imágenes confocales representativas del inmunomarcado de agrecano en el asta dorsal de la médula espinal a
nivel de las láminas I-II contra e ipsilateral a la lesión en los días indicados. Barra de escala = 100 µm. En el
sector derecho superior se esquematiza la ubicación del agrecano con respecto a otros componentes de MEC.
B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia medida (IFM) de agrecano a los 3, 7 y 19 dpl en la región
mencionada. Resultados de ANOVA unidireccional: P < 0,0001, F6,21 = 10,17. Resultados del test de
comparación múltiple de Tukey: *P < 0,05, **P < 0,01 y ****P < 0,0001 significativamente diferentes entre los
indicados. DCA, dicloroacetato; CCI, constricción crónica del nervio ciático; dpl, días post lesión; ANOVA,
análisis de varianza. n = 4 animales por grupo (10 cortes de médula espinal por animal).
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2) EXPRESIÓN DE MARCADORES DE SINAPSIS inhibidoras EN EL ASTA

DORSAL DE LA MÉDULA ESPINAL DE ANIMALES CON DOLOR
NEUROPÁTICO Y SU MODULACIÓN CON DICLOROACETATO

Con el fin de estudiar los niveles de expresión de marcadores de componentes sinápticos

inhibidoras y el impacto del DCA sobre ellos, se utilizó GAD67 como marcador de

componentes presinápticos GABAérgicos, una enzima responsable de la síntesis del

neurotransmisor inhibitorio GABA [299].

Se observó una marca inmunoreactiva concentrada alrededor de los somas neuronales y en

el neuropilo de las regiones de la lámina I y II del asta dorsal de la médula espinal,

compatible con lo reportado anteriormente [134], [300], [301], [302]. Las imágenes obtenidas

y las cuantificaciones correspondientes, evidenciaron una reducción significativa de la

inmunoreactividad para GAD67 a los 7 dpl y 19 dpl en el asta dorsal de la hemimédula

ipsilateral a la lesión en los animales con dolor neuropático, en comparación con los

animales naïve (Figura 32). Sin embargo, la modulación metabólica con DCA previno la

disminución en la inmunoreactividad a GAD67 a los 7 dpl y 19 dpl (Figura 32B),

manteniendo los niveles de expresión del marcador en valores similares a los de los

animales naïve (Figura 32B).
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Figura 32. La expresión de la enzima GAD67 disminuyó en las láminas I-II de la médula espinal de
animales con contrición crónica del nervio ciático, y se revirtió tras el tratamiento con dicloroacetato. A)
Imágenes confocales representativas del inmunomarcado de GAD67 en el asta dorsal de la médula espinal a
nivel de las láminas I-II contra e ipsilateral a la lesión como se indica, a los 19 dpl. Barra de escala = 100 µm. En
el sector derecho superior se observa la representación esquemática de su ubicación. B) Cuantificación de la
intensidad de fluorescencia medida (IFM) de GAD67 a los 3, 7 y 19 dpl en la región mencionada. Resultados de
ANOVA unidireccional: P < 0,0001, F7,24 = 240,3. Resultados del test de comparación múltiple de Tukey: *P <
0,05 y ***P < 0,001 significativamente diferentes entre los indicados. DCA, dicloroacetato; CCI, constricción
crónica del nervio ciático; dpl, días post lesión; ANOVA, análisis de varianza. n = 4 animales por grupo (10 cortes
de médula espinal por animal).
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3) EXPRESIÓN DE MARCADORES DE SINAPSIS exitadorasEN EL ASTA

DORSAL DE LA MÉDULA ESPINAL DE ANIMALES CON DOLOR
NEUROPÁTICO Y SU MODULACIÓN CON DICLOROACETATO

Otro factor implicado en los mecanismos subyacentes a la neuroplasticidad, es la

transmisión sináptica excitatoria [303], [304], [305]. En el asta dorsal de la médula espinal

de modelos de dolor crónico, en donde tras la injuria (central o periférica) las transmisiones

sinápticas exitadoraspredominantes son glutamatérgicas [306], [307], es característico el

aumento en la expresión del marcador presináptico VGLUT2 y del postsináptico PSD95

[105], [308], [309], [310]. Para evaluar si la modulación metabólica con DCA, modifica la

expresión de VGLUT2 y PSD95 se analizaron inmunotransferencias en proteínas totales de

la hemimédula espinal ipsilateral de animales con dolor neuropático a los 19 dpl y de

animales naïve, tratados con DCA o con vehículo.

La observación primaria de las imágenes obtenidas mostraron la presencia de una banda

muy notoria correspondiente a VGLUT2 en las muestras de animales con dolor neuropático

tratados con vehículo, en comparación con las provenientes de animales naïve (Figura

33A). La cuantificación de la densidad de las bandas de este marcador presináptico

mostraron un aumento significativo de la expresión relativa de VGLUT2 en muestras de

animales lesionados tratados con vehículo, respecto a los animales naïve. Además, en

aquellos animales tratados con DCA la banda fue significativamente de menor densidad que

en los animales con dolor neuropático tratados con vehículo (Figura 33B).

En el caso del marcador postsináptico PSD95, las imágenes mostraron bandas definidas

correspondientes al peso molecular de la PSD95 en los tejidos de animales lesionados

pero casi indistinguibles en los tejidos de animales naïve (Figura 33A). El análisis

densitométrico de las bandas mostró un aumento significativo en los tejidos de animales con

dolor neuropático en comparación con el grupo naïve, pero no se observaron

modificaciones con el tratamiento con DCA (Figura 33C).

Es importante destacar que la modulación metabólica en los animales naïve no afectó los

niveles de expresión relativa en la médula espinal de ninguno de los dos marcadores

sinápticos estudiados (Figura 33).
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Figura 33. Los niveles de expresión de VGLUT2 y PSD95 aumentaron en la médula espinal ipsilateral tras
la lesión por contrición crónica del nervio ciático. A) Imagen representativa de una inmunotransferencias de
muestras de médula espinal L4-6 ipsilateral a la lesión y naïve, para VGLUT2, PSD95 y α-tubulina. Los animales
fueron tratados con DCA o vehículo como se indica en la sección de materiales y métodos. B-C) Cuantificación
de los niveles relativos densitométricos de PSD95 (B) y VGLUT2 (C), normalizados frente al vehículo sin
tratamiento. La α-tubulina se utilizó como referencia. Las muestras fueron obtenidas a los 19 dpl. Resultados de
ANOVA unidireccional: PSD95: P < 0.0001, F3,12 = 339,10; VGLUT2: P < 0.0001, F3,12 = 29,56. Resultados del
test de comparación múltiple de Tukey: ***P < 0,001 y ****P < 0,0001 significativamente diferentes entre los
indicados. CCI, constricción crónica del nervio ciático; DCA, dicloroacetato; dpl, días post lesión; ANOVA,
análisis de varianza. n = 4 animales por grupo.

Con el propósito de estudiar la organización de las sinapsis glutamatérgicas en la médula

espinal, y sus posibles modificaciones tras el tratamiento con DCA, se realizó

inmunofluorescencia para los marcadores presináptico VGLUT2 y postsináptico PSD95

respectivamente, en secciones de médula espinal lumbar. Posteriormente, se realizó un

análisis mediante microscopía confocal del asta dorsal. Para esto, se adquirieron un
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conjunto de imágenes apiladas (z-stacks) de las regiones de las láminas I-II del asta dorsal

de la médula espinal, tanto en animales con dolor neuropático a los 19 dpl como naïve.

Las imágenes adquiridas mostraron que ambos marcadores presentaron el aspecto de

partículas puntiformes característico, similar al reportado en la literatura [291], y exhibieron

una distribución homogénea en el área estudiada, tanto en los animales naïve como en los

animales lesionados. En el asta dorsal ipsilateral de animales lesionados tratados con

vehículo, se observaron algunas aglomeraciones del marcador sináptico PSD95 alrededor

de núcleos marcados con DAPI (Figura 34).
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Figura 34. El dicloroacetato revirtió el aumento en la expresión de VGLUT2 y PSD95 en las láminas I-II de
la médula espinal de animales con contrición crónica del nervio ciático. Imágenes confocales
representativas del inmunomarcado para VGLUT2 (imágenes en la región izquierda del panel) y PSD95
(imágenes en la región medial del panel) en el asta dorsal de la médula espinal a nivel de las láminas I-II contra
e ipsilateral a la lesión como se indica, a los 19 dpl. Las imágenes de la región derecha del panel muestran la
fusión de ambos marcadores y DAPI. Barra de escala = 10 µm. DCA, dicloroacetato; dpl, días post lesión. n =
2-6 animales por grupo (10 cortes de médula espinal por animal).
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La cuantificación se realizó mediante un análisis tridimensional, utilizando un programa

(Macro) desarrollado por nuestro equipo para el análisis automatizado en los z-stacks del

número, volumen e intensidad de fluorescencia media, por partícula VGLUT2 o PSD95

positiva por µm3 con el software FIJI (NIH), como se detalla en la sección de materiales y

métodos.

Los resultados obtenidos evidenciaron que, a pesar de no existir diferencias en la densidad

de las partículas VGLUT2 y PSD95 positivas (Figura 35A y D), la intensidad de

fluorescencia media por partícula en el z-stacks, tanto para VGLUT2 como para PSD95, fue

significativamente mayor en las astas dorsales ipsilaterales de los animales lesionados

tratados con vehículo, que en el asta dorsal de animales naïve (Figura 35B y E). En cambio,

el tratamiento sistémico con DCA previno el aumento en la intensidad de fluorescencia

media en el asta dorsal ipsilateral de la médula espinal de los animales con dolor

neuropático (Figura 35B y E).

En lo que respecta al volumen de las partículas, en el asta dorsal de la médula espinal de

los animales lesionados tratados con vehículo, se evidenció un incremento significativo en

los volúmenes de las partículas VGLUT2 y PSD95 positivas, en comparación con los

animales naïve (Figura 35C y F). En este caso, al igual que lo observado para la intensidad

de fluorescencia media de los marcadores pre y postsinápticos, el DCA previno el aumento

en el volumen de las partículas VGLUT2 y PSD95 positivas, manteniéndolos similares a las

observadas en los animales naïve (Figura 35C y F).
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Figura 35. El dicloroacetato previno el aumento de la intensidad de fluorescencia medida y el volumen de
las partículas VGLUT2 y PSD95 en las láminas I-II de la médula espinal de animales con contrición
crónica del nervio ciático. A-C) Cuantificación del número (N°) de partículas VGLUT2 positivas (A), y su
intensidad de fluorescencia media (IFM) (B) y volumen (vol.) (C), a los 19 dpl, dentro de los z-stak adquiridos con
microscopía confocal y medidos con el macro como se indica en la sesión de materiales y métodos. Resultados
de ANOVA unidireccional VGLUT2: N° de partículas: P = 0,9570, F2,9 = 0,04421. IFM: P = 0,0002, F2,9 = 24,37.
Vol.: P = 0,0117, F2,9 = 7,592. D-F) Cuantificación del N° de partículas PSD95 positivas (D), y su IFM (E) y vol.
(F), a los 19 dpl, dentro de los z-stak adquiridos con microscopía confocal. Resultados de ANOVA unidireccional
PSD95: N° de partículas: P = 0,7051, F2,9 = 0,3633. IFM: P = 0,0061, F2,9 = 9,451. Vol.: P = 0,0010, F2,9 = 16,52.
Resultados del test de comparación múltiple de Tukey: *P < 0,05, **P<0,01 y ***P < 0,001 significativamente
diferentes entre los indicados. DCA, dicloroacetato; CCI, constricción crónica del nervio ciático; dpl, días post
lesión; ANOVA, análisis de varianza. n = 2-6 animales por grupo (10 cortes de médula espinal por animal).

Para establecer con mayor precisión si las partículas VGLUT2 y PSD95 formaban parte de

sinapsis, decidimos cuantificar aquellas que compartían píxeles entre sí denominándose

contactos VGLUT2-PSD95 (Figura 36A). De estos contactos VGLUT2-PSD95, se midieron

el número por unidad de volúmen y la intensidad de fluorescencia media de cada una de las

partículas involucradas en dichos contactos. Se detectó un aumento significativo en la

densidad de contactos VGLUT2-PSD95, en el asta dorsal ipsilateral a la lesión, con
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respecto al lado contralateral. La modulación metabólica con el DCA previno dicho aumento

en el asta dorsal, llevando el número de contactos a valores semejantes a los de animales

naïve (Figura 36B).

Al analizar la intensidad de fluorescencia media de las partículas VGLUT2 involucradas en

los contactos, se observó que, efectivamente, la lesión por CCI induce un aumento

significativo, contrastando con lo observado en los animales naïve y en el lado contralateral

de los animales lesionados (Figura 36C). De igual manera, la intensidad de fluorescencia

media de las partículas PSD95 que formaban parte de los contactos, aumentó

significativamente en el asta dorsal ipsilateral de los animales lesionados, en comparación

con los animales naïve y el asta dorsal contralateral. En este caso, el tratamiento con DCA

también previno, de manera significativa, el incremento en la intensidad de fluorescencia

media de las partículas PSD95 de los contactos en el asta dorsal ipsilateral de los animales

tratados con vehículo, asemejándose a la de animales naïve y regiones contralaterales

(Figura 36D).
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Figura 36. El dicloroacetato reduce el número de contactos VGLUT2-PSD95, al igual que la intensidad de
fluorescencia media y el volumen de las partículas involucradas, en el sitio ipsilateral a la lesión de la
médula espinal de animales con contrición crónica del nervio ciático. A) Imágenes confocales
representativas del inmunomarcado para VGLUT2, PSD97 y DAPI en el asta dorsal de la médula espinal a nivel
de las láminas I-II contra e ipsilateral a la lesión, a los 19 dpl. Barra de escala = 20 µm. El recuadro más
pequeño en la región inferior derecha de cada imagen se muestra a mayor aumento los contactos
VGLUT2-PSD97 con su superposición de pixeles (amarillo). Barra de escala = 2,5 µm. En la región inferior
izquierda del panel se muestra la representación esquemática de dichos contactos. B-D) Cuantificación del
número (N°) de contactos VGLUT2-PSD95 (B), y de las intensidades de fluorescencia media (IFM) de VGLUT2
(C) y PSD95 (D), a los 19 dpl, dentro de los z-stack adquiridos con microscopía confocal y medidos con el macro
como se indica en la sesión de materiales y métodos. Resultados de ANOVA unidireccional PSD95: N° de
contactos: P < 0,0001, F4,12 = 16,99. IFM VGLUT2: P < 0,0001, F4,12 = 23,23. IFM PSD95: P = 0,0101, F4,12 =
5,399. Resultados del test de comparación múltiple de Tukey: *P < 0,05, **P<0,01, ***P < 0,001 y ****P < 0,0001
significativamente diferentes entre los indicados. DCA, dicloroacetato; dpl, días post lesión; ANOVA, análisis de
varianza. n = 2-6 animales por grupo (10 cortes de médula espinal por animal).
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DISCUSIÓN

En el presente trabajo se ha abordado el estudio del papel de la función respiratoria

mitocondrial en el desarrollo de la sensibilización central. Mediante respirometría de alta

resolución, hemos identificado que la función respiratoria mitocondrial está disminuída en la

médula espinal de animales sometidos a dolor crónico. Asimismo, observamos que la

estimulación de la función mediante el uso de DCA tiene un impacto beneficioso en el

umbral del dolor. Además de reducir la hipersensibilidad al dolor, la mejoría en la función

respiratoria mitocondrial se acompaña de una disminución en la reactividad glial y en un

restablecimiento de los niveles de expresión de marcadores de actividad sináptica

excitatoria, inhibitoria y de componentes de la MEC.

Estos estudios se realizaron en dos modelos preclínicos de dolor crónico: uno de dolor

inflamatorio, mediante la inyección intraplantar de ACF, y otro de dolor neuropático, inducido

por la constricción crónica del nervio ciático. Ambos, ampliamente utilizados en la literatura

científica [34], [40], [43], fueron puestos a punto en nuestro laboratorio para el desarrollo de

esta tesis y se caracterizaron a través de diversas mediciones y observaciones. Nuestros

resultados sobre la reactividad glial, hiperalgesia y alodinia se alinean con reportes previos

para estos modelos [38], [40], [311], [312] [40], [198], [199], [209]. En estos modelos,

incluimos por primera vez la medición de respirometría en muestras intactas de tejido fresco

de médula espinal.

FUNCIÓN RESPIRATORIA MITOCONDRIAL EN

CONTEXTOS DE DOLOR CRÓNICO

La fosforilación oxidativa es tradicionalmente estudiada en mitocondrias aisladas donde la

disponibilidad de sustratos y factores pueden ser manipulados a voluntad y el consumo de

oxígeno se observa en tiempo real. Estos estudios desestiman la influencia del contexto

celular y tisular. Un avance singular en este sentido se obtuvo al protocolizar los estudios de

respirometría en biopsias de tejido fresco [289]. Un aporte fundamental de esta tesis

consistió en el registro del consumo de oxígeno en muestras de médula espinal en el

contexto del dolor crónico. Se detectó una disminución en la mayoría de los parámetros

bioenergéticos en la médula espinal de los animales lesionados en ambos modelos, en
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comparación con los animales naïve. Es importante subrayar que, en el caso del modelo de

dolor inflamatorio por inyección de ACF, se detectaron reducciones en los valores de los

parámetros bioenergéticos en la hemimédula espinal lumbar ipsilateral al daño, en

comparación con el lado contralateral del mismo animal. Nuestros hallazgos sugieren que la

disminución de la actividad respiratoria mitocondrial está estrechamente vinculada con la

persistencia del dolor y los mecanismos asociados a su cronificación.

En la médula espinal de los animales lesionados en ambos modelos, si bien no hubo

variaciones en el consumo de oxígeno en el estado 4 frente al agregado de succinato,

encontramos valores significativamente más bajos para el estado 3, es decir, tras del

agregado de ADP, en comparación con las muestras del control correspondientes. Esto

indica que, aunque se observa consumo de oxígeno en presencia de sustratos, hay una

reducción en el consumo de oxígeno destinado a la síntesis de ATP, sugiriendo que

disminuye el acoplamiento entre el transporte de electrones y la fosforilación del ADP a ATP

en el complejo V. Asimismo, y en concordancia con lo anterior, los valores de la respiración

dependiente de la síntesis de ATP fueron significativamente menores en la médula espinal

de los animales lesionados en comparación con los controles. Esto refuerza la hipótesis de

que la síntesis de ATP se encuentra desacoplada del transporte de electrones en la médula

espinal de animales que presentan dolor crónico. Esta situación podría ser atribuible a una

disfunción en la actividad del complejo V o a alteraciones en su interacción con los demás

complejos de la cadena respiratoria. Los complejos respiratorios pueden ensamblarse en

estructuras mayores, denominadas supercomplejos, lo cual ha demostrado aumentar la

eficiencia del transporte de electrones. A su vez, el desensamblaje de estos supercomplejos

reduce la eficiencia del transporte y aumenta la producción de ERONs. Esto, en particular,

ha sido demostrado en estudios comparativos entre astrocitos y neuronas, donde se

muestra que los astrocitos tienen los complejos desensamblados, respiran peor y producen

más ERONs con respecto a las neuronas que los tienen más compactados en

supercomplejos [313]. Asimismo, la reducción en la máxima capacidad respiratoria,

alcanzable tras el agregado en bolos del desacoplante FCCP, sugiere que las mitocondrias

no mantienen la reserva funcional. Este fenómeno podría deberse a deficiencias en los

complejos I, III y IV para restaurar el gradiente electroquímico mitocondrial, e incluso a

limitaciones para reclutar más complejos o sustituir componentes defectuosos [314], [315].

El desacoplamiento implica una reducción en la eficiencia de la síntesis de ATP; no

obstante, podría representar un sistema de adaptación rápida a cambios ambientales. Tal

adaptación permitiría una regulación más efectiva de procesos como la producción de calor,

la generación de radicales libres y/o el transporte de diversos metabolitos a través de la

MMI [316].
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En conjunto, estos resultados indican que en las muestras de médula espinal de los

animales afectados con dolor crónico las mitocondrias están más desacopladas y sintetizan

menos ATP, lo cual puede estar restringiendo el suministro energético. Nuestros hallazgos

respaldan los datos reportados que describen la participación de la mitocondria en el dolor

patológico en otros niveles de la vía del dolor [234], [317], [318]. De hecho, se han

encontrado alteraciones de la función mitocondrial en las neuronas de los ganglios de la raíz

dorsal, así como en los nervios periféricos en animales que recibieron quimioterapia o

ligadura parcial de nervios [275], [319], [320].

Existe una correlación entre la dinámica mitocondrial y la función bioenergética. Esto

significa que las mitocondrias alternan entre estructuras más alargadas, resultado de la

fusión de dos o más organelos y con alta actividad respiratoria, y formas fragmentadas,

consecuencia de la fisión, que son menos eficientes energéticamente [321]. Cuando se

incrementa el estado bioenergético mediante la inhibición de la fisión mitocondrial, se

observa una mejora en la alodinia mecánica, como se ha evidenciado en modelos de

alodinia inducida por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) [322], lo cual es

consistente con nuestros resultados. En contraste, otros estudios han demostrado que no

se producen modificaciones en la tasa de consumo de oxígeno en la médula espinal en

presencia de sustratos mitocondriales y ADP a los 7 y 14 días posteriores a la lesión CCI en

ratas [323]. Sin embargo, en estos estudios no se evaluó la respiración relacionada con la

síntesis de ATP, un parámetro en el cual observamos diferencias significativas en nuestra

investigación. Las discrepancias con nuestros resultados podrían atribuirse a diferencias

inherentes a la especie utilizada o a variaciones en el procesamiento del tejido. En el

estudio mencionado, las muestras fueron sometidas a homogeneización, lo cual puede

comprometer la integridad mitocondrial y enmascarar posibles diferencias entre las

muestras de interés y sus controles, mientras que nuestros estudios fueron realizados en

fragmentos intactos de la médula espinal.

Se desconoce la causa exacta de la disminución de la actividad mitocondrial en la médula

espinal en condiciones de dolor. Existen varios mecanismos que modulan la función

respiratoria, en particular, los niveles elevados de NO inhiben la actividad respiratoria

mitocondrial, y esto a su vez, incrementa la producción de ERONs [232], [235]. Este

fenómeno es particularmente relevante en el dolor crónico, dado que la producción de NO

en la médula espinal está implicada en el procesamiento del dolor persistente [324]. De

hecho, los inhibidores de los complejos de la cadena de transporte de electrones inducen

hiperalgesia mecánica a través de un mecanismo mediado por ERONs en ratones sin

lesiones [325]. Además, se ha demostrado que los antioxidantes dirigidos a la mitocondria

pueden prevenir las afecciones dolorosas [326], [327]. Sumado a esto, el daño tisular

provocado por exceso de ERONs induce neuroinflamación, que a su vez provoca la
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activación de las células gliales [328], lo cual apoya la fuerte correlación entre la disfunción

mitocondrial y la reactividad glial.

En este trabajo, sugerimos que la reactividad glial en el asta dorsal de la médula espinal

está asociada con cambios en la bioenergética mitocondrial en condiciones de dolor

crónico, de manera similar a lo previamente descrito por nuestro grupo en modelos

animales de ELA [269], [271]. En el presente estudio, se describen las alteraciones en la

bioenergética mitocondrial en el momento donde se detectó mayor reactividad de los

astrocitos en las láminas I y II del asta dorsal de la médula espinal, donde se ubican las

primeras sinapsis de la vía del dolor. Las aproximaciones experimentales que empleamos

no nos permiten discriminar entre los diferentes tipos celulares, lo que dificulta la

identificación del tipo celular específico responsable de la disminución de la función

respiratoria mitocondrial. Sin embargo, varias características del metabolismo de los

astrocitos nos sugieren que estos podrían ser en gran medida responsables de dicho

fenómeno. Estas células tienen la capacidad de reprogramar su metabolismo de oxidativo a

glucolítico sin comprometer su supervivencia, a diferencia de lo que ocurre en las neuronas

[329]. Además, presentan diferentes niveles de expresión de las isoformas de PDK en

comparación con las neuronas y la microglía [241], [250].

MODULACIÓN METABÓLICA COMO ESTRATEGIA PARA

LA REDUCCIÓN DE LA HIPERSENSIBILIZACIÓN AL
DOLOR

El hallazgo de que la función respiratoria mitocondrial disminuye en la médula espinal en el

segmento relacionado con el dolor nos llevó a cuestionarnos qué efectos podría tener un

aumento en la respiración mitocondrial sobre la hiperalgesia y la alodinia. Para ello

utilizamos el DCA, un fármaco que ha sido empleado de manera segura en humanos para

el tratamiento de mitocondriopatías congénitas y diversas modalidades de cáncer [330],

[331]. Algunos estudios han reportado como efecto adverso del DCA una neuropatía

periférica asociada con hiperalgesia térmica, observada con dosis cinco veces superiores y

administradas durante períodos de tiempo más prolongados que las utilizadas en nuestra

investigación [332]. Sin embargo, el tratamiento con DCA en dosis más reducida ha

demostrado resultados beneficiosos en neuropatologías asociadas con disfunción
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mitocondrial, tales como la ELA [254], [269], la enfermedad de Huntington [333] y el

glioblastoma [334].

El tratamiento oral con DCA restauró el consumo de oxígeno y los parámetros

bioenergéticos evaluados en los segmentos medulares de los animales con dolor,

alcanzando niveles comparables a los de los animales naïve. Este hallazgo sugiere que las

mitocondrias no presentan alteraciones irreversibles, sino que su actividad puede ser

reprogramada en respuesta a un estímulo metabólico.

El blanco farmacológico del DCA es la PDK, que inhibe la actividad de la PDH mediante

fosforilación [335], [336]. La PDH a su vez estimula la función respiratoria mitocondrial

[239]. Como se esperaba, el tratamiento con DCA disminuyó los niveles de expresión de la

pPDH en la médula espinal, tanto en los animales lesionados como en los naïve. Esto indica

que, aunque la administración de DCA fue sistémica, se comprobó la inhibición efectiva de

la PDK a nivel de la médula espinal. Se ha documentado que una o más isoformas de PDK

aumentan su expresión y su actividad como respuesta a estímulos proinflamatorios, lo que

se traduce en una aumento de los niveles de pPDH [337]. Sin embargo, nuestros estudios

no revelaron cambios significativos en los niveles relativos de pPDH entre las médulas

espinales de los animales lesionados y los naïve no tratados con DCA, lo cual sugiere que

la fosforilación de la PDH no se modifica en los modelos experimentales evaluados. Otros

estudios han encontrado un aumento relativo en los niveles de pPDH y en las isoformas

PDK2 y PDK4, pero este aumento se ha observado en el sitio de inyección de ACF, y no en

la médula espinal de ratones con dolor crónico inducido por la inyección de ACF [318].

La recuperación de la función respiratoria mitocondrial inducida por el DCA se vio

acompañada de una reducción en la expresión de los marcadores gliales en el asta dorsal

de la médula espinal ipsilateral a la injuria. Estos resultados coinciden con datos previos

obtenidos por nuestro grupo en modelos de ELA (murinos que expresan la proteína

SODG93A), donde también se observa una disminución de la función respiratoria

mitocondrial relacionada al daño neuronal. En estos modelos, la inhibición de la PDK por el

DCA provocó una disminución en la reactividad astrocitaria [238], [269] y microglial [254].

Además, en cultivos primarios de astrocitos obtenidos de animales Tg (SODG93A), que

presentan una función mitocondrial disminuida, se logró mejorar el consumo de oxígeno

mediante la inhibición de PDK con el uso de DCA [254], [269], o por silenciamiento

específico de la isoforma astrocítica, PDK2 [338]. Por otro lado, se ha observado que el

DCA también es capaz de revertir el fenotipo proinflamatorio de macrófagos en cultivo [318],

así como la proliferación y neurotoxicidad de células gliales aberrantes con características

de astrocitos y microglía [254]. Estos datos demuestran el impacto del metabolismo sobre el

fenotipo inflamatorio de las células gliales responsables de la neuroinflamación [318], [339].
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En concordancia con estos antecedentes, nuestros hallazgos apoyan la idea de que la

reactividad glial y la función respiratoria mitocondrial están interrelacionadas en el contexto

del dolor crónico. Estas asociaciones se han identificado en otras patologías en las que las

alteraciones metabólicas en las células gliales inducen cambios estructurales y funcionales,

junto con disfunción neuronal, lo que contribuye a la fisiopatología de los trastornos

neurológicos [252].

El hecho de que la fracción de la PDH total en su forma fosforilada sea generalmente mayor

en los astrocitos que en otras células del SNC [340], junto con la abundante presencia de

mitocondrias en los extensos procesos finos de los astrocitos, que abarcan una proporción

significativa de la superficie del SNC [252], posiciona a estos últimos como candidatos

idóneos para la modulación metabólica mediante el DCA. Uno de los factores más

relevantes que diferencia los perfiles metabólicos entre astrocitos y neuronas son los

distintos niveles de expresión de las isoformas de la PDK. En las neuronas, el complejo de

la PDH opera cerca de los niveles máximos, debido a sus bajos niveles de expresión de

PDK, siendo las isoformas predominantes la PDK1 y PDK3 [241], [250]. De manera similar

a las neuronas, la microglía expresa PDK1 y PDK3 [250]. Por el contrario, en los astrocitos,

una gran proporción del complejo de la PDH se mantiene inhibido a través de la fosforilación

de PDH, debido a los elevados niveles de expresión de PDK, principalmente las isoformas

PDK2 y PDK4 [241], [250]. Esta hipótesis se ve respaldada por la mayor tasa de

fosforilación observada en presencia de PDK2 (isoforma astrocitaria) en comparación con

las otras isoformas, así como por la mayor sensibilidad al DCA de PDK2 y PDK4 en relación

con PDK1 y PDK3 [341]. En concordancia con esto, los estudios de nuestro grupo han

demostrado que el silenciamiento selectivo de PDK2 en astrocitos SODG93A en cultivo, es

suficiente para reducir los niveles de pPDH y recuperar la función respiratoria mitocondrial,

alcanzando niveles similares a los de los astrocitos no transgénicos [338].

A pesar de que el estado metabólico de los astrocitos los convierte en un blanco potencial

para la acción del DCA, la microglía también podría verse afectada por este tratamiento,

dado que experimenta una remodelación metabólica de oxidativa a glucolítica al transitar de

un estado homeostático a uno reactivo. Por lo tanto, no podemos excluir este mecanismo.

Aun con la reducción en la reactividad de microglía y astrocitos observada con el

tratamiento con DCA, no se detectaron variaciones en los niveles de ARNm de las

citoquinas proinflamatorias TNF-α e IL-1β entre los diferentes grupos. Este hallazgo podría

atribuirse a que las muestras se obtuvieron al final del tratamiento y no durante las fases

agudas de la inflamación, en las cuales se ha reportado un aumento en los niveles de

citoquinas [342]. Investigaciones anteriores realizadas en un modelo neuropático han

demostrado que el aumento de TNF-α e IL-1β en la médula espinal ocurre durante la

primera semana posterior a la lesión, recuperándose niveles similares a los del grupo
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control a partir del día 7 [342]. Por otro lado, otros estudios que reportaron un incremento en

los niveles de citoquinas durante la fase crónica del modelo de inyección de ACF en ratas,

emplearon una dosis de ACF superior a la utilizada en la presente investigación [40].

Un hallazgo relevante de nuestro trabajo es el que muestra que la modulación metabólica

inducida por DCA tuvo un impacto significativo en la alodinia mecánica y la hiperalgesia

térmica, resultando en una reducción de la hipersensibilidad al dolor en los dos modelos de

dolor utilizados en el presente trabajo. Estos resultados son coherentes con investigaciones

previas que han demostrado una relación entre el eje PDK/PDC y el desarrollo del dolor,

utilizando ratones doble knockout que carecían de PDK2 y PDK4 en el modelo de inyección

de ACF [318], [343]. En conjunto, nuestros hallazgos se alinean con los resultados

reportados en estudios anteriores en modelos animales con dolor inducido por vincristina.

En estos estudios, el tratamiento con MitoQ, que actúa selectivamente como antioxidante en

las mitocondrias [344], no sólo atenuó el incremento en la producción de ERONs y las

alteraciones en la ultraestructura de estos organelos en la médula espinal, sino que también

redujo la reactividad glial en el asta dorsal de la médula espinal y la hipersensibilidad al

dolor [283].

EFECTO DEL DICLOROACETATO SOBRE LA

SENSIBILIZACIÓN CENTRAL DE LA MÉDULA ESPINAL

Como se expuso anteriormente, nuestros hallazgos proporcionan información sobre los

cambios bioenergéticos en la médula espinal donde las aferencias primarias hacen sinapsis

con las neuronas secundarias en la vía del dolor. Asimismo, el restablecimiento de la

función mitocondrial mediante DCA redujo la hiperalgesia y la alodinia mecánica, lo que

sugiere que se modificaron ciertos aspectos de la sensibilización central en la médula

espinal.

El tratamiento con DCA es sistémico, lo que implica que puede tener múltiples sitios de

acción a lo largo de la vía del dolor. Se ha descrito que el DCA reduce la sensibilización

periférica al disminuir los niveles de expresión de citoquinas proinflamatorias y la

acumulación relativa de lactato en las extremidades posteriores de animales tras la

inyección de ACF [318]. Con el objetivo de identificar efectos directos sobre la plasticidad

sináptica en la médula espinal, investigamos la expresión de un componente de la MEC, así

como la expresión de marcadores sinápticos excitatorios e inhibitorios.
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El circuito clave responsable de convertir la percepción normal del tacto en alodinia

mecánica se localiza en el asta dorsal de la médula espinal [81]. Tras una lesión en el nervio

periférico, se producen tanto cambios sinápticos como no sinápticos que incrementan la

sensibilidad de las neuronas somatosensoriales en el asta dorsal ante estímulos táctiles, lo

que conduce a una sensibilización central [83]. Se han propuesto diversos mecanismos

para impulsar la sensibilización central que conduce a hiperalgesia y alodinia. Estos

incluyen un aumento en la excitabilidad de las sinapsis glutamatérgicas, una reducción en la

actividad de las interneuronas inhibidoras locales y, más recientemente, modificaciones en

la MEC [345], [346], [347], [348].

Mediante un abordaje morfológico de análisis de imágenes de microscopía confocal,

investigamos la expresión de un componente de la MEC, así como la de marcadores

sinápticos excitatorios e inhibitorios.

En el asta dorsal de la médula espinal ipsilateral a la lesión, se observó una disminución en

la expresión de agrecano detectado por inmunofluorescencia. Sería necesario colocalizar

con marcadores específicos de neuronas para garantizar una mayor precisión en la

evaluación de la distribución de las RPNs. El agrecan es un componente clave de la MEC y

actúa como regulador en la homeostasis neuronal [175]. La reducción de su expresión en el

contexto de lesiones del sistema nervioso podría implicar una alteración en el soporte

estructural de los somas neuronales [159], [175], lo que, a su vez, podría contribuir a la

hipersensibilidad al dolor observada en nuestro estudio. Esta hipótesis se respalda por

investigaciones previas que indican que la degradación química de la MEC induce

hipersensibilidad al dolor [348]. De acuerdo con nuestros resultados, Tansley et al., 2022, en

un modelo de dolor neuropático, reportaron una reducción de los glucosaminoglucanos

presentes en las RPNs de la lámina I del asta dorsal [348]. Además, demostraron que la

eliminación de estos componentes moleculares es mediada por la microglía reactiva, la cual

los fagocita de manera específica, preservando el componente proteico del agrecano [348].

Sin embargo, se han reportado resultados diferentes en otras regiones de la vía del dolor.

Por ejemplo, Mascio et al., 2022, mostraron que, en un modelo de dolor inflamatorio

inducido por inyección intraplantar de ACF, se produce un aumento significativo en la

expresión de glucosaminoglucanos en las RPNs que rodean a las neuronas

GABAérgicas/parvalbúmina+ de la corteza somatosensorial primaria. Además, evidenciaron

que la degradación enzimática de estos componentes revierte la respuesta al dolor

característica de este modelo [349]. Estos hallazgos indican que las modificaciones son

específicas de la región de la vía que se esté considerando.

Nuestros resultados evidencian un restablecimiento de la intensidad del marcado para

agrecano en los animales tratados con DCA, lo cual coincide con una disminución de la
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reactividad glial. Los datos citados en la literatura nos permiten proponer que la modificación

del fenotipo glial mediante la modulación metabólica con DCA sería responsable de

restablecer la expresión de proteoglicanos.

Además de las modificaciones en la expresión de agrecano, exploramos posibles

alteraciones en la expresión de marcadores sinápticos. El estudio de la expresión de

marcadores de sinapsis exitadorase inhibidoras en el asta dorsal de la médula espinal de

animales con dolor neuropático proporciona información valiosa sobre los mecanismos de

neuroplasticidad implicados en el dolor crónico.

La microscopía de fluorescencia y la microscopía electrónica presentan ventajas y

desventajas complementarias en el análisis de sinapsis individuales. La microscopía de

fluorescencia permite la discriminación molecular a una alta velocidad y bajo costo, pero

enfrenta desafíos en la discriminación precisa entre señales sinápticas y no sinápticas. En

cambio, la microscopía electrónica sigue siendo el estándar de referencia para la

identificación detallada de sinapsis, aunque es más lenta, costosa y presenta limitaciones

en la discriminación molecular.

Para el análisis morfológico, la presencia del componente presináptico GAD67 se relaciona

con la síntesis del neurotransmisor GABA y se utilizó como un indicativo del tono inhibitorio

(GABAérgico) del sistema. Además, se definieron a las "sinapsis glutamatérgicas

(excitatorias)" como una combinación específica, identificándose a partir del marcador

presináptico VGLUT2 y el marcador postsináptico PSD95. Este enfoque ha sido utilizado

previamente en la literatura para el análisis de diferentes tipos de sinapsis en áreas

específicas del SNC [291], [350], [351]. Particularmente, se ha reportado que, mediante

técnicas de superresolución y microscopía confocal, el aumento en la intensidad de

fluorescencia de los botones postsinápticos inmunoreactivos para PSD95 se correlaciona

con un incremento en el número de dominios enriquecidos de esta proteína conocidos como

nanoclusters [291], [351]. De hecho, se han desarrollado métodos de procesamiento de

imágenes para su identificación y cuantificación [352]. Asimismo, trabajos previos han

proporcionado evidencias que respaldan la validez de las técnicas de microscopía de

fluorescencia con marcadores sinápticos como método de estimación de la fuerza sináptica,

ya que las variaciones en la intensidad y abundancia de estos marcadores se correlacionan

con la probabilidad de liberación de neurotransmisores en los contactos sinápticos [139],

[353], [354], [355].

El uso de GAD67 como marcador de componentes presinápticos GABAérgicas permite

entender las modificaciones de las sinapsis inhibidoras en el dolor crónico. Nuestros

resultados muestran una disminución significativa de la inmunorreactividad para GAD67

restringida a la región dorsal de la médula espinal ipsilateral a la lesión, lo que sugiere una
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reducción en la función de las sinapsis inhibidoras, lo cual podría contribuir a la facilitación

de la transmisión nociceptiva y, por ende, a la exacerbación de la hipersensibilidad al dolor.

Estas observaciones son coherentes con estudios en modelos de dolor neuropático que

evidencian disminuciones en la expresión de GAD67 en el asta dorsal, lo que conduce a

alteraciones en la función sináptica GABAérgica [139].

El estudio de los marcadores VGLUT2 y PSD95 de sinapsis glutamatérgicas registró un

incremento en las médulas espinales ipsilaterales a la lesión. Este resultado refuerza la

noción de que la transmisión sináptica glutamatérgica se intensifica en el contexto de dolor

neuropático [67], [92]. El aumento en los niveles de expresión de estos marcadores,

evaluado por inmunotransferencia, en el asta dorsal ipsilateral a la lesión, ha sido

previamente reportado en la literatura en varios modelos de dolor [308], [310], [356], [357].

El tratamiento con DCA se asoció con una disminución en los niveles de expresión de

VGLUT2, lo que apunta a un posible efecto modulador sobre las sinapsis excitatorias. Este

resultado sugiere que la intervención metabólica no solo restaura la función inhibitoria, sino

que también puede limitar la función excitatoria excesiva, un aspecto crucial en el manejo

del dolor crónico.

La evaluación mediante inmunofluorescencia reveló detalles adicionales sobre la

organización de las sinapsis. Aunque no se observaron diferencias en la densidad de las

partículas positivas para VGLUT2 y PSD95 en la médula espinal entre los grupos, la

intensidad de fluorescencia y el volumen de las mismas fueron significativamente mayores

en los animales con dolor neuropático. Esto sugiere que, aunque la cantidad de sinapsis

puede no estar alterada, las características morfológicas de las mismas están modificadas,

lo que podría influir en la fuerza sináptica. La cuantificación de los contactos

VGLUT2-PSD95 confirma que estamos cuantificando sinapsis glutamatérgicas en el

contexto del dolor neuropático. El aumento en la densidad de estos contactos y de la

intensidad de fluorescencia de las partículas involucradas, es una evidencia morfológica

más clara del fenómeno de sensibilización central.

La modulación metabólica con DCA mostró ser efectiva para restablecer los niveles de

expresión de los marcadores sinápticos, tanto GAD67 como los contactos VGLUT2/PSD95.

Estas modificaciones se asociaron a una disminución en la hipersensibilidad al dolor, lo cual

demuestra la plasticidad estructural del circuito del dolor está influenciada por la

bioenergética mitocondrial, al menos a nivel del asta dorsal de la médula espinal.

Sería relevante corroborar mediante técnicas electrofisiológicas los hallazgos en la

expresión de proteínas que indican modificaciones en la fuerza sináptica. No obstante, el

hecho de que las modificaciones morfológicas coinciden con los resultados sobre la
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hiperalgesia y alodinia respalda la hipótesis de que estamos abordando la sensibilización

central.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que el DCA puede actuar como un agente modulador

en la plasticidad sináptica, restaurando tanto la expresión de marcadores de sinapsis

inhibidoras y excitatorias, así como de componentes de la MEC. Esta acción del DCA

destaca la importancia de una comprensión más profunda de la influencia de la

bioenergética mitocondrial en los mecanismos subyacentes a la neuroplasticidad asociada

con el dolor crónico.

¿EXISTE UNA RELACIÓN ENTRE LA REACTIVIDAD GLIAL

Y LAS MODIFICACIONES SINÁPTICAS?

Nuestros resultados, junto con los aportes de la literatura, nos apoyan en sugerir que la

reprogramación metabólica que ocurre durante la reactividad glial, especialmente en los

astrocitos, es fundamental para las modificaciones estructurales que se producen durante la

sensibilización central, siendo responsable en última instancia de las respuestas

comportamentales asociadas con el dolor crónico.

Existen reportes de un importante número de mediadores liberados por astrocitos que

pueden modular el funcionamiento sináptico en el asta dorsal relacionados con el dolor

entre ellos glicina [358], trombospondina, lactato, factores neurotróficos [219]. Por ejemplo,

se ha observado en estudios de microscopía confocal y de superresolución, que las sinapsis

que exhiben mayor superficie de contacto con prolongaciones astrocitarias presentan mayor

número de nanoclusters de PSD95 en sinapsis glutamatérgicas del hipocampo que las

sinapsis con menor contacto con prolongaciones astrocitarias [291]. La reducción en la

intensidad de fluorescencia encontrada tras el tratamiento con DCA sugiere una disminución

en el número de nanoclusters de PSD95, lo que indicaría una menor fuerza sináptica. Este

hallazgo podría explicar la disminución de la hiperalgesia y la alodinia observadas. De

manera interesante eso se acompaña de una reducción en la reactividad para GFAP.

Queda por definir si la retracción de los procesos astrocitarios luego del tratamiento con

DCA participan de algún modo en la remodelación sináptica.

Por otra parte, los astrocitos y la microglía reactivos liberan citoquinas proinflamatorias, ATP,

aminoácidos excitadores y NO, aumentando la transmisión sináptica excitadora y

suprimiendo la inhibitoria en las neuronas de la lámina II de la médula espinal,

desencadenando comportamientos de alodinia e hiperalgesia [128], [213]. En particular, los
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astrocitos reactivos liberan IL-1β y TNF-α, así como metaloproteinasas de matriz MMP-2 y

MMP-9, facilitando la sensibilización central en el dolor neuropático [359], [360], [361].

Ambas metaloproteinasas contribuyen a la modulación de IL-1β y potencian la activación de

los receptores NMDA [362], [363], [364]. Por otro lado, el aumento de la liberación de lactato

por parte de los astrocitos reactivos podría contribuir a la disminución del pH extracelular.

Estudios han demostrado que un pH extracelular ácido induce la expresión y activación de

MMP-9, contribuyendo al establecimiento de nuevas sinapsis, promoviendo la

sensibilización central en la médula espinal [365]. Además, las modificaciones en la MEC

inducen una neuroinflamación autopropagada, en parte debido a la degradación de sus

componentes, los cuales actúan como DAMPs. Esto activa aún más las respuestas al daño

en las células no neuronales, amplificando la neuroinflamación, generando un círculo

vicioso que perpetúa la patología [180].

Todo lo expuesto hasta aquí pone de manifiesto que la modulación metabólica revierte

algunos de los aspectos de la neuroinflamación, un cambio patológico clave en el

establecimiento de la cronicidad del dolor. Por lo tanto, ofrece múltiples blancos terapéuticos

potenciales para modular la sintomatología del dolor crónico, para el cual existen pocas

terapias efectivas.

.
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CONCLUSIONES

1) La función respiratoria mitocondrial en la médula espinal regula la reactividad glial y

altera la expresión de marcadores de plasticidad sináptica, cambios que se observan

en modelos preclínicos de dolor crónico.

2) La recuperación de la función mitocondrial mediante un estímulo metabólico con

DCA reduce la reactividad glial y restablece la expresión de marcadores sinápticos a

niveles comparables a los de animales naïve, además de resultar en una

disminución significativa de la hiperalgesia y la alodinia.

3) En este contexto, es fundamental considerar las implicaciones clínicas de nuestras

observaciones, ya que sugieren que las estrategias orientadas a mejorar la función

mitocondrial podrían constituir un enfoque terapéutico viable para aliviar los efectos

del dolor crónico.

4) Futuros estudios deberían investigar en profundidad los mecanismos celulares y

moleculares que subyacen a estas interacciones, así como evaluar la eficacia de

intervenciones similares en otros modelos de dolor y su posible traslación a la

práctica clínica. La comprensión de cómo se entrelazan la función mitocondrial y la

hipersensibilidad al dolor podría abrir nuevas oportunidades para el desarrollo de

terapias efectivas en el tratamiento del dolor crónico.
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PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, proponemos una serie de

experimentos adicionales que complementen nuestros hallazgos y que puedan revelar

nuevos mecanismos mediante los cuales la modulación metabólica con DCA reduce la

hiperalgesia.

1) Estudiar la respirometría en células aisladas de médula espinal de animales
adultos:

Los antecedentes de nuestro grupo en modelos murinos de ELA [269], [271], [338] y

los resultados del presente estudio sugieren que la remodelación metabólica de los

astrocitos reactivos es un factor clave en la cronificación del dolor. Sin embargo,

nuestro trabajo no permite descartar la participación de la microglía en este contexto.

Por lo tanto, un aspecto importante a profundizar es la identificación de la función

respiratoria mitocondrial en tipos celulares específicos mediante respirometría en

astrocitos y microglía aisladas de médula espinal de animales adultos con lesiones

que inducen dolor crónico.

2) Realizar análisis comparativos con animales hembras:
La prevalencia del dolor crónico es mayor en mujeres [366], [367]; sin embargo,

históricamente la mayoría de los estudios preclínicos se han llevado a cabo en

machos [368]. No obstante, cada vez más investigaciones proporcionan evidencia

del dimorfismo sexual en los mecanismos biológicos relacionados con el dolor

crónico [369], [369], [370]. Utilizando modelos de dolor inflamatorio y neuropático,

Chen et al., 2017, han demostrado que en la médula espinal la microglía desempeña

un papel mas importante en machos, mientras que la señalización de los astrocitos

es independiente del sexo [371]. Por lo tanto, consideramos fundamental la

incorporación de hembras en el estudio para esclarecer el impacto de la

bioenergética mitocondrial en los mecanismos de sensibilización central y la

consecuente hipersensibilidad al dolor, así como para determinar si existen

diferencias en comparación con los machos.
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3) Incluir marcadores adicionales para evaluar los cambios en la MEC:

Para complementar los estudios de la remodelación de la MEC en animales con

lesiones que inducen dolor crónico, es de nuestro interés estudiar los niveles de

expresión de la aglutinina de glicina floribunda (Wisteria floribunda agglutinin, WFA),

un marcador de glucosaminoglucanos de la MEC. En modelos de dolor neuropático,

se ha observado que la expresión de WFA está reducida en el asta dorsal de la

médula espinal, y que su degradación en animales naïve activa las neuronas de

proyección de la lámina I, lo que incrementa la actividad de los circuitos nociceptivos

y desencadena comportamientos de alodinia [348].

4) Evaluar componentes producidos por astrocitos que podrían afectar la
organización sináptica:
Para evaluar la conexión entre la reactividad de los astrocitos y su modulación

mediante el DCA en relación a la organización sináptica del asta dorsal de la médula

espinal, se examinará el neurocan. Este proteoglicano de condroitín sulfato presente

en la MEC [372], es secretado por los astrocitos e induce la sinaptogénesis

inhibitoria en la corteza cerebral [355].

5) Evaluar las modificaciones en sinapsis inhibidoras de manera más precisa:
Consideramos fundamental estudiar las sinapsis inhibidoras mediante la aplicación

del análisis morfológico de los marcadores y contactos sinápticos que previamente

utilizamos en las sinapsis excitatorias. Por lo tanto, proponemos incorporar al estudio

los marcadores VGAT y gefirina, que actúan como marcadores pre y postsinápticos,

respectivamente. Estos marcadores son ampliamente utilizados en la literatura para

identificar terminales inhibidoras [348], [355], [373].

6) Corroborar que las modificaciones en la expresión de marcadores sinápticos
se acompañan de modificaciones en la actividad sináptica:
Es relevante complementar nuestros hallazgos con registros electrofisiológicos para

comprender la excitabilidad del tejido, especialmente en las neuronas de proyección

de la lámina I [348], [374], [375], [376] y en las interneuronas de las lámina II y III del

asta dorsal de la médula espinal [90], [377], [378].
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Mitochondrial bioenergetics, glial reactivity, and
pain-related behavior can be restored by
dichloroacetate treatment in rodent pain models
Valentina Lagos-Rodrı́gueza, Laura Martı́nez-Palmaa, SoledadMartona, Ernesto Miquela, Ricardo Escobar-Pintosa,
Adriana Cassinab, Natalia Lagoc, Patricia Cassinaa,*

Abstract
Glial reactivity in the dorsal horn of the spinal cord is a hallmark in most chronic pain conditions. Neuroinflammation-associated
reactive glia, in particular astrocytes, have been shown to exhibit reduced mitochondrial respiratory function. Here, we studied the
mitochondrial function at the lumbar spinal cord tissue from complete Freund’s adjuvant-induced inflammatory pain rat and chronic
constriction injury mouse models by high-resolution respirometry. A significant decrease in mitochondrial bioenergetic parameters
at the injury-related spinal cord level coincided with highest astrocytosis. Oral administration of dichloroacetate (DCA) significantly
increasedmitochondrial respiratory function by inhibiting pyruvate dehydrogenase kinase and decreased glial fibrillary acidic protein
and Iba-1 immunoreactivity in spinal cord. Importantly, DCA treatment significantly reduced the ipsilateral pain-related behavior
without affecting contralateral sensitivity in both painmodels. Our results indicate that mitochondrial metabolic modulation with DCA
may offer an alternative therapeutic strategy to alleviate chronic and persistent inflammatory pain.

Keywords: Mitochondria, Pain, Astrocytes, Microglia, Dichloroacetate

1. Introduction

Pain conditions are associated with functional and structural
changes in the nociceptive neurons and glial cells, mainly in the
spinal cord dorsal horn (SCDH) ipsilateral to the affected side.48

Reactive gliosis, a critical player in chronic neuroinflammation that
involves microglia and astrocytes, has been observed in various
neuropathic and inflammatory pain conditions.8,30,48,52 Although
different in embryonic origin, morphology, and function, astrocytes
andmicroglia share properties as innate-immune-competent cells in
the central nervous system, bearing plastic phenotypes. Indeed,
they can be polarized to develop either a neurotrophic/anti-
inflammatory or neurotoxic/proinflammatory phenotype in response
to different signals.27 After increased input from the periphery,
microglia and astrocytes activate and release pronociceptive
mediators such as ATP, cytokines, and chemokines, which

contribute to central sensitization.30 The temporal course of
activation and experimental inhibition of specific glial cells in pain
models are consistent with a role for microglial cells in initiating
enhanced pain responses,36,51,52 whereas astrocytes would be
implicated in pain persistence and chronification.9,10,65 In fact, a
critical role for astrocytes in chronic pain is supported by results
showing pain hypersensitivity-induction by optogenetic activation of
these cells at the SCDH in naive rats.46

One of the hallmarks of neuroinflammation is a change in glial
energy metabolism.20,53,62 In addition to their role in ATP
production by the oxidative phosphorylation (OXPHOS) through
the electron transport chain (ETC), mitochondria are involved in
many other cellular processes including synthesis and catabolism
of metabolites and generation of reactive oxygen species and
reactive nitrogen species (ROS and RNS, respectively).4,50

Morphological and functional alterations in mitochondria have
been reported in patients and animal models of pathological
pain15,20,62; however, deeper understanding of spinal cord
mitochondrial metabolic changes in pain conditions is lacking.

We have previously reported that both astrocytes and whole
spinal cord tissue isolated from animal models of a neurodegen-
erative disease (amyotrophic lateral sclerosis [ALS]) exhibit
reduced mitochondrial respiratory function associated with glial
reactivity.6,40,43,44 However, the spinal cord mitochondrial
function associated with glial activation in pain pathogenesis
remains underexplored.

Metabolic modulation by dichloroacetate (DCA) reestablished
mitochondrial function and reduced neuronal loss and glial reactivity
in ALS models.40,43 Dichloroacetate is a well-characterized inhibitor
of pyruvate dehydrogenase kinase (PDK), a mitochondrial enzyme
that regulates glucosemetabolismby switching off themitochondrial
pyruvate dehydrogenase (PDH) complex (PDHC) through phos-
phorylation of the E1a subunit. PDHC catalyzes the reaction that
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converts pyruvate into acetyl coenzyme A, the primary fuel of the
tricarboxylic acid (TCA) cycle, thus linking glycolysis to
OXPHOS.25,57 Then, PDK inhibition by DCA stimulates mitochon-
drial respiratory activity.57,59

Here, we evaluate spinal cord mitochondrial respiratory
function in two pain models with a typical temporal course of
glial reactivity characterized by transient activation of microglia
and sustained astrogliosis.18,52,61 We also evaluated whether
metabolic modulation by DCA affects glial reactivity, cytokine
mRNA expression profile, or the generation and persistence of
pain.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Dichloroacetate and all other reagents were from Sigma-Aldrich
(St Louis, MO) unless otherwise specified.

2.2. Animals

All experimental and surgical procedures using laboratory animals
were approved by the Institutional Animal Committee: Comisión
Honoraria de Experimentación Animal de la Universidad de la
República (CHEA; https://chea.edu.uy/); protocol # 070153-
000528-14, or IPMon Animal Care Committee and conducted
according to the Uruguayan National Law (# 18,611), guidelines of
the European Commission on Animal Care and NIH Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals.47 Adult male C57BL/6 mice
(weighed 25-30 g at the time of the injury) or adult male Sprague-
Dawley rats (weighed 200-250 g at the time of the injury) were
maintained in a controlled environment (12-hour light–dark cycle; 20
61˚C)with ad libitumaccess to foodandwater. A total of 69 rats and
85mice were used in this study, and experiments were designed to
minimize the number of animals.

2.3. Pain models and dichloroacetate treatment

2.3.1. Chronic constriction injury model

Chronic constriction injury (CCI) of the common sciatic nerve was
performed in mice according to the method described by Bennett
and Xie.3 Animals were anesthetized with ketamine–xylazine (90-10
mg/kg, i.p.), and the common sciatic nerve was exposed at the
midthigh level and freed of adhering tissue. Three loose ligatures (5-
0 mononylon Ethilon sutures; Ethicon) were tied around the nerve
with about 1-mm interval between each ligature. The wound was
closed and disinfected. After surgery, mice recovered on a thermal
pad at 27˚C.

Chronic constriction injury was performed on the right hind
paw (unilateral CCI) except for high-resolution respirometry
studies, in which both hind paws were lesioned (bilateral CCI).

2.3.2. Complete Freund’s adjuvant inflammatory model

A 50-mL suspension of complete Freund’s adjuvant (CFA; 1mg/mL;
Sigma) was injected into the plantar surface of the right hind paw of
the rats to induce persistent inflammatory pain.52

2.3.3. Treatments

Dichloroacetate was administered in the drinking water at a 500
mg/L concentration and the solution was prepared fresh twice a
week as previously described,40,43 starting at the day of injury and
maintained until the time of sample collection. For glial reactivity

studies, 3 time points were assessed: 3, 7, and 19 days for CCI
mice; and 3, 7 and 13 days for CFA-injected rats. For respirometry,
Western blot, and quantitative reverse transcriptase-polymerase
chain reaction (qRT-PCR) studies, sample collection was per-
formed after 19 days in CCI mice and 13 days in CFA-injected rats,
based on the time needed to achieve maximum astrogliosis in the
spinal cord of untreated animals.

2.3.4. Treatment groups

For each study, CFA-injected rats and unilateral CCI mice were
divided randomly into 2 groups, one of which received DCA in the
drinking water starting at the day of the injury, whereas the other
group received regular drinking water (vehicle). In most of the
performed experiments, the data to be compared were obtained
from samples ipsilateral or contralateral to the lesion from DCA or
vehicle-treated animals. A group of vehicle-treated animals were left
uninjured (naive animals) for controls in molecular biology experi-
ments. Due to technical difficulties for the manipulation of mouse
hemispinal cord samples for respirometry, these studies were
performed on bilateral CCI and naive mice as controls that were
randomly assigned to DCA or vehicle treatment.

2.4. Immunofluorescence

Animals were deeply anesthetized (pentobarbital, 50mg/kg i.p.) and
transcardially perfused with 4% paraformaldehyde fixative in
Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS). Lumbar spinal cord
(L4-L6) was dissected out, postfixed in the same fixative for 24
hours, and cryoprotected in 30% sucrose in DPBS for 48 hours at
4˚C. The samples were snap-frozen in cryoembedding compound
(Tissue-tek OCT; Sakura) until sectioning. Transverse spinal cord
sections (30-mm thick) were obtained using a Leica CM1850UV
cryostat and free-floating processed for immunofluorescence.
Sections were permeabilized in 0.2% Triton X-100 diluted in DPBS,
and unspecific bindingwas blockedwith blocking solution (BS, 10%
goat serum1 2% bovine serum albumin, BSA1 0.2% Triton X-100
in DPBS). Sections destined to identify astrocytes were subjected to
direct immunofluorescence using a mouse monoclonal Cy3-
conjugated anti–glial fibrillary acidic protein (GFAP; Sigma; 1:600;
overnight at 4˚C) and those used to detect microglia were incubated
with a rabbit monoclonal antibody against the ionized calcium
binding adaptor molecule 1 (Iba-1; Wako, FUJIFILM Wako
Chemicals, Richmond, VA; 1:1000) overnight at 4˚C, followed by a
goat anti-rabbit antibody conjugated to Alexa Fluor 488 dye
(Invitrogen Thermo Fisher Scientifc, Waltham, MA, 1:1000) for one
hour at room temperature. After washing, spinal cord sections were
mounted with glycerol for microscopy analysis. Negative controls
omitting the primary antibodies were included in each experiment.
Images from theSCDH ipsilateral and contralateral to the lesionwere
obtained using an Olympus UPlanFL N 20x/0.50NA air objective (1-
U2B525U) on an Olympus IX81 epifluorescence microscope
coupled to a digital camera (Olympus DP71) or with an HCXPL
APO 40x/1.25-0.75NA oil objective on a LEICA SP5 confocal
microscope. All images were acquired with the same exposure
parameters and were analyzed by an experimenter blinded to the
treatment group.

Cell marker immunoreactivity (IR) quantification was performed in
superficial SCDH from L4-L6 spinal cord sections using the basic
tools of the ImageJ software (NIH). The superficial SCDH (laminae I-II)
was manually delimited using the freehand selection tool (see
supplemental Fig. 1B, Supplemental Digital Content 1, available at
http://links.lww.com/PAIN/B104) and its total area was determined
by selecting “measure” in the “Analyze” tab from the menu. Then,
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images were thresholded to determine and measure the area
occupied by the fluorescence. Glial fibrillary acidic protein- or Iba1-IR
were expressed as percentage of the total region of interest
(superficial SCDH area) as reported previously.43,44 The mean IR
from6 to 10 sections (separated by at least 300mm) per animal (n5
5-6 animals per group) was obtained for ipsilateral and contralateral
SCDH. Results were expressed as percentage of contralateral
SCDH in vehicle-treated animals.

2.5. Mitochondrial high-resolution respirometry

To evaluate the mitochondrial function in the lumbar spinal cord,
tissue respiration was measured by high-resolution respirometry
(HRR) using the Oxygraph 2 K respirometer (Oroboros Instru-
ments Corp).4

2.5.1. Tissue collection and permeabilization

Animals were euthanized by deep anesthesia (pentobarbital 50
mg/kg i.p.), and lumbar spinal cord (L4-L6) was quickly dissected
out and meninges were stripped; all procedures were conducted
on ice. For the CFAmodel, rat L4-L6 spinal cord was sectioned in
2 halves, ipsilateral and contralateral to the paw injection. For the
neuropathic pain model, the corresponding L4-L6 spinal cord of
bilateral CCI mice was used, and samples from naive animals
were included as controls. Four samples (from 2 rats or 4 mice)
were examined at the same day using 2 respirometers (2
chambers each), with a random order of testing.

Fresh tissue samples were weighed and 5 to 8 mg were
immediately permeabilized in ice-cold MIR05 respiration medium
(0.5 mM EGTA, 3 mM MgCl2.6H2O, 60 mM MOPS, 20 mM
taurine, 10 mM KH2PO4, 20 mMHEPES, 110 mM sucrose, 1 g/L
BSA, pH 7.1) containing 50 mg/mL saponin as previously
described for other tissue samples,17,35 although permeabiliza-
tion time was adjusted to 10 minutes evaluating coupling
between respiration and OXPHOS by HRR.17,35 After permeabi-
lization, each sample was washed with 1-mL ice-cold MIR05
respirationmedium, and immediately placed in 2.4-mL chambers
of the respirometer at 37˚C.17

2.5.2. Oxygen consumption rate measurements

Oxygen consumption rate was recorded in MIR05 respiration
medium at 37˚C in the respirometer corrected by sample weight
using the DatLab 4 analysis software and was expressed as pmol
O2 mL21 s21.

Protocol started with registration of the oxygen consumption
rate of the permeabilized sample without the addition of
substrates or inhibitors. Then, oxygen consumption rate was
recorded after sequential addition of: (1) 20 mM succinate and
(2) 4mMadenosine diphosphate (ADP) to obtain the steady-state
oxygen flux; (3) 2 mM oligomycin to inhibit ATP synthase;
(4) carbonyl cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP)
titration to uncouple OXPHOS from oxygen consumption rate
(maximum uncoupling was acquired in the range of 1.5-2.4 mM);
and finally (5) 2.5 mM antimycin A (AA; complex III inhibitor) to
inhibit mitochondrial respiration and thus discriminate from
nonmitochondrial oxygen consumption.

2.5.3. Respiratory parameters

After the assay, the following metabolic states or parameters were
determined from the oxygen consumption slopes as described
previously4,17: State 4 respiration (after succinate addition), state 3

respiration (after ADP addition), ATP-independent respiration
(oligomycin-resistant respiration), ATP-dependent respiration (OCR
sensitive to the addition oligomycin destined to ATP synthesis,
obtained by subtracting ATP-independent respiration from state 3
respiration), and maximum respiratory rate (highest slope value
obtained after FCCP titration), as indicated in supplemental
Figure 1A, Supplemental Digital Content 1 (available at http://links.
lww.com/PAIN/B104). Nonmitochondrial respiration obtained after
AA inhibition of the ETC was subtracted from all values.

2.6. Western blot analysis

Animalsweredeeply anesthetized (pentobarbital, 50mg/kg i.p.), and
L4-L6 lumbar spinal cord samples ipsilateral to injury and from naive
animalswere homogenized inRIPA lysis buffer (50mMTris pH8; 1%
Triton X-100; 0.5% Na-deoxycholate; 0.1% SDS, and 150 mM
NaCl) with 2 mM sodium orthovanadate. After quantification and
denaturation, the sampleswere resolved by electrophoresis on 12%
SDS-PAGE gels and then transferred into a nitrocellulose mem-
brane. The membranes were incubated for 1 hour at room
temperature in blocking solution (5% Bovine serum albumin, 1%
Tween 20 in PBS), and incubated overnight at 4˚C with the following
primary antibodies: rabbit polyclonal anti-PDH-E1a-pSer293 (1:500
in BS; Calbiochem, AP1062), mouse monoclonal anti-PDH-E1a (1:
500 in BS; Invitrogen, #456600), andmousemonoclonal anti-alpha-
tubulin (1:3000 in BS; Abcam, ab184613) as loading control. Then,
the membranes were washed and incubated for 1 hour at room
temperature with IRDye 680RD-conjugated goat anti-mouse IgG
and IRDye 800CW-conjugated goat anti-rabbit IgG secondary
antibodies (1:15000 in PBS each, LI-CORBiosciences #926-68070
and #925-32218). The Odyssey system (LI-COR Biosciences) was
used to detect the bands. Quantification of band intensity was
performed using Image Studio software version 5.2.5. The relative
levels of pSer293E1a and total E1awerequantified. ThepSer293 to
total E1a ratio was calculated and normalized against naive-vehicle
spinal cord.

2.7. Quantitative reverse transcriptase-polymerase
chain reaction

Animals were deeply anesthetized (pentobarbital, 50 mg/kg i.p.),
and L4-L6 lumbar spinal cord samples ipsilateral to injury and
from naive animals were dissected out. Total RNA was extracted
from tissue samples using Trizol reagent (Thermo Fisher
Scientific) followed by chloroform extraction. RNA was purified
from the aqueous phase using the GenElute Universal Total RNA
Purification Kit (RNB100; Sigma) and reverse-transcribed using
M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen 28025-013) and random
primers (for CCI mice) or oligo (dT) 12-18 primers (Thermo Fisher
Scientific) (for ACF rats) following manufacturer instructions.
Quantitative PCR (qRT-PCR) was performed using a Rotor-Gene
6000 System (Corbett Life Science, Sydney, Australia). All
reactions were performed in triplicates in strip tubes (Axygen
Brand Products).

For CCI mice samples, the following TaqMan reagents from
Invitrogen/Applied Biosystems were used: TaqMan Fast Ad-
vanced Master Mix (1205919), exon-spanning probes for IL-1b
(Mm01336189_m1), TNF-a (Mm00443258_m1). Eukaryotic and
18S RNA endogenous control (FAM-MGB 4333760). Cycling
conditions were 50˚C for 2minutes, 95˚C for 10minutes, followed
by 45 cycles at 95˚C for 15 seconds and 60˚C for 1 minute.

For CFA rat samples, cDNA was diluted in Biotools Quantimix
Easy master mix (Biotools) in 10 mL volume. Specific forward and
reverse primers (IDT, Integrated DNA Technologies, Coralville, IA)
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sequences were as follows: for GAPDH F: 59-CAC TGAGCA TCT
CCC TCA CAA-39 and R: 59-TGG TAT TCG AGA GAA GGG AGG-
39, for IL-1b F: 59-TGC TGA TGT ACC AGT TGG GG-39and R: 59-
CTCCATGAGCTTTGTACAAG-39 for TNF-a F: 59-TGATCGGTC
CCA ACA AGG-39 and R: 59-TGC TTG GTG GTT TGC TAC GA-3’.
Cycling conditions were 95˚C for 10minutes, followed by 40 cycles at
95˚C for 30 seconds, 56˚C (IL-1b and TNF-a) or 58˚C (GAPDH) for 30
seconds, 95˚C for 30 seconds, and 70˚C for 30 seconds.

All data were analyzed using Rotor Gene 6000 software
(Corbett Life Science Sydney, Australia). Quantification was
performed with DDCt method using naive spinal cord samples
as negative controls, and eukaryotic 18S RNA (for CCI mice) or
GAPDH mRNA (for CFA rats) as reference.

2.8. Nociceptive behavior assessment

Thermal hyperalgesia was evaluated in both pain models, and
mechanical allodynia was evaluated in the inflammatory pain
model. The basalmeasurements were obtained 2 days before the
injury. Nociceptive evaluations were performed between 10:00
AM and 5:00 PM blinded to treatment to avoid bias. Animals were
acclimated to the testing room and equipment for 30 minutes
before the actual test.

2.8.1. Thermal hyperalgesia

Thermal sensitivity was evaluated by measuring paw withdrawal
latencies to a radiant heat stimulus using the Hargreaves
apparatus (IITC Life Sciences, Woodland Hills, CA).21 The
animals were placed in individual acrylic boxes over a tempered
glass surface, and radiant heat source beneath the surface was
aimed at the plantar surface of the hind paw. The seconds from
initiation of thermal stimulus to removal of the hind paw (ipsilateral
and contralateral to the site of injury) were recorded as paw
withdrawal latency (PWL). A cutoff latency of 20 seconds was set
to prevent tissue damage. Three trials on the same hind pawwere
performed with intervals of at least 6 minutes.

The PWLs were tested on days 1, 2, 5, 7, 9, 12, 14, 16, and 19
after CCI; and on days 1, 2, 3, 6, 8, 10, and 13 after CFA injection.

2.8.2. Mechanical allodynia

Von Frey filaments (MARSTOCKnerve test) were used to test mechan-
ical allodynia in the hind paw (ipsilateral and contralateral to the site of
injury).7 The animals were placed in individual acrylic boxes with a
mesh bottom, which permitted easy access to the plantar surface of
the paws. Filamentswere applied to themidplantar region of the hind
paw, perpendicular to the plantar surface,maintaining constant force
to cause a slight bend for 8 seconds. Abrupt paw withdrawal was
recorded as a positive response. A set of 8 filaments of logarithmically
incremental force (4.62-52.5 g) were applied in descending or
ascending order depending on the previous response to determine
the response threshold.7 Based on the response pattern and the
force of the final filament, the 50% response thresholdwas calculated
using Dixon “up–down” method13 and was expressed as paw
withdrawal threshold (PWT).

The PWTs were tested on days 1, 2, 3, 6, 8, 10, and 13 after
CFA injection.

2.9. Data presentation, processing, and statistical analysis

Adobe Photoshop Cs6 software program was used to process
images when indicated and to design figures. GraphPad Prism 5
software program was used to design figure graphs and data

analysis. Data are shown as mean 6 SEM. Paired one-tailed or
two-tailed t-tests were performed to compare data with 2
experimental groups. One-way analysis of variance followed by
Tukey post hoc analysis was used to compare data from
experiments with more than 2 groups. Statistical analysis of
behavioral data was achieved using two-way analysis of variance
for repeated measures followed by Tukey post hoc analysis. A
value ofP# 0.05was considered statistically significant. For each
experiment and result, n, p, F, and/or t values are stated in figure
or table legends.

3. Results

3.1. Decreased mitochondrial function in the lumbar spinal
cord of animals undergoing pain

Mitochondrial respiration was assayed at the time when
highest astrogliosis was detected in the SCDH ipsilateral to
the lesion compared to the contralateral side. To corroborate
previously published data, glial reactivity was analyzed by
immunofluorescence against cell-specific markers, ie, GFAP
for astrocytes and Iba-1 for microglia at 3 time points
according to previous reports for CCI18,61 and CFA.52 The
highest increase in GFAP-IR in the ipsilateral SCDH was
identified at 19 days in CCI mice (Figs. 1A and B) and 13 days
in CFA rats (Figs. 1C and D), compared to the respective
contralateral side. However, microglial IR was detected earlier
than astrocytic signal. The highest increase in Iba1 IR at the
ipsilateral SCDHwas found at 3 days after lesion in CCI animals
and decreased in the following time points (see supplemental
Fig. 2C, Supplemental Digital Content 1, available at http://
links.lww.com/PAIN/B104). However, in CFA animals, the
microglial marker was detected in higher levels at ipsilateral
SCDH compared to contralateral at 7 days, without further
increase at 13 days after injection (see supplemental Fig. 2F,
Supplemental Digital Content 1, available at http://links.lww.
com/PAIN/B104).

High-resolution respirometry revealed lower mitochondrial
respiration in lumbar spinal cords from CCI mice compared to
those obtained from spinal cord samples of naive animals
(Figs. 1E and F). Remarkably, we detected significantly lower
respiration in the lumbar spinal cord tissue ipsilateral to the
damaged paw compared to the contralateral side in rats
injected with CFA (Figs. 1G and H).

No differences were found in state 4 respiration (in presence
of complex II-specific substrate succinate) between injury-
related samples and naive ones in both pain models (Figs. 1F
and H). However, compared to naive, CCI samples exhibited
lower OCR values in the presence of saturating concentrations
of succinate and ADP (state 3 respiration). The OCR for ATP
production and after uncoupler exposure (lower maximum
respiratory rate) was also reduced in CCI compared to naive
samples indicating a diminished mitochondrial function (Fig.
1F). Importantly, in the inflammatory model, we found that the
same parameters were significantly lower in the spinal cord
samples ipsilateral to injury compared to the contralateral side
samples taken from the same animal (Fig. 1H).

3.2. Improvement of mitochondrial respiratory function by
oral administration of dichloroacetate in animals
undergoing pain

To analyze the impact of mitochondrial respiratory activity in
chronic and persistent pain, we treated the animals with DCA.
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The compound was administered 500 mg/L in tap water,
starting after injury induction and maintaining the treatment
until Western blot and HRR studies were performed (19 days in
the CCI-induced mice, or 13 days in CFA-injected rats).

To corroborate the previously reported effects of DCA on
PDH, total and phosphorylated (pPDH) forms of the enzyme

were quantified by Western blot assay using specific anti-

bodies at the end of the respective treatments. Compared to

naive condition, relative levels of pPDH were not significantly

affected by CCI (Fig. 2A; adjusted P value after Tukey test 5

0.9188) or CFA (Fig. 2B; adjusted P value after Tukey test 5

0.1999) injury at the time points performed here. As expected,

DCA treatment reduced pPDH relative levels in both naive and

injured spinal cord of mice (Fig. 2A) and rats (Fig. 2B), after 19
and 13 days of treatment, respectively, compared to vehicle-
treated animals.

High-resolution respirometry studies indicated that DCA
treatment significantly increased values of bioenergetic

Figure 1. Mitochondrial function is reduced in the spinal cord of neuropathic and inflammatory pain animal models. (A–D) GFAP immunoreactivity (GFAP-IR) in
spinal cord from neuropathic (CCI mice; A and B) and inflammatory (CFA rats; C and D) pain animals. Epifluorescence images from SCDH of contralateral and
ipsilateral to injury as indicated, stained for GFAP at 19 (CCI, A) and 13 (CFA, C) days after injury. Scale bar 5 200 mm. GFAP-IR was quantified measuring the
percentage of the total area occupied by immunoreactivity for GFAP at the head of SCDH ipsilateral and contralateral to lesion at indicated days postinjury in CCI
mice (B) and CFA rats (D). n5 5 animals per group (average from aminimum of 6 spinal cord slices for each animal). For CCImodel: 3 days postinjury: P5 0.0761,
t45 2379; 7 days postinjury: P5 0.0021, t45 7067; 19 days postinjury: P5 0.0002, t45 13.26. For CFAmodel: 3 days postinjury: P5 0.0320, t45 3229; 7 days
postinjury: P5 0.0472, t45 2833; 13 days postinjury: P5 0.0015, t45 7695. (E and G) Representative overlapped registers of O2 Flux curves in L4-6 spinal cord
fresh permeabilized samples for neuropathic mice (CCI) at 19 days after CCI or naive mice (E), and for ipsilateral or contralateral L4-6 spinal cord in inflammatory
pain rats (CFA rats) at 13 days after CFA injection (G). Succinate (Succ), Adenosine diphosphate (ADP), oligomycin (Oligo), FCCP, and antimycin A (AA) were added
and respiratory parameters were obtained as described in methods. (F and H) Mitochondrial bioenergetic parameters for both models are shown. n5 5 to 9. In
neuropathic painmodel: for state 4:P5 0.3657, t45 0.3681; for state 3:P5 0.0041, t45 4874; for ATP independent: P5 0.1851, t35 1052; for ATP dependent:
P5 0.0074, t55 3645; forMaximum respiratory rate (Maximum):P5 0.0162, t45 3217. In inflammatory painmodel: for state 4:P5 0.2100, t65 0.8654; for state
3: P5 0.0004, t65 6191; for ATP independent: P5 0.0553, t125 1723; for ATP dependent: P5 0.0027, t65 4235; for Maximum: P5 0.0059, t55 3874. *P,
0.05, **P , 0.01 and ***P , 0.001 between indicated. GFAP, glial fibrillary acidic protein.
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mitochondrial parameters in the spinal cord of CCI mice
compared to those detected in samples from vehicle-treated

ones, and importantly, they reached the level of those obtained

from naive animals (Fig. 2C). Likewise, DCA treatment increased

respiratory parameters measured in the rat spinal cord samples

ipsilateral to CFA injection to the level of that obtained from the

contralateral side of vehicle-treated animals (Fig. 2D). Dichlor-

oacetate treatment did not modify the values obtained from

contralateral or naive spinal cord tissue (Figs. 2C and D).

3.3. Reduction of glial reactivity by dichloroacetate
oral administration

To analyze whether DCA treatment could affect glial reactivity,
GFAP and Iba1 immunofluorescence in the SCDHwas studied at
the time when HRR was previously assayed (Fig. 3).

Confocal microscopy images taken from SCDH (see
supplemental Fig. 1C, Supplemental Digital Content 1, avail-
able at http://links.lww.com/PAIN/B104) revealed that DCA
administration modified the morphology of astrocytes and

Figure 2.DCA improvedmitochondrial bioenergetic parameters in the lumbar spinal cord of animals with neuropathic and inflammatory pain. (A–B) Representative
images of PDH-E1a (pSer293), total PDH-E1a, and a-tubulin immunoblots of ipsilateral L4-6 spinal cord samples. Samples were obtained from CCI or uninjured
mice (naive) (A, left) and from CFA-injected (CFA) or uninjured (naive) rats (B, left). Animals were treated with DCA or vehicle as indicated. Right panels show the
corresponding quantification of the PDH-E1a (pSer293) to total PDH-E1a ratio between relative densitometric levels normalized against naive-vehicle. n 5 4
animals per group in both models. For neuropathic pain model: P , 0.0001, F4,13 5 21,40; for inflammatory pain model: P 5 0.0010, F3,12 5 10,89. (C and D)
Bioenergetic parameters from L4-6 spinal cord samples from mice with bilateral CCI or naive (C) and from CFA-injected rats, either ipsilateral or contralateral to
CFA injection (D), treated either with vehicle or with DCA for 19 (CCI mice) or 13 (CFA rats) days after injury as indicated. n 5 5 to 9 animals per group from 2
independent experiments for both models. One-way ANOVA results: In CCI mice: for state 3: P5 0.0008, F3,245 7.848; for ATP dependent: P5 0.0005, F3,225
8.861; for Maximum: P5 0.0074, F3,215 5.246. In CFA rats: for state 3: P5 0.0022, F3,245 6.536; ATP dependent: P5 0.0029, F3,245 6.187; Maximum: P5
0.0138, F3,23 5 4.400. Multiple comparison results: *P , 0.05, **P , 0.01 and ***P , 0.001 between indicated. ANOVA, analysis of variance; DCA,
dichloroacetate.
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microglia in both CCI mice and CFA-injected rats. As pre-
viously reported,52 astrocytes exhibited intense GFAP-IR and
appeared hypertrophied with thick processes in vehicle-
treated CCI mice (Fig. 3A, left panel) and CFA-injected rats
(Fig. 3B, left panel), whereas fine branched and sparsely
distributed astrocytes were found in the DCA-treated animals
in both models (Figs. 3A and B, right panels). As a result,
significant differences were found in GFAP-IR in SCDH
between the analyzed groups. Dichloroacetate administration
induced a profound decrease in the area occupied by GFAP
immunofluorescence in the ipsilateral SCDH fromCCI (Fig. 3C)
and CFA-injected (Fig. 3D) animals compared to vehicle-
treated ones. No differences were found between GFAP-IR in
ipsilateral SCDH after DCA treatment and contralateral SCDH
from DCA- or vehicle-treated animals. No effects of DCA were
seen in the contralateral side to injury neither in morphology
(not shown) nor in the area occupied by GFAP immunofluo-
rescence (Figs. 3C and D). Regarding Iba1-IR, positive cells
displayed a morphology characteristic of mild activated
microglia with short and thickened processes in the injury-

related SCDH from vehicle-treated CCI mice (Fig. 3E, left
panel) and CFA rats (Fig. 3F, left panel) compared to the
smaller soma and thinner ramifications observed in the SCDH
from DCA-treated animals (Figs. 3E and F, right panels). In a
similar way to GFAP, the area occupied by Iba1-IR in the injury-
related SCDH was decreased after DCA treatment compared
to SCDH samples from vehicle-treated animals in CCI (Fig. 3G)
and CFA (Fig. 3H) models.

3.4. Dichloroacetate oral administration did not modify
cytokine mRNA expression in the spinal cord of chronic
constriction injury or complete Freund’s adjuvant-
injected animals

Gliosis has been found to parallel increases in mRNA levels of
proinflammatory cytokines in the spinal cord of animals with
chronic pain.37,52 To analyze whether cytokine mRNA levels were
modified by DCA treatment, we measured the expression of IL-
1b and TNF-a mRNAs in the spinal cord of animals with CCI or
CFA by qRT-PCR.

Figure 3.DCA reduced spinal cord gliosis in neuropathic and inflammatory pain animals. (A, B, E, F) Confocal images fromGFAP (A and B) and Iba1 (E and F) -IR in
ipsilateral SCDHhead for neuropathic pain animals (CCImice) at 19 days after CCI (A and E) and inflammatory pain animals (CFA rats) at 13 days after CFA injection
(B and F). Scale bar 5 50 mm. (C, D, G, H) Quantification of GFAP and Iba-1 immunoreactivity in both pain models. Gliosis was quantified in the ipsilateral and
contralateral SCDH head measuring the percentage of the total area occupied by immunoreactivity for GFAP and Iba-1. n 5 6 animals per group from 2
independent experiments (average from aminimumof 6 spinal cord slices for each animal). One-way ANOVA results: for GFAP-IR in CCImice;P5 0.0002, F3,205
10.59; for Iba-1-IR in CCImice:P, 0.0001, F3,205 26.51; for GFAP-IR in CFA rats:P5 0.0002, F3,205 10.58; for Iba-1-IR in CFA rats:P5 0.0073, F3,205 5.328.
Multiple-comparison results: *P , 0.05, **P , 0.01, ***P , 0.001 and ****P , 0.0001 between indicated. ANOVA, analysis of variance; DCA, dichloroacetate;
GFAP, glial fibrillary acidic protein; IR, immunoreactivity.
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As shown in Figure 4, at the time when HRR was performed,
neither CCI (Figs. 4A and B) nor CFA injection (Figs. 4C and D)
models exhibited significant differences in IL-1b or TNF-amRNAs
expression at the injury-related spinal cord tissue compared to
naive samples and no differences were foundwith DCA treatment.

3.5. Reduction of pain-like behaviors allodynia and
hyperalgesia by dichloroacetate oral administration

To address whether mitochondrial modulation by DCA
treatment could alleviate pain hypersensitivity, thermal hyper-
algesia was assessed after CCI over 19 days in mice treated
with DCA or vehicle. In accordance to previous studies in
rats3,11 or mice,45 the ipsilateral PWL to hot stimuli was
significantly reduced early after CCI compared to the contra-
lateral side. Hyperalgesia was detected as soon as 1 day after
injury and persisted until the last studied day (Fig. 5A). In DCA-
treated CCI mice, ipsilateral PWL was significantly improved
after 5 days of treatment and remained increased until the end
of the studied period (Fig. 5A).

Pain-related behavior was monitored in rats over 13 days after
injection of CFA to the hind paw followed by DCA or vehicle
administration. In vehicle-treated animals, the ipsilateral PWL to
thermal stimuli and the PWT to mechanical stimulation were
significantly reduced in comparison with the contralateral paw
and preinjured (basal) values (Figs. 5B and C). Dichloroacetate-
treated animals significantly enhanced ipsilateral mechanical
response threshold and thermal withdrawal latency after 8 days of
treatment and further increased these parameters until they
almost reached the levels detected at the contralateral paw (Figs.
5B and C).

In both models, the ipsilateral paw response to thermal stimuli
in DCA-treated animals was not different compared to the

contralateral side from 12 days in CCImice (Fig. 5A) and 6 days in
CFA-injected rats (Fig. 5B) until the end of the assessed period. In
the case of response to mechanical stimuli, no differences were
found after 10 days (Fig. 5C).

No significant effect of DCA was found on contralateral
paw compared to contralateral paw in vehicle-treated
animals.

4. Discussion

This study reports reduced mitochondrial bioenergetic parame-
ters in the spinal cord from rodent models of neuropathic and
inflammatory chronic pain. Indeed, reduced parameters were
detected at the ipsilateral spinal cord compared to the
contralateral one from the same animal in the CFA injection
model, suggesting that reduced respiratory activity is highly
related to pain persistence and chronification mechanisms. Full
assessment of the bioenergetic status in spinal cord tissue was
performed by adaptation of previous permeabilization proto-
cols.17,35,55 We found significantly lower values for state 3, ATP-
dependent respiration and maximum respiratory capacity in
injury-related spinal cord compared to the naive or contralateral
samples in both pain models. However, no differences were
detected for state 4 respiration, indicating that mitochondria are
partially uncoupled in the damage-related spinal cord samples
and in turn restricting ATP availability and energetic supply. These
results further support the recognized involvement of metabolic
mitochondrial mechanisms in pathological pain.15,29,62 In fact,
altered mitochondrial function has been found in dorsal root
ganglia neurons14 and peripheral nerves39,64 from chemother-
apy-associated14,64 and partial nerve ligation39 pain models.

Our findings provide insight about bioenergetic changes in the
spinal cord where the primary afferents synapse with the

Figure 4.DCA did not modify IL-1b and TNF-amRNA expression in spinal cord samples from neuropathic and inflammatory pain animals. Relative expression of
cytokines IL-1b and TNF-amRNA after DCA administration was analyzed by qRT-PCRat 19 days after CCI inmice (A andB) and 13 days after CFA injection in rats
(C and D). qRT-PCR quantification was performed with DDCt method using the spinal cord ipsilateral to the injury for both pain models and GAPDH mRNA as
reference. n5 3-5 animals per group. One-way ANOVA results: In neuropathic pain model: for IL-1b: P5 0.3992, F2,105 1008; for TNF-a: P5 0.3356, F2,105
1220. In inflammatory pain model: for IL-1b: P5 0.0612, F2,9 5 3872; TNF-a: P5 0.9580, F2,8 5 0.04312. ANOVA, analysis of variance; DCA, dichloroacetate;
qRT-PCR, quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction.
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secondary neurons in the pain pathway. More information about
the role of mitochondria in pain has been provided by exploring
mitochondrial dynamics. Inhibition of mitochondrial fission, which
correlates with improvement of bioenergetic state,16 reduced
HIV-induced mechanical allodynia31 in accordance with our
results. Conversely, no modifications of spinal cord oxygen
consumption rate in the presence of mitochondrial substrates
and ADP were found at 7 and 14 days post-CCI in rats,32

although respiration linked to ATP synthesis was not assessed.
Differences inherent to the species used or in tissue processing
because it was homogenized may account for the discrepancies.
Our results revealed reduced respiratory activity in intact spinal
cord fragments from inflammatory and neuropathic pain-induced
animals offering further support for mitochondrial dysfunction
involvement in central sensitization.

The exact cause of decreased mitochondrial activity in the
spinal cord in pain conditions is unknown. There are several
mechanisms that modulate respiratory function, including sub-
strate availability38 and calcium entrance to mitochondria by
glutamate/NMDA signaling.54 In addition, elevated nitric oxide
levels inhibit mitochondrial respiratory activity, which in turn
enhance production of RNS.5,50 This phenomenon is particularly
relevant in thismodel because nitric oxide production in the spinal
cord is involved in the processing of persistent pain (reviewed in
Ref. 56) Indeed, mitochondrial ETC complex inhibitors de-
termined mechanical hyperalgesia by ROS/RNS-mediated
mechanism in normal mice,33 and mitochondrial-targeted
antioxidants have been shown to prevent pain conditions.2,63

Tissue damage caused by excess ROS, induce neuroinflamma-
tion that includes activation of glial cells.22

Our previous work showed reduced mitochondrial activity
associated with spinal cord glial reactivity in ALS-mice.6,43

Herein, we describe altered mitochondrial bioenergetics at the

time of highest astrocyte reactivity at the SCDH in neuropathic
and inflammatory pain conditions. The coincidental timing of
these 2 phenomena is highly suggestive of a dependence
between them. Although more selective isolation methods would
be required to fully address the contribution of each cell type to
the obtained bioenergetic parameters, it is known that proin-
flammatory states of immune cells and glia exhibit reduced
OXPHOS and rely on aerobic glycolysis to increase availability of
precursors for macromolecule biosynthesis.26,49 In this scenario,
modulating metabolic phenotype seems to be an attractive
strategy to apply in conditions associated with gliosis and
neuroinflammation.

To answer whether mitochondrial metabolic modulation may
affect pain sensitivity we used DCA, a drug that has been safely
used in human congenital mitochondriopathies58 and cancer.23

In addition, DCA treatments exhibited beneficial outcomes in
neuropathologies associated with mitochondrial dysfunction
such as ALS,40,43 Huntington disease,1 and glioblastoma.42

The rationale for using DCA is its well-established PDK inhibiting
activity.57,59 Pyruvate dehydrogenase kinase phosphorylates and
inactivates the E1 subunit of PDHC, reducing the flow of
glycolysis-derived pyruvate into the TCA cycle.25,34 Then, PDK
inhibition by DCA stimulates mitochondrial respiration. Although
one ormore PDK isoforms have been involved in proinflammatory
responses,25 we did not find significant changes in relative levels
of pPDH in the spinal cord after CCI or CFA induced pain,
suggesting that phosphorylation of PDHC was not affected by
pain status.

Despite the fact that increased relative pPDH, PDK2, and
PDK4 levels were previously reported at the site of CFA injection,
no changes were found in the expression and activity of PDK1-4
isoforms in the spinal cord in wild type mice.29 However,
proinflammatory metabolism is not necessarily associated to

Figure 5.DCA reducedpain-related behavior in animalswith neuropathic and inflammatory pain. (A andB) Evolution of thermal hyperalgesia for ipsilateral and contralateral
pawsofCCImice (A) andCFA-injected rats (B) treatedwithDCAor vehicle. (C)Mechanical allodynia evolution in animalswith inflammatory pain treatedwithDCAor vehicle.
Two-way ANOVA-RM, for treatment effects: for thermal hyperalgesia in neuropathic pain model (n5 4-5 animals per group), P, 0.0001, F3,145 28,08; in inflammatory
pain model (n 5 6 animals per group), for thermal hyperalgesia: P , 0.0001, F3,20 5 53,36; for mechanical allodynia: P , 0.0001, F3,25 5 20,39. Multiple comparison
results: *P, 0.05 and **P, 0.01 significantly different from ipsilateral vehicle paw. #P, 0.05, ##P, 0.01 and ###P, 0.001 significantly different fromcontralateral paws
(vehicle and DCA). ANOVA, analysis of variance; DCA, dichloroacetate.
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reduced PDHC activity (increased pPDHC levels), as was
reported for M1 macrophages in which sustained pyruvate
entrance to remodeled TCA cycle leads to accumulation of
citrate, itaconate, and succinate, necessary for proinflammatory
eicosanoid synthesis, and also to HIF-1a stabilization driving to
upregulation of glycolytic enzymes and IL-1b.12,41

As expected, significantly reduced pPDH relative levels were
found in the spinal cord after chronic DCA administration, and
importantly, the treatment reestablished the bioenergetic status
at the injury-related spinal cord when administered after pain
induction in both models. However, as the drug was systemically
administered, effects at the site of injury or other peripheral
tissues cannot be discarded. Indeed, some studies have reported
adverse side effects of DCA including peripheral neuropathy that
is associated with thermal hypoalgesia, which would counter
thermal hyperalgesia and explain our results. However, these
data come from studies using a 5-fold higher dose and
maintained for longer periods than the one we used (reviewed
in Ref. 60). Also, data related to mechanical allodynia involved
reduced PWL in accordance with our present work.

In addition to this, the improvement of mitochondrial re-
spiratory activity by DCA treatment was accompanied by an
important decline in the astrocytic marker GFAP in the injury-
related SCDH at the contralateral side level, as detected by
immunofluorescence. Accordingly, similar results showing a
decrease in astroglial reactivity after improvement of mitochon-
drial function by DCA have been previously reported by our group
in animal models of ALS.40,43 Moreover, DCA improved
mitochondrial respiration in cultured astrocytes,43 indicating that
these cells may highly contribute to reduced mitochondrial
respiration in the whole spinal cord and may be targets for DCA
treatment. These effects on glial cell metabolism are important
because they are fundamental players in neuroinflammation and
they express different PDK isoforms.24,29 Astrocytes, being
mainly glycolytic, may further enhance their glucose utilization
by increasing the pentose phosphate pathway and TCA cycle
activities under inflammatory conditions.19 Microglial proinflam-
matory phenotype is also linked to aerobic glycolytic metabo-
lism,49 because of which we cannot discard an effect of DCA on
these cells in this study. Indeed, aberrant glial cells with astrocyte
and microglial features improved their bioenergetic parameters
after DCA treatment.40 In the present work, Iba1-IR in the injury-
related SCDH was reduced by DCA treatment. However, it was
only slightly elevated in the CFA model compared to the
contralateral side and was already decreased at the time when
HRR was performed in CCI mice compared to earlier time points.
Accordingly, no changes in the proinflammatory cytokines TNF-a
and IL-1b mRNA were found at this time point among injury-
related and naive spinal cord tissue. These results are in
agreement with previous data reported for a chronic injury rat
model, where TNF-a and IL-1b were found to be augmented
during the first week after injury and by day 7 decreased to control
concentrations.37 On the contrary, increased proinflammatory
cytokine levels after 14 days post-CFA injection in rats have been
previously reported,52 although using a higher CFA dose than the
one used in this study.

Importantly, beyond its effects on pain-associated glial re-
activity and related mitochondrial function impairment, metabolic
modulation by DCA had a significant effect on mechanical
allodynia and thermal hyperalgesia. Previous work by Jha
et al.28,29 showed a relationship between the PDK/PDHC axis
and pain development using double knockoutmice lacking PDK2
and PDK4. In this work, we show for the first time that
pharmacological inhibition of PDK by systemic DCA treatment

administered after injury in wild-type rodents ameliorated both the
spinal cord neuroinflammation and pain-related behavior.

In sum, our work reveals changes in spinal cord mitochondrial
function in persistent inflammatory and chronic neuropathic pain
models. We also demonstrate that by targeting the PDK/PDHC
axis with short-term oral DCA administration after injury,
mitochondrial bioenergetic parameters improve, glial reactivity
in the spinal cord is reduced and most importantly, it can be
effective in ameliorating pain-related behavior in both pain
models. These results allow us to propose DCA as a therapeutic
alternative that contributes to pathological pain treatment, a
condition where few effective pharmacological tools exist in the
present day. The fact that this drug has been previously used in
humans is even more promising because it bridges the gap
between preclinical and clinical studies.
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