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1. RESUMEN

El dolor crénico es un problema clinico de gran impacto social y econémico en
la poblacién mundial, con pocas estrategias farmacologicas eficaces. La
reactividad glial en la médula espinal ha sido detectada en varios modelos de
dolor cronico. Nuestro grupo ha reportado que la reactividad glial en la médula
espinal que presentan los modelos animales de la enfermedad humana
Esclerosis Lateral Amiotrofica se asocia a disfuncidén mitocondrial, y que la
modulacion metabdlica por el farmaco dicloroacetato (DCA) redujo la
reactividad glial y prolongé la supervivencia de los animales afectados. En el
presente trabajo utilizamos dos modelos de dolor cronico en ratas macho
adultas. Ensayamos un modelo de dolor neuropatico por ligadura y corte del
nervio espinal L5 y un modelo de dolor inflamatorio por inyeccion intraplantar
unilateral de adyuvante completo de Freund (ACF). Los parametros evaluados
fueron la sensibilidad mecanica de los miembros posteriores utilizando los
filamentos de von Frey y la presencia y distribucién de marcadores de células
gliales (inmunofluorescencia para la deteccion de GFAP en astrocitos, e
histoquimica con lectina de tomate para marcar células microgliales) en el asta
dorsal de la médula espinal. Comparamos la respuesta encontrada en el
miembro lesionado con el contralateral, y evaluamos la eficacia del tratamiento
con DCA (500 mg/L en el agua de beber) en la modificacién de estos
parametros. En el modelo de dolor neuropatico los estudios comportamentales
mostraron una hipoalgesia ipsilateral a la cirugia, resultado que se discute en la
seccidn correspondiente e inhibié de profundizar los estudios en este modelo.
En el caso del modelo de inyeccion intraplantar de ACF observamos la alodinia
mecanica ipsilateral esperada. Aunque el analisis de los marcadores gliales en
la médula espinal, no revel6 diferencias significativas entre el asta dorsal ipsi y
contralateral a la inyeccion, en ambas astas dorsales se observé una reduccion
de esta sefal en los animales tratados con DCA. Estos resultados sugieren que
el DCA puede ofrecer una alternativa terapéutica para dolor crénico. El hecho
de que el farmaco haya sido utilizado previamente en seres humanos resulta
aun mas interesante puesto que acorta la brecha entre los estudios preclinicos

y clinicos.
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2. INTRODUCCION

2.1 DOLOR: DEFINICIONES, IMPORTANCIA Y MECANISMOS BASICOS

El dolor es un sintoma que se asocia a multiples patologias y es la causa mas

frecuente de las consultas médicas. La Asociacion Internacional para el Estudio
del Dolor (International Association for the Study of Pain, IASP), define al dolor
como una experiencia sensitiva y emocional desagradable asociada con una

lesion tisular real o posible (www.iasp-pain.org).

El dolor tiene una funcién protectora, dado que frente a un estimulo
nociceptivo (potencialmente dafiino), alerta de un dafio que debe de ser evitado
o tratado. En el estudio de la sensibilidad a los estimulos, la percepcion de
dolor, o algesia, puede presentar alteraciones en varias patologias. La
hiperalgesia se define como el aumento de la sensibilidad dolorosa frente a
estimulos nociceptivos y un menor umbral para su percepcion; la alodinia es la
percepcion de dolor frente a estimulos no nociceptivos, pudiendo ademas
presentarse el dolor espontaneo, que ocurre en ausencia de estimulos
externos (Basbaum y Jessell, 2000).

El dolor crénico es aquél que se prolonga durante mas de tres a seis meses,
0 que persiste cuando ha desaparecido la causa y se considera que debiera
haber remitido (CAPRCEIM; 2011). Aunque puede responder a multiples
causas relacionadas al envejecimiento (artritis), predisposicién genética
(migrafa), asociacion a otra enfermedad cronica (cancer, enfermedades
cardiacas), intervenciones quirurgicas (por lesiones en nervios), o lesiones
traumaticas (por ejemplo, dolor de espalda, dolor de cuello) (CAPRCEIM;
2011), el dolor cronico es reconocido como una entidad patolégica o
enfermedad en si misma porque afecta la calidad de vida de los pacientes, con
correlatos a nivel psicoldgico y cognitivo (Xu y col., 2012). Constituye ademas,
un problema de gran impacto social y econdmico, debido a los costos
generados en tratamientos médicos directos y pérdida en la productividad de
los pacientes (Dworkin y col., 2010). El dolor, y la intensidad con que se percibe
son subjetivos, y estan influenciados por factores bioldgicos, sociales y
emocionales. Esta naturaleza individual y subjetiva del dolor es uno de los

factores que dificulta su definicion, evaluacién y tratamiento clinico (Basbaum y
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Jessell, 2000; Finnerup y col., 2013). Mas aun, la poca medicacion disponible
para su tratamiento se asocia a una serie de efectos colaterales indeseables
(Montes y Retamoso, 2012).

En relacion a los mecanismos subyacentes al dolor, su percepcién depende de
receptores (nociceptores) y vias neurales especificas. La deteccion del
estimulo nocivo, denominada nocicepciodn, esta a cargo de los nociceptores,
que son las terminaciones libres de la prolongacion periférica de un grupo de
neuronas sensoriales (neuronas aferentes de primer orden) cuyo cuerpo se
localiza en los ganglios de las raices dorsales medulares y en los ganglios
trigeminales. Estas neuronas pseudomonopolares son las encargadas de la
transduccion, conduccion y transmisién del estimulo nocivo. Sus axones son de
dos tipos: 1) fibras AJ, responsables del primer dolor (agudo) que aparece
frente a un estimulo nociceptivo, o 2) fibras C, responsables del dolor mas
sordo y duradero que le sigue (Purves, 2008). Las prolongaciones centrales de
las neuronas nociceptoras ganglionares son las fibras aferentes nociceptivas,
que terminan en el nucleo sensitivo trigeminal del tronco encefalico o en el asta
dorsal de la médula espinal, donde hacen sinapsis con neuronas de proyeccion
localizadas en las laminas | y Il. A partir de ahi, la informacion continua al
tronco cerebral y en ultima instancia, a la corteza cerebral, donde se genera la
percepcion del dolor. EI dolor es el producto del procesamiento de centros
superiores del cerebro (Purves, 2008).

Entre los mecanismos neurales responsables de la hipersensibilidad al dolor,
tenemos en primer lugar, la sensibilizacion periférica causada por
mediadores inflamatorios en las terminales periféricas de las neuronas
sensoriales (Sandkuhler, 2009). El proceso inflamatorio, provocado por el
reclutamiento de células inmunocompetentes y la generaciéon de radicales
libres, lleva a la liberacion de al menos tres importantes mediadores del dolor:
el factor de necrosis tumoral (tumor necrosis factor, TNF), la interleuquina 1
(IL-1B), y el factor de crecimiento nervioso (nerve growth factor, NGF). Todos
estos factores son capaces de activar y sensibilizar a las neuronas nociceptivas
y de ese modo estarian contribuyendo al dolor continuo e hiperalgesia. Esto ha
sido fundamentado por observaciones electrofisioldgicas que demuestran que
la administracion aguda de todos estos agentes puede sensibilizar a las

aferentes nociceptivas a los estimulos térmicos y quimicos (McMahon y col.,
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2005). En segundo lugar, se describe un mecanismo de sensibilizacion
central provocado por un aumento en la eficacia sinaptica a nivel de la médula
espinal, consecuencia de la plasticidad quimica, estructural y funcional de las
neuronas del asta dorsal de la médula espinal (Sandkuhler, 2009).

Dos ejemplos de dolor cronico ampliamente estudiados son el dolor
inflamatorio y el neuropatico. El dolor inflamatorio o nociceptivo, generado
tras lesiones o dafos de tejidos, como fractura dsea, neuropatia periférica y
artrosis, entre otras, es uno de los sintomas clinicos mas comunes. La alodinia
mecanica e hipersensibilidad térmica que genera estarian relacionadas con
mediadores inflamatorios, y otras sefiales quimicas liberadas desde los tejidos
lesionados, que alterarian el umbral de los nociceptores y la excitabilidad de las
neuronas de la médula (Kidd y Urban, 2001; Xu y col., 2013).

En cuanto al dolor neuropatico, se define como un dolor causado por una
lesion directa o enfermedad que afecta al sistema somatosensorial, tanto
central como periférico (Treede y col.,, 2008). Las formas mas comunes de
dolor neuropatico incluyen las radiculopatias, la neuralgia del trigémino, la
neuropatia diabética dolorosa, la neuralgia postherpética, el dolor neuropatico
inducido por radiacion y quimioterapia, el dolor postaccidente cardiovascular y
el llamado sindrome doloroso regional complejo, entre otros. El dolor
neuropatico puede presentarse como una sensacion quemante, persistente y/o

lancinante, dolor espontaneo, alodinia e hiperalgesia (Baron y col., 2010).

2.2 MODELOS ANIMALES DE DOLOR

El ritmo de avance en la comprension del dolor se ha acelerado enormemente

por el desarrollo de modelos animales que reflejan algun elemento de los
sindromes clinicos del dolor. Existen numerosos modelos animales (la mayoria
en rata y raton) para el estudio del dolor persistente o cronico. Se han
desarrollado modelos de dolor superficial, articular, muscular, postquirurgico,
orofacial, tumoral, etc. Los mecanismos patolégicos involucrados son
fundamentalmente de tipo inflamatorio y neuropatico, o en algunos casos
involucran ambos (NRCCRAPLA-A, 2009).

En los modelos de dolor inflamatorio, el dolor es inducido mediante inyeccion
(frecuentemente en uno de los miembros posteriores) de diversos agentes que

provocan inflamacién en el sitio de inyeccion, tales como formalina,
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carragenina, zymosan, etc, siendo el adyuvante completo de Freund (ACF) uno
de los mas empleados. La Mycobacterium tuberculosis contenida en el ACF
produce una respuesta inflamatoria a través del sistema inmune adaptativo
(Freud, 1947). El modelo de inyeccién intraplantar de ACF fue descrito por
Stein y col. (1988) buscando un modelo alternativo al de la poliartritis por
inyeccion de este inmundégeno que no provocara alteraciones sistémicas tan
severas.

En el caso de los modelos de dolor neuropatico, las estrategias se
subdividen en: 1) aquellas en que se induce a nivel central, por trauma, injuria
quimica o inflamaciéon en la médula espinal y 2) las que se induce a nivel
periférico, que consisten en la ligadura, constriccion o transecciéon parcial de
nervios (NRCCRAPLA-A, 2009). En la mayoria de los modelos utilizados en la
actualidad, las alteraciones son realizadas en un miembro posterior, causando
un dafo parcial en los nervios periféricos o espinales (Gomez-Barrios y
Tortorici, 2009). Entre los modelos mas empleados para generar un trauma
mecanico en los nervios figuran la constriccion créonica del nervio (CCN)
(Bennett y Xie, 1988), la ligadura parcial del nervio ciatico (LPN) (Seltzer y col.,
1990), la ligadura del nervio espinal (LNS) (Kim y Chung, 1992) y la ligadura
neural por omision (LNO) (Decosterd y Woolf, 2000). Estos modelos producen
signos conductuales caracteristicos del dolor neuropatico, que también son
observados en los pacientes con este tipo de patologia (Gomez-Barrios y
Tortorici, 2009). En el caso del modelo de LNS se genera un dafio en los
nervios espinales L5 y L6 (antes de su entrada al nervio ciatico), por medio de
una ligadura muy ajustada que provoca su seccion transversal (Kim y Chung,
1990), lo que reduce en mas de un 50% la inervacion de los miembros
posteriores, afectando incluso a los ganglios dorsales vecinos. Este modelo es
significativamente mas invasivo que el de CCN e induce conductas
nociceptivas por un tiempo mas prolongado (Gémez-Barrios y Tortorici, 2009).
Tipicamente en todos estos tipos de modelos se estudian la hiperalgesia y la
alodinia inducidas mediante la aplicaciéon de estimulos térmicos o mecanicos,
que son los mas utilizados para determinar el grado de nocicepcion en los
animales de experimentacion (NRCCRAPLA-A, 2009). El desarrollo de estos

modelos ha permitido dilucidar los mecanismos subyacentes de esta patologia,
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el disefio de estrategias terapéuticas y el diagndstico acertado de la

enfermedad (Gémez-Barrios y Tortorici, 2009).

2.3 ROL DE LAS CELULAS GLIALES EN EL DOLOR

Durante mucho tiempo se ha reconocido que una variedad de células no

neuronales podria desempefar un papel importante en iniciar y modular la
actividad de los nociceptores aferentes primarios a través de la liberacién de
distintos mediadores. Una fuente de tales mediadores son las células del
sistema inmune reclutadas en los sitios de lesion periférica e inflamacion
(Marchand y col., 2005; Skaper y col., 2013), pero mas recientemente ha sido
reconocida la influencia de las células gliales del sistema nervioso central
(SNC), que incluyen algunas células del sistema inmune, tales como microglia,
pero también los astrocitos y oligodendrocitos, en el procesamiento y
modulacion del dolor (McMahon y Malcangio, 2009). El término glia se refiere a
un conjunto diverso de células especializadas que se encuentran tanto en el
sistema nervioso periférico (SNP) (células de Schwann, glia satélite, glia
perineural) como en el SNC (astrocitos, oligodendrocitos, microglia) (Kriegstein
y Alvarez-Buylla, 2009). Las células gliales, de particular importancia en
nuestro caso los astrocitos y microglias, constituyen la poblacién mas
numerosa del SNC, superando ampliamente a las neuronas. Los astrocitos
ofrecen sostén estructural, metabdlico y trofico a las neuronas ademas de
participar en su actividad sinaptica (Parpura y Verkhratsky, 2012). Expresan un
gran numero de receptores de neurotransmisores y ellos mismos pueden
liberar neurotransmisores como el glutamato, D-serina o adenosina trifosfato
(ATP), en respuesta a la elevacion de la concentracion de calcio intracelular.
Los astrocitos se encuentran comunicados entre si a través de uniones gap,
que los acopla metabdlicamente, formando redes por las que se propagan y
redistribuyen los niveles intracelulares de calcio y de otros iones. Ademas,
estas células responden al ATP a través de la activacion del receptor
purinérgico P2Ycon generacion de Inositol trisfosfato (IP3) y elevacion de calcio
intracelular. Esto puede modular la neurotransmisién y la plasticidad sinaptica
(Haydon, 2001). Por su parte, las células microgliales incluyen los macréfagos
residentes del SNC, que en condiciones normales desempenan la vigilancia

inmune del sistema nervioso exhibiendo procesos ramificados y moviles
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(Lobsiger y Cleveland, 2007) y expresan receptores para los componentes del
complemento, receptor Fc para IgG y bajos niveles de moléculas inmunes de
superficie celular (McMahon y Malcangio, 2009).

La reactividad glial es una respuesta que ocurre en situaciones de injuria
aguda o cronica al SNC y/o tejidos periféricos, incluyendo el dolor crénico (Ji y
col., 2013) y las enfermedades neurodegenerativas, como la Esclerosis Lateral
Amiotrofica (ELA) (Rowland y Shneider, 2001; Barbeito y col., 2004). En la
poblacion astrocitaria esta reactividad o astrogliosis se caracteriza por aumento
de la proliferacion, cambios morfolégicos (hipertrofia y desarrollo de
prolongaciones mas gruesas), incremento o redistribuciéon de la proteina acida
fibrilar glial (GFAP) y producciéon de diversos factores de crecimiento y
citoquinas (Wang y Bordey, 2008; Sofroniew y Vinters, 2010). También ocurre
activacion de la microglia; sus cuerpos celulares aumentan de tamano, las
prolongaciones se vuelven mas gruesas y las ramas distales se ramifican
menos; estos cambios morfolégicos son acompafnados por un incremento de la
actividad fagocitica y migratoria y la expresién génica de muchos receptores y
citoquinas (Wen y col., 2011; Zhuo y col., 2011).

En diversos modelos de dolor, incluyendo los inducidos periféricamente, se
observa 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
mas generalizados. Tanto astrocitos como microglias participan activamente en
la iniciaciébn y mantenimiento de la facilitacion del dolor inducido por la
inflamacién y el dafo, ya sea en los tejidos periféricos, los nervios periféricos,
los nervios espinales o directamente en la médula espinal (Raghavendra y col.,
2004; Tiwari y col., 2014). Dado que el dolor se transmite unicamente por la
neurotransmisién en los circuitos neuronales, las células gliales reactivas
deben interactuar con las neuronas para modular la sensibilidad al dolor (Ji y
col., 2013). Luego de una lesioén, las descargas espontaneas de las aferentes
primarias resulta en la liberacion de ATP, quimiocinas (CCL2, CCL21,
CX3CL1), metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9), neuregulin 1(NRG1), y del
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CRGP) dando lugar a la
activacion de la microglia en el asta dorsal de la médula espinal. La microglia
espinal expresa receptores para ATP (P2X4, P2X7, P2Y6, P2Y12), para
quimiocinas (CX3CR1, CCR2) y para NRG1 (ErB2). La activacion de estos
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receptores induce la fosforilacion de p38 y ERK (fase temprana) en microglia,
que conduce a la produccion y liberacion de las citoquinas proinflamatorias
(TNF-a, IL-1B, IL-18) y el factor de crecimiento BDNF, y la consiguiente
sensibilizacion de las neuronas del asta dorsal (Ji y col., 2013).

Los astrocitos pueden ser activados tanto por mediadores microgliales (TNF-a
y IL-18), como por mediadores astrociticos (MMP-2 y bFGF), que generan la
fosforilacién de JNK y ERK-P en astrocitos. Esta activacion de los astrocitos
resulta en la posterior produccién y liberacidn de quimioquinas y citoquinas
(CCL2, IL-1B). Los astrocitos también liberan ATP y glutamato después de la
activacién de sus hemicanales (Cx43 y PNX1) (Ji y col., 2013). Ademas, la
regulacion a la baja de los transportadores GLT1 de astrocitos provoca la
disminucién en la captacién astrocitica de glutamato. La liberacion de
mediadores astrocitarios (CCL2, IL-1b y glutamato) puede provocar
sensibilizacion central mediada por receptores NMDA, y mantener aun mas la
activacién microglial. De esta manera, todos estos acontecimientos terminan en
la modulacion de la transmision sinaptica excitatoria en los sitios pre-, post- y
extrasinapticos por mediadores gliales (Ji y col., 2013). Los efectos de estas
células gliales pueden surgir a distancia, es decir, en zonas del SNC bastante
alejadas del foco de la lesion o enfermedad. El sistema nervioso es capaz de
iniciar sefiales que alteran la funcion de estas células gliales, y al ser
reclutadas, éstas a su vez regulan la funcion neuronal. Esta idea se ha
arraigado en el campo del estudio del dolor produciendo una un notable
incremento en el interés en la investigacion en este fendmeno (McMahon y
Malcangio, 2009).

De todo lo anterior se desprende que las relaciones neurona-glia y glia-glia
participan en la generacion y mantenimiento del dolor cronico y, aunque sus
multiples mecanismos distan de estar totalmente aclarados, las estrategias
dirigidas a modificar el fenotipo glial podrian resultar efectivas para su
tratamiento. En este sentido, nuestro grupo de investigacion, liderado por la
Dra. Patricia Cassina, ha demostrado que en modelos de ELA, los astrocitos
reactivos presentan una remodelacion metabdlica que incluye disminucion de la
actividad respiratoria mitocondrial asociada a una capacidad téxica para las
neuronas, los que reducen la supervivencia de motoneuronas en cocultivo
(Cassina y col., 2008).
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Teniendo en cuenta la disfuncion mitocondrial observada en la ELA, Miquel,
Cassina y colaboradores ensayaron, como estrategia terapéutica alternativa, la
estimulacién de la actividad mitocondrial a través de la facilitacion del aporte de
sustratos a la cadena respiratoria (Miquel, Cassina y col., 2012).

El metabolismo de la glucosa puede terminar con la glucolisis en el citosol
(convirtiendo piruvato a lactato) o continuar con la oxidacién del piruvato en la
mitocondria. Esto depende del control del complejo enzimatico piruvato
deshidrogenasa (PDH), localizado en la matriz mitocondrial, que media la
formacion de acetil-coenzima A a partir de piruvato. El acelticoenzima A es
sustrato para el ciclo de Krebs, el cual alimenta la cadena de transporte de
electrones responsable de la sintesis de ATP y el consumo de oxigeno. La
actividad de la PDH es inhibida por fosforilacion por la PDH kinasa (PDK) (Patel
y Roche, 1990). EI DCA es un organohaluro que ha sido utilizado para el
tratamiento de mitocondriopatias en humanos debido a su capacidad para
estimular el metabolismo mitocondrial, ya que inhibe la PDK, manteniéndola en
su estado no fosforilado cataliticamente activo, facilitando la oxidacidon aerdbica
de la glucosa, estimulando de esta forma la actividad mitocondrial (Stacpoole y

col., 2006). En la figura 1 se esquematiza el sitio de accién del farmaco.

En el sistema nervioso central, el DCA estimula la oxidacién de glucosa y
lactato a CO2 y reduce la liberacion de lactato principalmente en astrocitos,
porque son las células que habitualmente realizan glucolisis anaerobia. Por el

contrario casi no tendria efectos sobre las neuronas debido a la

®-PDH

(inactivo) Figura 1: Sitio de accion
del dicloroacetato. El DCA
PDH PDH L . . .
kmas fosfatasa inhibe la enzima mitocondrial
Cuerpos piruvato deshidrogenasa
cetonlcos i i

PDH kinasa (PDH kinasa; PDK),

Glucosa —+—+- Plruvato (activo) Acetil-CoA _. deci'(ﬁ'gbs manteniéndola en su estado
no fosforilado cataliticamente
COA Co, Lipidos : -
activo, facilitando la
NADH + H* NADH + H* oxidacion aerdbica de la
NAD* NAD* glucosa (tomada de Miquel,

Cassina y col., 2012).
Lactato

compartimentacién del metabolismo de la glucosa entre neuronas y astrocitos
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(Itoh, 2003). La fraccién de la PDH total que se encuentra en la forma
fosforilada, inactiva, es usualmente mayor en los astrocitos que en las
neuronas, situacion que favorece la exportacién de lactato desde los astrocitos
hacia las neuronas, lo cual puede ser modulado por el DCA (ltoh, 2003).
Aunque los mecanismos por los cuales la reversion de la remodelacion
metabdlica reduce la reactividad glial no han sido esclarecidos, el tratamiento
con DCA reduce la reactividad glial en la médula espinal y mejora los sintomas
motores en ratones portadores del gen de la SODG93A, utilizados como
modelo animal de ELA (Miquel, Cassina y col., 2012).

Dado que en los modelos de dolor crénico se detecta reactividad glial en el asta

dorsal medular, seria de interés evaluar la eficacia de tratamientos dirigidos a

modular la reactividad glial en estos modelos.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

Tomando en cuenta los antecedentes expuestos, en la presente tesis
trabajamos para comprobar la hipotesis de que el tratamiento oral con DCA
seria capaz de reducir la gliosis en la médula espinal y disminuir la alodinia que

caracteriza a los modelos de dolor crénico.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:

El objetivo general de este trabajo fue poner a punto dos modelos de dolor

crénico, uno inflamatorio y otro neuropatico, en los cuales estudiar el efecto de
la modulacion metabodlica con DCA sobre la reactividad glial y la alodinia

mecanica.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Los objetivos especificos planteados fueron los siguientes:

1. Establecer y caracterizar conductual e histologicamente de dos modelos de
dolor cronico descritos en la literatura, uno inflamatorio por inyeccién
intraplantar de ACF y uno neuropatico por lesion de la raiz L5.

2. Analizar los efectos del DCA sobre la alodinia mecanica en los modelos
establecidos.

3. Evaluar el efecto del DCA sobre la reactividad glial que aparece en la
meédula espinal de los animales sometidos a dolor cronico.

4. Establecer la relacion entre los cambios en el comportamiento de alodinia

con los cambios en la gliosis reactiva.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 ANIMALES

Se utilizaron machos adultos de ratas Wistar, de entre 200 y 250 g de peso al

inicio de los experimentos, los cuales fueron adquiridos y mantenidos en la
Unidad de Reactivos Bioldgicos de Experimentacion (URBE) de la Facultad de
Medicina en un ciclo luz-oscuridad (12h/12h), en dase al protocolo de la
Comisién Honoraria de Experimentacién Animal (CHEA) (protocolo
experimental numero 071140-000375-13).

5.2 MODELOS DE DOLOR CRONICO

5.2.1 Modelo de dolor inflamatorio

Un grupo de animales (n=6) fueron inmovilizadas con un pafo de algodén y
exponiendo el miembro posterior derecho. Se inyectaron 50ul del agente
inmunégeno adyuvante completo de Freund (ACF; 1ug/ul; Sigma) entre las
almohadillas plantares (ver sitio marcado en la figura 3). EI ACF provoca
inflamacion e hiperalgesia local desde el primer dia tras la inyeccion y durante
15 dias. Dado que el objetivo del modelo es obtener una respuesta nociceptiva
aumentada, no se utlilizan métodos analgésicos es este procedimiento. No
obstante, este modelo es ampliamente utilizado en la literatura cientifica y el
dolor generado, no resulta paralizante para el animal (Raghavendra y col.,
2004; Clarky col., 2007).

Soluciones:

- ACF (1pg/ul) Sigma

Materiales:

- Jeringa con aguja de 27G

5.2.2 Modelo de dolor neuropatico

Otro grupo de animales (n=6) fueron destinados al modelo de dolor

neuropatico. Previo a la cirugia fueron anestesiados con una soluciéon de
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Ketamina (90 mg/kg) - Xilazina (10 mg/kg) intraperitoneal. Con el animal en
decubito ventral se realiz6 la asepsia (etanol 70°) y rasurado de la piel de la
region dorsal lumbar derecha. Se trazd una incision anteroposterior de 1cm de
longitud en la zona lateral a la columna, primero en la piel, y luego en el
musculo para localizar el inicio del nervio ciatico. Este ultimo esta compuesto
por los nervios espinales lumbares L4, L5 y L6, los cuales se van uniendo a
medida que emergen de sus respectivos agujeros de conjugacion. Siguiendo el
trayecto del nervio ciatico desde caudal a cefalico, se localizaron L6, L5 y L4.
Se expuso y se ligé L5 con hilo de sutura y se corto distal a la ligadura (ver el
esquema de la figura 2). Para terminar la intervencién quirurgica se suturé el
musculo y la piel, se limpidé la zona con iodoféon y se dejé recuperar a los
animales durante 4 dias antes de realizar los test sensoriales (Chaplan y col.,
1994).

En ambos modelos el miembro contralateral al que se realizé el procedimiento

se utiliz6 como el control absoluto en los experimentos.

Ganglios
dorsales
Figura 2: Modelo de dolor
neuropatico: Los nervios espinales
lumbares L4, L5, L6 se unen para
formar el nervio ciatico. La ligadura
y corte distal de L5 marcadas en
rojo elimina las fibras provenientes
de este segmento medular,
manteniendo la contribucién de L4
y L6 que transmiten los estimulos y
respuestas del miembro posterior.

5 0L &

Nervio sural

Nervio tibial

S_oluciones:
- Ketamina (90 mg/kg) - Xilazina (10 mg/ kg)
- Etanol 70°
- lodofén
Materiales:
- Jeringa de 1ml con aguja de 27G
- Material de diseccion: tijeras, pinzas, bisturi e hilo de sutura

- Algodén
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5.3 TRATAMIENTO

Tanto en el modelo 1 como en el 2, los animales fueron subdivididos al azar en

dos grupos (n=3 por grupo), uno de los cuales recibié en el agua de beber DCA
(500 mg/L, Sigma) y el otro recibié solo agua siendo asi el grupo control. Se
preparé una solucion fresca de DCA dos veces por semana y se controlo el
volumen total consumido para asegurar una dosis constante, comprobando
también que no hubiera diferencias en la ingesta de agua entre el grupo control
y el tratado con DCA (Miquel, Cassina y col., 2012).

El tratamiento se extendié desde el dia de la inyeccion o la cirugia hasta su
sacrificio en el dia 18 post-inyeccion para el modelo 1 y el dia 25 post-cirugia

en el caso del modelo 2.

5.4 EVALUACION DE LA INFLAMACION

Se utilizé un calibre con el cual se realizaron medidas de las patas posteriores

de los animales inmovilizados en forma similar que para la inyeccion de ACF.
Tomando el momento de la inyeccion de ACF como dia 0, se realizaron
medidas a lo largo del experimento en los dias: -1 (basal: 1 dia previo a la
inyeccion), 1, 3, 8 y 13. En cada pata se midié, como se muestra en la figura 3:

a) la longitud, distancia entre

la articulacion tibiotarsal y las
almohadillas  anteriores, b)
ancho, medido a nivel de las
almohadillas medias, y c¢)

espesor, medido al mismo

nivel que el ancho. Estos
q Figura 3: Regioén plantar de pata posterior de un

datos se utilizaron para | animal mostrando el sitio de medicion de los
lcul | | d parametros longitud y ancho. La flecha roja indica
caicular €l volumen de un el sitio de inyeccion.

prisma rectangular que se

tomd como representativo del

volumen de la region a evaluar.
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5.5 TEST DE COMPORTAMIENTO

5.5.1 Filamentos de Von Frey.

Para evaluar la sensibilidad mecanica se utilizaron los filamentos calibrados de
Von Frey. Estos son fibras de nylon flexibles de diferentes diametros (ver la
figura 4, A y B) que ejercen niveles de fuerza definidos.

Los filamentos llevan su nombre en honor a Max von Frey, quien hace mas de
un siglo, precisamente en 1896, describid por primera vez el uso de pelos de

diferente rigidez para el examen de |la

sensibilidad tactil en el ser humano (von Frey, —
Tabla 1: Fuerza ejercida por

1896). Este método se basa en el principio | los filamentos de Von Frey de
.- Py la serie utilizada.
fisico de que wuna columna elastica, al

t .y def , Ne de Fuerza
someterse a compresion, se deformara Crlan . (A ot)
elasticamente a una fuerza especifica, 15 3,26
dependiente de la longitud, el diametro y el 16 4,62
moédulo del material (Ley de pandeo de 17 6,52
Euler). Una vez comprimida, la fuerza 18 9,23
impartida por la columna es bastante 19 13
constante, independientemente del grado de 20 18,5
pandeo. Por tanto, los filamentos se pueden 21 461
utilizar para aplicar una gama de fuerzas a la 22 36,9
piel de un sujeto, a fin de encontrar la fuerza a 23 52,2

la que el sujeto reacciona por la sensacion

dolorosa. Originalmente, von Frey utilizé pelos humanos y cerdas de animales
con diametros y longitudes diferentes. Los pelos se fijaban en angulo recto a un
extremo de una varilla de madera fina. Madera y pelos mas tarde fueron
sustituidos por acrilico y fibras sintéticas. Hoy en dia, los filamentos de von
Frey son ampliamente utilizados en la evaluacion clinica de pacientes y en
investigacion en modelos animales de dolor (Fruhstorfer y col., 2001).En
nuestro caso utilizamos una serie de 9 filamentos, del N° 15 al 23, y cuyas

fuerzas en gramos se presenta en la tabla 1.
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Figura 4: Test sensorial. Ay
B: Fotografias de los
filamentos de Von Frey
utilizados. Los animales se
colocan individualmente en
cubos acrilicos (C) con una
rejilla en su base que permite
al experimentador la
accesibilidad de los
filamentos a la superficie
plantar de los animales (D)
para provocar el estimulo.

5.5.2 Presentacion del estimulo

La prueba se realizé solo durante la parte del dia del ciclo circadiano (06:00-
18:00 h). Para llevar a cabo el test de comportamiento, los animales se
colocaron de forma individual en cubiculos acrilicos con una rejilla en su base
como se muestra en la figura 4 (C y D), Esta rejilla permite la introduccion de
los filamentos por parte del experimentador para provocar el estimulo. Previo a
la realizacion del test, los animales se dejaron aclimatar durante 30 minutos
dentro de los cubiculos acrilicos. Durante este periodo y durante la realizacion
del test la habitacion se mantuvo con temperatura y sonoridad controlada para
evitar la interferencia de otros estimulos en los experimentos.

Luego de la aclimatacion, los filamentos calibrados de Von Frey fueron
aplicados en el centro de la planta de cada miembro posterior de forma
perpendicular a la superficie con suficiente fuerza para causar un ligero
pandeo. El estimulo fue mantenido durante 8 segundos y se observo si en ese
periodo el animal presentaba un cambio de comportamiento en respuesta al
mismo. La retirada brusca de la pata, lamida de la pata y/o vocalizacién se
tomaron como respuestas positivas. Las retiradas de la pata por simple
locomocion se tomaron como respuestas ambiguas, en estos casos se repitio
el estimulo presentado luego de unos segundos de descanso (Chaplan y col.,
1994).
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5.5.3 Calculo del umbral de dolor: Método “up-down” de Dixon

El test tiene la finalidad de encontrar un umbral de respuesta frente a los
estimulos presentados, para poder comparar un sector que presentd una lesion
o inflamacién con un sector no lesionado, o evaluar si existen cambios con el
tiempo, o ante distintos tratamientos. Para calcular este umbral utilizamos el
método “up-down” de Dixon (1980). El test consisti6 en aplicar series de
estimulos de fuerza consecutivamente creciente o decreciente (up-down)
dependiendo de la respuesta al estimulo inicial que corresponde al filamento
del medio de la serie. Entre estimulos consecutivos se dejan intervalos de 30
segundos, lo que permite la resolucion evidente de las respuestas de
comportamiento a los estimulos anteriores. Las series se repitieron como se
describe a continuacién y el “umbral de dolor” para cada miembro posterior
analizado se obtuvo calculando el umbral de respuesta de 50 % o LD 50% (asi
denominado por extensién de la dosis letal 50 utilizada para estudios
farmacologicos), que corresponde al estimulo minimo requerido para
provocar el 50% de las respuestas positivas (Chaplan y col., 1994).
Descripcion del método y registro de las respuestas:

El estimulo inicial es siempre el filamento del medio de la serie, en nuestro
caso el filamento N° 19 (ver la tabla 1) y los estimulos siguientes se aplicaran
en forma consecutiva. El filamento que se utiliza en cada estimulo siguiente
sera el inmediato en la serie, de mayor o menor fuerza dependiendo de la
respuesta previa: en ausencia de respuesta positiva frente a un estimulo, se
presenta el filamento de mayor fuerza inmediato en la serie; si la respuesta es
positiva, se presenta el filamento de menor fuerza mas cercano en la serie. Las
respuestas a los estimulos presentados se registran en una planilla, usando por
convencion, X para las respuestas positivas y 0 para cuando no responde. Se
utiliza una planilla para cada miembro a testear. La planilla consta de 9
columnas, cada una correspondiente a un filamento y 5 filas que corresponden
a las series de estimulos que se repiten.

Las respuestas iniciales se registran en la primera fila, en su interseccién con la
columna del correspondiente filamento. La serie finaliza cuando el perfil de
respuesta cambia, (si el animal venia respondiendo positivamente a los

filamentos decrecientes y al siguiente no responde, o en el caso contrario, en
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que el animal no responde a filamentos de peso creciente y en el siguiente
responde). Luego de este ultimo registro, se comienza una nueva serie con el
filamento inmediatamente consecutivo previo al que generé el cambio del
patron de respuesta; las observaciones se anotan en la segunda fila, y a partir
de aqui se registran las respuestas en una nueva fila, hasta llegar a la quinta

en donde termina el test. La figura 5 A muestra un ejemplo de estos registros.

A B
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Figura 5: Tablas de registro de respuestas siguiendo el método “up-down” de Dixon.
Se muestra el curso temporal del aspecto de la tabla a medida que se presentan los
estimulos para dos ejemplos de respuesta. Los numeros en naranja a la izquierda de las
planillas indican el orden del estimulo en el test. Como se observa en el 1° de cada ejemplo,
se comienza con el filamento del medio de la serie (N° 19) y se registra la respuesta en la
primera fila (X si es positiva, 0 si no hay respuesta). Las flechas de colores indican la
direccion en que se presentara el siguiente estimulo: las azules cuando disminuye el
estimulo, las verdes cuando el siguiente estimulo sera de mayor fuerza. En cada serie, ante
una respuesta positiva se disminuye el estimulo siguiente, y si no hay respuesta se aumenta
la fuerza. Ante un cambio de patrén, como ocurre frente al tercer estimulo (filamento 17) en A,
se presenta nuevamente el estimulo previo (filamento 18 en este caso) y se registra en la fila
siguiente, hasta terminar en la quinta fila. Este método “up-down” genera al final del test un
patron de respuesta. Si el patron de respuesta no cambia al llegar al final de la primera serie
(siempre responde positivamente hasta llegar al filamento 15, o no responde aunque se
llegue al 23), se cambia de fila comenzando con el filamento previo al del Ultimo estimulo,
como se muestra en B para un caso de ausencia de respuesta ante todos los filamentos
utilizados en el test.
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En el caso de que la respuesta siempre sea igual (solo 0 o solo X) se completa
la primera fila y luego se va pasando a las siguientes como se muestra en la
figura 5B.
Este método implica que el numero de veces que se estimula a la pata de un
animal, esta determinado por su propio patréon de respuestas, y puede variar
con respecto al numero de estimulos al que se sometié otro animal, e incluso al
de la otra pata del mismo individuo.
Al alinear los 0 y X de la planilla, se obtiene lo que denominamos el patrén de
respuestas para cada miembro analizado (figura 6A, B). Basado en este
patrén y el peso del ultimo filamento ejercido, se calculara el umbral de
respuesta del 50% o LD 50% con la siguiente férmula:

LD 50% = 10X/ +kd)
- 0 es una constante para todos los animales estudiados que corresponde al
promedio de las diferencias logaritmicas de los pesos en gramos de los
filamentos utilizadas en el test (figura 6D) (Chaplan y col., 1994; Dixon, 1980).
Los factores Xfy K dependen de la respuesta individual al test; cada miembro

posterior de cada animal estudiado va a tener sus correspondientes Xfy K,

A
15 | 16 (17 [ 18 |19 | 20 | 21 | 2 | 23 Figura 6: Calculo del umbral
0==tp X por la LD 50. En el ejemplo de
x4 planilla representado en A, el
x4 patrén de respuesta obtenido se
0% muestra en B, asi como el peso
a ejercido por el ultimo filamento
. utilizado. Estos elementos son
STOP . ,
B c necesarios para el calculo de la
Patron de respuesta] 000K00 ] LD 50% cuya férmula se muestra
S R "LD 50% = 1009 + %9 en C. Xfes el logaritmo en base
Diimo Skamonto: 160 2lom) | 10 del peso del tltimo filamento
D presentado, é es una constante
hair no mN gramos  valor LOG  diferencialOG para t'OdOS los animales del_
15 32 3,26300188 0,5136293 -0,1509482 experimento, ya que se obtiene
16 45,3 4,61931444 0,6645775 -0,1500818 del promedio de las diferencias
17 64 6,52618376 0,8146593 -0,1504686 Y
18 90,5 9,22843173 0,9651279 -0,1505614 logaritmicas de los pesos en
19 128 13,0523675 1,1156893 -0,1504686 gramos de todos los filamentos
20 181 18,4568635 1,2661579 -0,1505614 de | . ¢
21 256 26,1047351 1,4167193 -0,1504686 € la sene, como se muesira en
22 362 369137269 1,5671879 -0,1505614 D; y Kes el valor obtenido de la
= R s LR tabla de Dixon segun el patron de
-0,150514998 respuesta que se muestra en la
| ,
figura 6. D
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- Xf es el logaritmo en base 10 del peso del ultimo filamento utilizado.

- K es un valor que se obtiene de la tabla de Dixon (Figura 7) segun el patrén

de respuesta. Para obtener el valor de K, en primer lugar, se divide el patron de

respuestas obtenido en dos partes. Dependiendo de si se comenzd por

caracteres 0 o caracteres X, la primer parte del patrén se busca en la fila

superior (0) o inferior (X) de la tabla; la cantidad de caracteres de esta parte del

patron depende de cuantas veces se repitio la misma respuesta que al

filamento inicial en la primer serie. La secuencia restante se busca en los

Table 7 Maximum Mkelihood estimates of LDgq"

k for wst series whose first partis

valor de K se multiplica por -1. Modificado de Dixon, 1980.

Second part Standard error
N ofseties : O = 00 000 0000 of LDsp
2 X -0.500 -0388 -0.378 -0.377 0 08840
3 X0 0842 089 08% 08% ox 07 o
XX -0.J78 0000 002 0028 00
4 X00 0499 0314 0315 0315  OXX 0.670
X0X -0.500 -0439 -0432 -0432 0X0
XX0 1900 1122 1139 1L.140 00X
XXX 0.)94 0449 0500 0.506 000
s X000 -0.})57 ~0.154 =0.54 -0.154 OXXX 0.610
X00X -0.878 -0.861 -~0860 -0.860 OXXO
X0X0 0101 0.237 0.741 0.741 OX0X
X0XX 0084 0.169 0.81 0.182 0X00
XX00 0j0s 0372 0380 0.381 00XX
XX0X 0.305 -0.169 ~0.144 ~0.142 00X0
XXX0 1388 1500 1544 1549 000X
XXXX 0455 0897 0985 1.000*! 0000
6 X0000 -0447 -0.547 -0547 -0.547  OXXXX 0564
X000X  ~1.}50 -1.247 -1246 ~1.246 0XXX0
X00X0 0372 0380 0381 0381 0OXXO0X
X00XX -0469 -0.144 -0.142 -0.142 0XX00
X0X00 oM 0039 0040 0.040 OXOXX
1XOXOX-¥ -0.458 0453 -0453  OXOXO
XOXXO ey~ 1.237 1247 1.248  OXO00X
XOXXX 0611 072 0756 0758 0X000
XX000 0296 -0.266 -0263 =-0.263 00XXX
XX00X  -0.831 -0.763 =0.753 -0.752 00XX0
XX0X0 0.831 0.935 0952 0.954 00X0X
XX0XX 0296 0463 0500 0.504*! 00X00
XXX00 0500 0648 0.678 0.681 000XX
XXXOX -0.043 0.187 0.244 0.252*' 000X0
XXXX0 1.603 1917 2000 2.014*' Q000X
XXXXX 0893 1329 1465 1.49%'' 00000
X XX 00X 00X PR
~k for series whose first part is of series

Figura 7: Tabla de Dixon para la obtenciéon de K. El patrén de respuesta obtenido en la
figura 5 (0XXX00) se divide en dos partes. La primera parte contiene los caracteres
iniciales antes de mostrar un cambio en el patrén, y la buscamos en las filas superior (0) o
inferior (X) de la tabla dependiendo de cual haya sido la respuesta inicial. En este caso, la
respuesta frente al filamento 19 fue “0” y ante el estimulo con el filamento 20 cambio el
patrén, por lo que esta primera parte tiene solo un caracter; como fue “0”, se busca en el
sector superior de la tabla (enmarcado con linea punteada roja). El resto del patrén, en este
ejemplo “XXX00”, se busca en los laterales de la tabla y en la interseccidon se encuentra el
valor K correspondiente. Como indica la tabla, cuando el primer caracter del patréon es X, el
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laterales de la tabla y al intersecar ambas partes se encuentra el valor K

correspondiente (ver descripcion en la figura 7).

5.5.4 Curso temporal del test de comportamiento
1,2,4,7,9,11,14,16,18 dias post
inyeccion del ACF y a los 4,7,11,14,19,22,25 dias post-cirugia; utilizando la

El test de comportamiento se realizo a los

pata contralateral como control. Para ambos casos se realizaron test de control
basal a los dias 3 y 2 previos a la intervencion. En la figura 8 se esquematiza el
protocolo de tratamiento y tests realizados.
Materiales:

- Compartimentos de acrilico
Plataforma con rejilla de acero
Set de filamentos de Von Frey (OptiHair, MARSTOCKnervtest)
Planillas de registro

Tabla para calculo de LD 50% de Dixon

Injuria
N=3por/—5i";;> 32:12 4 7 9 11 14 16 18 —
NE il Perfusién

grupo (O ) - i o ncr ;

& ias pos-inyeccion

— . 4 procesamient

o histolégico

N=3 por/‘fé‘r;b |3i : a 7 1 14 19 22 ZIV
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| (G Dias pos-cirugia

Tratamiento conDCA

o
>

-
«

Figura 8: Estrategia experimental. Se muestra en el sector superior el modelo de dolor
inflamatorio y en el inferior el modelo de dolor neuropatico. Se utilizaron 6 animales en cada

uno, 3 de los cuales fueron asignados al azar a los grupos control

marcados en la linea de tiempo corresponden a aquellos en los que se realizaron los test
sensoriales. Se realizaron 2 tests previos a la induccion del modelo para obtener datos
basales, y luego periddicamente hasta el final del ensayo, en que los animales se

sacrificaron y procesaron para el analisis histoldgico.

y tratado. Los dias
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5.6 PROCESAMIENTO HISTOLOGICO DE LAS MUESTRAS

5.6.1 Anestesia y perfusion

Los animales recibieron una inyeccion intraperitoneal del volumen adecuado de
una solucion de 25mg/ml de pentobarbital sédico (Sigma) para obtener una
dosis de 60 mg/kg y lograr el plano de anestesia profunda. Una vez logrado
dicho plano anestésico se realizd su perfusién transcardiaca, para lo cual se
expuso el corazon, se perford la auricula derecha e inyectd las soluciones a
través del ventriculo izquierdo. Mediante un sistema de perfusion por gravedad,
se hizo pasar una solucion de lavado (PBS 1X) para eliminar la sangre, y
seguidamente el fijador (paraformaldehido 4% en PBS, pH=7,4) en un volumen
en ml similar al peso en g del animal (aprox 250ml). De esta forma se logro la
fijacion del animal completo, introduciendo la solucion fijadora a través del
sistema circulatorio permitiendo su acceso a todas las células del tejido gracias
a la red de capilares.

Las médulas espinales lumbares de los animales fueron cuidadosamente
disecadas, postfijadas por inmersion en el mismo fijador durante 24 horas a
4°C y mantenidas en PBS a 4°C hasta su procesamiento. Inmediatamente

luego de la diseccion, el asta ventral izquierda de las médulas lumbares se

Figura 9: Corte transversal de médula
espinal inmunomarcado para GFAP
fotografiado en  microscopio  de
epifluorescencia. La linea punteada
blanca delimita la sustancia gris de la
blanca. El circulo amarillo resalta el
orificio de referencia generado en el
asta ventral contralateral a la cirugia o

Al inyeccion antes de su corte en criostato.

atraveso con una aguja delgada, de manera de facilitar luego el reconocimiento
del lado ipsi y contra lateral a la lesion en los cortes, como se muestra en la
imagen de la figura 9. Esto resulta importante en los casos en que se procesan
los cortes en flotacion.

Tanto la preparacion de PFA, como la perfusion y la diseccion, se realizaron

bajo campana de extraccion de gases para evitar los efectos toxicos del fijador.
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Soluciones:
- Pentobarbital sédico (10 ml, 25mg/ml): 0.25g Pentobarbital soédico
(Sigma), 1ml alcohol 96°, 2ml propilenglicol, 7ml agua destilada
- Buffer Fosfato Salino (PBS) (5L, pH=7.4): 40g NaCl, 1g KCI, 5.72g
NayHPO4, 1g KH,PO,4 en agua destilada
- Paraformaldehido (PFA) 4% (1L, pH=7,4): 1L PBS, 40g PFA (Sigma),
perlas de NaOH
Materiales:
- Jeringa de 1ml
- Material de diseccion: tijeras, pinzas, bisturi
- Sistema de perfusion por gravedad: Aguja mariposa, -catéter,
tubuladuras, botellas de suero
- Bandeja de soporte para perfusion

- Campana de extraccion de gases

5.6.2 Obtencion de secciones de tejido en cridostato

Las muestras fueron crioprotegidas (sacarosa 30%) durante al menos 48 hs.
Para realizar los bloques para cortar a congelacién se construyeron moldes de
papel de aluminio del tamafo adecuado, los cuales se llenaron con el medio de
inclusién en el cual se sumergieron las muestras. Para el congelado rapido
necesario para evitar alteraciones de la muestra se utilizd el sistema Peltier
(efecto que consiste en la creacién de una diferencia térmica a partir de una
diferencia de potencial eléctrico) con que cuenta el cridstato que utilizamos. De
no contar con este sistema, el congelado rapido se puede obtener sumergiendo
los bloques en nitrégeno liquido. Una vez solidificado el medio de inclusion, los
bloques se sacaron de los moldes y se cortaron en cridéstato a -20°C. Se
obtuvieron secciones de 6um, recolectadas en portaobjetos gelatinizados, y
secciones de 30 um que se recogieron en flotacion dentro de tubos eppendorf
con solucion de de OIlmos, una solucion crioprotectora que permite el
almacenamiento de las muestras a baja temperatura (de Olmos y col., 1978).
Todas las secciones se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento histo- o

inmunohistoquimico.
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Soluciones:
- Sacarosa (Sigma) al 30% en PBS
- Soluciéon de Olmos 0,01M, preparaciéon de 1L: 400ml agua destilada,
200g sacarosa, 0.28 NaH,P04.2H,0O, 2.17g Na2HPO4.7H,O, 300ml

etilenglicol, 10g polivinil-pirrolidona

Materiales:
- Cri6stato Leica CM1850UV
- Medio de inclusion para corte en congelacion (Cryomatrix, Thermo,
electron corporation)
- Papel de aluminio para moldes de bloques
- Portaobjetos gelatinizados
- Tubos Eppendorf de 1,5ml

5.6.3 Histoquimica e Inmunohistoquimica

Con el fin de detectar la poblacién astrocitaria y microglial, sobre las secciones
obtenidas con el criéstato, se realizaron técnicas de inmunofluorescencia y
histoquimica respectivamente, tanto sobre los cortes en lamina como los cortes

en flotacion.

5.6.3.1 Fundamento de la Histoquimica de lectinas

Las técnicas histoquimicas son aquellas que suponen una reaccién quimica en
la que intervienen moléculas pertenecientes al propio tejido de estudio. El
objetivo de la histoquimica es poner de manifiesto una molécula o familia de
moléculas presentes en una seccion histologica y estudiar su distribucion tisular
"in situ" (Molist y col., 2011).

En los ultimos afios ha crecido el uso de las lectinas en las técnicas de
histoquimica. Las lectinas son moleculas que reconocen de forma selectiva
residuos de diferentes azucares que se encuentran en la superficie de varios
tipos celulares. Actualmente estan disponibles comercialmente distintos tipos
de lectinas conjugadas a algun sistema de deteccién, ya sea enzimatico,
fluorescente o de otro tipo. La lectina de Lycopersicon esculentum o lectina de
tomate, reconoce los residuos de azucar poli-N-acetil-glucosamina, que se

encuentran en la membrana plasmatica y en el citoplasma de microglia y en la
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superficie de células endoteliales, siendo utiliza para identificar dichos tipos
celulares en el SNC (Acarin y col., 1994).

En este trabajo, para marcar la microglia utilizamos una lectina de tomate
conjugada a la molécula biotina, la cual es luego detectada mediante la unidn

de estreptavidina ligada a un fluorocromo.

5.6.3.2 Fundamento de la Inmunohistoquimica

Esta técnica se basa en la especificidad de la reaccion antigeno-anticuerpo y
es ampliamente utilizada para localizar moléculas de interés, principalmente
proteinas. Existen dos métodos basicos en relacion a la deteccion del
anticuerpo especifico unido al antigeno de interés en el tejido: a) directo,
ventajoso por su sencillez y rapida realizacion, que consiste en la utilizacion de
un anticuerpo especifico para el antigeno de interés, que denominamos
primario, que lleva asociada la marca que permitira localizar el antigeno en la
muestra de estudio. b) indirecto, se utiliza un anticuerpo primario que
reconoce el antigeno, el cual no lleva marca, y un anticuerpo secundario
marcado, que reconoce la region constante de la cadena pesada del anticuerpo
primario. Este método, aunque mas laborioso, permite amplificar la sefal,
siendo especialmente util a la hora de valorar sefiales débiles presentes en el
tejido. En ambos métodos los anticuerpos se pueden marcar con distintas
moléculas, tales como fluorocromos, enzimas, elementos radiactivos u oro
coloidal, segun se quieran detectar antigenos en microscopia de luz visible,
fluorescente, o microscopia electronica de transmision (Molist y col., 2011).

En nuestro caso, para detectar la poblacion astrocitaria utilizamos anticuerpos
primarios dirigidos contra la molécula GFAP, o proteina acidica fibrilar glial.
GFAP es una proteina perteneciente a la familia de filamentos intermedios de
tipo lll. Se expresa predominantemente en astrocitos maduros del SNC, siendo
el marcador clasico por excelencia para este tipo celular. Su expresion
aumenta significativamente en procesos patolégicos dentro del SNC, como la
astrogliosis reactiva y la formacion de la cicatriz glial (Wang y Bordey, 2008;

Sofroniew y Vinters, 2010).
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5.6.3.3 Protocolo empleado

Los cortes de 6um fueron procesados en la lamina, previa delimitacion del
espacio que ocupan los cortes con un lapiz graso. Los cortes de 30um fueron
colocados en los pocillos de una placa multipocillos de 24 y procesados en
flotacion, luego de lo cual se transfirieron a laminas portaobjetos. En primer
lugar los cortes fueron lavados con PBS, y luego permeabilizados con 0,2 % de
Triton X-100 en PBS. Este paso facilita la penetracion de las moléculas
proteicas de lectina o inmunoglobulinas en el tejido.

Para la histoquimica los cortes fueron incubados sucesivamente con: lectina de
tomate biotinilada diluida en la misma solucion de permeabilizacién (Sigma,
1:150, toda la noche a 4°C), PBS (3 lavados de 10 minutos), estreptavidina

conjugada al fluorocromo AlexaFluor*® (

Invitrogen, 1:800) en PBS por 1 hora a
temperatura ambiente, PBS (3 lavados de 10 minutos).

Para la inmunodeteccion de GFAP, luego de la permeabilizacion se bloqued la
unién inespecifica de los anticuerpos utilizando una soluciéon de bloqueo de
PBS con tritbn conteniendo alta concentraciéon proteica (albumina sérica
bovina, BSA 2%) y suero de cabra (10%), ya que los anticuerpos secundarios a
utilizar fueron generados en esta especie. Luego los cortes fueron incubados
con un anticuerpo monoclonal anti-GFAP no conjugado (Sigma, 1:600) u otro
conjugado a Cy3 (Sigma, 1:600) diluidos en solucion de bloqueo, toda la noche
a 4°C. Luego de 3 lavados de 10 minutos con PBS los cortes procesados con
el anticuerpo primario no conjugado se incubaron con un anticuerpo secundario
anti inmunoglobulina de ratén generado en cabra ligado al fluorocromo
AlexaFluor®®*, y luego fueron lavados nuevamente 3 veces con PBS.

Para visualizar los nucleos celulares todos los cortes se incubaron con 4 ',6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) (1ug/ml, Invitrogen), por 10 minutos. EI DAPI es una
sonda que se intercala en el ADN y emite en el rango de los 461 nm cuando es
excitada con la luz ultravioleta o el laser correspondiente.

Luego de las incubaciones que se describieron, y luego de transferir los cortes
de 30 um a las laminas portaobjetos, éstas fueron montadas con un medio de
montaje acuoso (glicerol al 80% en PBS) y un cubreobjetos para su posterior

observacion y obtencidén de imagenes.
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Soluciones:
- PBS
- Solucién de permeabilizacion: PBS, Triton 0.2 %
- Solucion de bloqueo: PBS, suero de cabra 10%, albumina sérica bovina
(BSA) 2%, Triton 0.2 %
Materiales:
- Lectina de tomate biotinilada
- Estreptavidina ligada al fluorocromo AlexaFluor*®®
- Anticuerpo anti GFAP generado en ratén ligado al fluorocromo cianina 3
(Cy3)
- Anticuerpo anti GFAP generado en raton
- Anticuerpo anti inmunoglobulina de raton generado en cabra ligado a

AlexaFluor>*

5.7 OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE IMAGENES

Para el analisis de los cortes y obtencidon de imagenes se utiliz6 un microscopio

de epifluorescencia Olympus |X81 equipado con una camara fotografica
Olympus DP-71 y un microscopio confocal LEICA TCS SP5 Il, ambos de la
Unidad de Microscopia Confocal de la Facultad de Medicina.

Para la cuantificacién del area ocupada por la sefal fluorescente de interés, las
imagenes se obtuvieron de 5 a 7 cortes de la region lumbar L5 de la médula
espinal separados por al menos 200um para abarcar la mayor parte del
segmento y evitar la cuantificacion en regiones contiguas. Para cada corte se
adquiri6 una imagen de la region del asta dorsal ipsilateral y otra de la
contralateral a la lesion. Los parametros de tiempo de exposicion y sensibilidad
en el microscopio de epifluorescencia, y de intensidad y ganancia de los
laseres en el microscopio confocal fueron mantenidos en los mismos niveles
para la obtencion de todas las imagenes.

En las imagenes adquiridas se cuantifico el area ocupada por la fluorescencia
respecto al area total de la imagen utilizando el programa ImagedJ. Para ello, se
fij6 la escala métrica correspondiente, y se establecié el area como parametro a
medir (en “Analyze” — “Set measurements” — area). A continuaciéon, como se

muestra en la figura 10, cada imagen se transformé a escala de grises (16bit) y
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se establecié el umbral de intensidad (ver nivel de “threshold”) a partir del cual
se considera sefal positiva o negativa. Luego de aplicar el umbral, el area que
se medira como positiva queda en negro y el fondo sin sefal en blanco (imagen
inferior de la figura). Seguidamente, se procede a medir el area (en “Analyze”
— “Measure”), y se obtienen los resultados en la tabla que luego se transfieren

al programa adecuado para su analisis. El umbral establecido se mantuvo para

todas las imagenes de los distintos grupos de animales.
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Figura 10: Procesamiento de imagenes y cuantificacion del porcentaje de area
ocupada por la fluorescencia con el programa ImageJ. Las flechas rojas indican el

orden del procedimiento.
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5.8 ANALISIS DE DATOS

5.8.1 Medidas de volumen del miembro posterior:

Los datos obtenidos de cada miembro posterior se presentan como la media de
las medidas obtenidas de 3 animales = el error estandar de la media (SEM). En
cada punto de medida (dias -1, 1, 3, 8 y 13) los datos obtenidos de la pata
inyectada con ACF y la contralateral se compararon mediante el test de
Student.

5.8.2 Pruebas conductuales:

Para evitar sesgos en las pruebas sensoriales se solicitd ayuda a otros
companeros del grupo para que colocasen a las ratas en los cubiculos
acrilicos, de manera que los tests se realizaron a ciegas del tratamiento
recibido por el animal y/o de su comportamiento en tests previos.

Los datos fueron normalizados con respecto a los basales correspondientes de
cada grupo. Los umbrales calculados en los tests de comportamiento fueron
considerados con una distribucion no paramétrica, y los datos fueron
comparados por test ANOVA para mediciones repetidas seguido de posttests

de Bonferroni.

5.8.3 Estudios histoloégicos:

Se realizaron comparaciones del area ocupada por la fluorescencia entre los
datos obtenidos del sector ipsi y contralateral del asta dorsal de los animales
tratados y no tratados. Todos los valores fueron expresados como la media +
SEM. La comparacion entre los 4 grupos se realizO mediante analisis de

varianza (ANOVA) seguido de posttests de Bonferroni.
Los estudios estadisticos de los datos se realizaron utilizando el programa

GraphPad Prisma 5. Las diferencias se consideraron significativas cuando p

fue menor que 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 PUESTA A PUNTO DE UN MODELO DE DOLOR INFLAMATORIO POR
INYECCION INTRAPLANTAR DE ACF

6.1.1 La administracion intraplantar de ACF provoco tumefaccion local

La inyeccion intraplantar de ACF en el miembro posterior derecho provoco,
como se esperaba, inflamacioén a nivel local, caracterizada por tumefacciéon y
eritema (enrojecimiento) como se observa en la figura 11A, en comparaciéon
con el miembro contralateral (figura 11B). Esta tumefaccion ya estaba presente
a las 24 horas de la administracién de ACF, y permanecio de aspecto similar en

los tiempos estudiados hasta el dia 13 post-inyeccion (figura 11C).
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Figura 11: Curso temporal de la inflamacion en el modelo de dolor por inyeccion de
ACF. La inyeccion de ACF genera un gran edema local que permite distinguir el miembro
inyectado (A) del miembro contralateral (B). En el grafico (C) se muestra el volumen de
las patas posteriores inyectadas (linea azul) y contralaterales (linea verde), calculado
como se explica en los Métodos. *significativamente diferente del contralateral en el
mismo tiempo (p<0.05).

6.1.2 La administracion intraplantar de ACF provocé disminucion del

umbral de respuesta a estimulos mecanicos

En los tests sensoriales, realizados mediante estimulo mecanico con los
filamentos de von Frey, el umbral de retirada de la pata frente a las distintas
fuerzas aplicadas, representado como el LD50%, fue significativamente menor
en el miembro posterior inyectado con ACF respecto al contralateral (figura 12).

Este umbral se mantuvo en valores menores a los de la pata contralateral
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desde el dia 1 hasta el dia 14 post-inyeccion. A partir de ese momento,
llamativamente, la pata contralateral mostré una disminucion en dicho umbral
en comparacion con su latencia basal, acercandose a los valores de la pata
ipsilateral (figura 12), lo cual ha sido previamente reportado (Raghavendra y
col., 2004).

Figura 12: Curso temporal de

250- _ . L.
== |psi-lateral la alodinia mecanica en el
- Cortralaters modelo de dolor inflamatorio.
200- Se muestra el LD50% (umbral
de dolor) de la respuesta a los
°§ 1501 estimulos mecanicos del
8 miembro posterior inyectado con
- 1004 ACF  (linea azul) y el
1 ) contralateral (linea verde). Los
50+ . datos son relativos al registro
. ] —Q* basal realizado previamente al
Y —r—TrTrT estimulo inflamatorio, y se

6;} N9 A e N B LB WY representan como la media +
& SEM (n=3). *<0.05 respecto al
Dias pos-inyeccion contralateral en el mismo tiempo.

6.1.3 La administracion intraplantar unilateral de ACF no genero

diferencias significativas en el marcado de células gliales en la médula

espinal
En lo que respecta a la respuesta glial, se esperaba un cambio en la morfologia

y en la expresion de los marcadores caracteristicos utilizados, lo cual ha sido
descrito en varios modelos de dolor cronico, (McMahon y Malcangio, 2009).
Para determinar si la inyeccion intraplantar de ACF generd esta respuesta
tipica en astrocitos y microglia, se realizaron estudios de inmunofluorescencia
para GFAP e histoquimica de lectina respectivamente en la médula espinal
lumbar L5-L6 de los animales control al final del periodo de ensayo. En la figura
13 se muestra el marcado para astrocitos por inmunofluorescencia para GFAP
(figura 13 A) y para microglia mediante lectina de tomate (figura 13 B). Si bien
el marcado para ambos tipos celulares en estas imagenes aparenta ser mayor
en el asta dorsal medular ipsilateral a la inyeccion de ACF, cuando se cuantificd
el area ocupada por la senal, no se encontraron diferencias significativas, como

se ve en los graficos de la figura 15. En aquellos cortes que presentaban una
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diferencia aparente, a mayor aumento observamos que del lado ipsilateral, el
cambio morfolégico en los astrocitos se caracterizé por hipertrofia y formacién
de prolongaciones delgadas y ramificadas como mostramos en la figura 13 C.
En el caso de la microglia con pudimos observar solamente un leve aumento
del tamafo de los cuerpos celulares, ya que los procesos fueron dificiles de
detectar con esta técnica (figura 13D). Considerando estos resultados, un dato
a tener en cuenta es que parece haber un marcado mas intenso de los

controles en todas las regiones tanto ipsi como contralateral, aunque no lo

A B

Contralateral Ipsilateral Contralateral

GFAP

-.

Figura 13: Deteccion de astrocitos y microglia en la médula espinal en el
modelo de dolor inflamatorio. A, B. Microfotografias de dos cortes transversales
de médula espinal tomadas con microscopio de epifluorescencia a bajo aumento
(4x). Las lineas punteadas subdividen cada imagen en 4 aéreas correspondientes a
las 4 astas de sustancia gris de la médula espinal. En las micrografias
seleccionadas, en el area del asta dorsal ipsilateral a la inyeccion de ACF
(asterisco) se observa mayor reactividad glial que en las regiones del asta dorsal
contralateral, tanto para astrocitos (inmunofluorescencia para GFAP; A) como para
microglia (marcado con lectina de tomate, B). C, D. La astrogliosis se caracteriza
por hipertrofia y aumento de longitud y grosor de las prolongaciones celulares
observadas del lado ipsilateral a la inyeccion de ACF(C). En las regiones con
aparente mayor marcado con lectina de tomate, se evidenciaron pocos cambios,
solamente mayor tamafio de los cuerpos celulares (D).

Ipsilateral

Lectina

Dorsal

Ventral
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podemos asegurar por no tener controles sin inyectar con ACF procesados al

mismo tiempo que los tratados.

6.2 ANALISIS DE LOS EFECTOS DEL DCA EN EL DOLOR INFLAMATORIO.

6.2.1 _El tratamiento con DCA no modifico la respuesta a estimulos

mecanicos en el modelo de dolor inflamatorio cronico

Para analizar si la modulacién metabdlica podria modificar la alodinia mecanica
presente en el dolor cronico, se inyectd6 ACF en el miembro posterior derecho
de un grupo de 6 animales, 3 de los cuales fueron tratados con DCA (500
mg/L) en el agua de beber mientras los 3 animales restantes recibieron
solamente el agua habitual, vehiculo del tratamiento del grupo tratado,
quedando como grupo control. Se realizaron los tests sensoriales con los
filamentos de von Frey y se compararon los valores de LD50%, de los animales
tratados con respecto a los controles, obtenidos a lo largo del ensayo. Como se
observa en la figura 14, el tratamiento con DCA no redujo la alodinia inducida

por la inyeccion de ACF.

Figura 14: El DCA no modificé la

200 == lpsi Vehiculo alodinia mecanica en el modelo
=== Ipsi DCA de dolor inflamatorio. Luego de

150 /] == Contra Vehiculo la inyeccion unilateral intraplantar
Contra DCA de ACF, el tratamiento con DCA

no modificé el curso temporal de
las respuestas a estimulos
mecdanicos en la pata inyectada
(comparar la linea roja con la
azul). Tampoco se observaron
efectos en la pata contralateral a
K la inyeccion (comparar la linea
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6.2.2 El tratamiento con DCA disminuyd la sefhal de los marcadores gliales

en el modelo de dolor cronico

Para analizar el efecto del DCA sobre la reactividad glial en la médula espinal,
luego de 18 dias de la inyeccion de ACF, los animales fueron fijados por
perfusion intracardiaca y se procesd la médula espinal para las técnicas de
histoquimica de lectina e inmunofluorescencia contra GFAP para la deteccion

de microglia y astrocitos respectivamente.
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Figura 15: El DCA indujo una disminucién en los marcadores de astrocitos y
microglia en la médula espinal en el modelo de dolor inflamatorio. Imagenes de
microscopio confocal (a izquierda) mostrando la inmunorreactividad para GFAP (A), e
histoquimica para lectina (B) del sector del asta dorsal delimitado con la linea punteada
roja arriba en el dibujo. A la derecha se muestra la cuantificacion del area de
fluorescencia para cada marcador. No se obtuvieron diferencias significativas entre los
marcadores gliales del lado ipsi y contralateral a la lesion, pero el DCA redujo la
astrogliosis y la reactividad microglial en ambos lados (*p<0.05).

Pagina 37 de 51



Se calculé el porcentaje de area de fluorescencia como parametro de la
reactividad glial en las fotografias obtenidas del asta dorsal ipsi y contra-lateral
de las secciones de médula espinal. Como se menciono antes, la cuantificacién
de la inmunorreactividad para lectina y GFAP no mostré diferencias
significativas entre el lado ipsi y contralateral a la inyeccion de ACF. Sin
embargo, la marcacion para GFAP y lectina presente en la médula espinal fue
reducida de forma significativa por el tratamiento con DCA (p<0.05) (figura 15).
En las microfotografias de la figura 15 se puede observar que las células GFAP
positivas de los animales control presentan mas ramificaciones que las de los
animales tratados con DCA. También se puede observar que las células
Lectina positivas son de mayor tamafno en el caso de los animales control,
mientras que en los animales tratados con DCA se observan como celulas mas

pequenas.

6.3. PUESTA A PUNTO DE UN MODELO DE DOLOR NEUROPATICO POR
LESION DEL NERVIO L5 Y ANALISIS DE LOS EFECTOS DEL DCA.

Para la generacion del modelo de dolor neuropatico se utilizaron 6 animales; se

ligd a L5 y se cortd distal a la ligadura (Chaplan et al., 1994) como se explica
en la seccion Materiales y Métodos. Los animales se separaron en 2 grupos
(n=3 por grupo), uno de los cuales recibi6 DCA en el agua de beber y el otro
permanecié como grupo control; fueron mantenidos hasta los 21 dias durante
los cuales se realizé el test sensorial explicado anteriormente.

Al evaluar la respuesta a estimulos mecanicos, al contrario de lo esperado, el
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umbral de respuesta fue mayor en el miembro ipsilateral a la cirugia que en el
contralateral, no observandose modificaciones con el tratamiento con DCA,
como se muestra en el grafico de la figura 16, Luego de los 21 dias de la
cirugia, los animales fueron sacrificados y perfundidos con PFA 4% para el
procesamiento histologico. En el momento de la diseccion verificamos que en
todos los animales la ligadura y el corte habian sido realizados en el extremo
proximal del nervio ciatico y no en su rama de origen, el nervio espinal L5 como
se pretendia. Si bien el modelo no fue correctamente realizado, algunos cortes
de estos animales fueron procesados para inmunofluorescencia contra GFAP
teniendo en cuenta aquellos cuyo comportamiento en el test sensorial se
acerco mas al esperado (Chaplan y col., 1994). En la figura 17A, se muestra un
corte de la médula espinal de un animal control, que presenta
inmunorreactividad aumentada en la hemi-médula ipsilateral a la cirugia. Con
mayor aumento, en B se muestran imagenes del asta dorsal ipsi y contralateral

del mismo animal, y de un animal tratado con DCA.

A

Figura 17: Deteccion de
astrocitos en la médula
espinal en el modelo de dolor
neuropatico A. B) Cortes
transversales de médula espinal
inmuno-marcadas para GFAP
tomadas con microscopio de
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noétese el marcado més intenso
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de sectores del asta dorsal
indicados con las lineas
punteadas azules a mayor
aumento del mismo animal
control y uno tratado con DCA
(B). Los animales a fotografiar
se seleccionaron teniendo en
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- ! esperado- =
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7. DISCUSION

En los ultimos afos, en el campo de la investigacion del dolor ha surgido un
creciente reconocimiento de la importancia de las células no neuronales,
especialmente de las células gliales, en la iniciacion y mantenimiento de dolor
crénico y agudo. La activacién de las células gliales del SNC, en particular
astrocitos y microglia y las interacciones neurona-glia estan surgiendo como
mecanismos claves en el desarrollo y mantenimiento de dolor crénico, llevando
a algunos autores a plantearse el dolor cronico como resultado de una
"gliopatia”, es decir, la desregulacién de las funciones gliales en el SNC y SNP
(Jiy col., 2013).

Nuestro grupo de investigacién, ha demostrado que en modelos de la
enfermedad neurodegenerativa ELA, los astrocitos reactivos presentan una
remodelacion metabdlica que incluye disminucion de la actividad respiratoria
mitocondrial asociada a una alta proliferacion y neurotoxicidad y que la
modulacion metabdlica con el farmaco DCA redujo la disfuncion mitocondrial y
la reactividad glial en la médula espinal, ademas de mejorar los sintomas
motores en el modelo animal de dicha enfermedad (Miquel, Cassina y col.,
2012). Las distintas funciones de la mitocondria han sido relacionadas con
mecanismos de dolor, incluyendo el sistema generador de energia, la
produccion de especies reactivas y estrés oxidativo, la permeabilidad del poro
de transicion, las vias apoptoticas y la movilizacion de calcio intracelular (Sui y
col., 2013). Por ejemplo, la inyeccion intratecal de un inhibidor del complejo de
transporte de electrones, antimicina A o la rotenona, en ratones normales,
resultd en una hiperalgesia mecanica de larga duracion asociada con la
produccién de superoxido mitocondrial a nivel del asta dorsal de la médula
espinal (Kim y col., 2008). En este sentido nos preguntamos si el tratamiento
con DCA podria reducir la reactividad gial en la médula espinal que aparece en
los modelos de dolor crénico, y disminuir la alodinia que los caracteriza. Para
responder esta pregunta, nos planteamos como primer objetivo la puesta a
punto de un modelo de dolor cronico, con el que no contabamos en el

laboratorio, en el cual estudiar el efecto de este farmaco.

Pagina 40 de 51



Elegimos desarrollar un modelo de dolor inflamatorio crénico mediante la
inyeccion unilateral de ACF intraplantar reportado inicialmente por Stein y col.
(1988), y un modelo de dolor neuropatico por ligadura y corte del nervio espinal
L5 (Chaplan y col.,, 1994). Para su caracterizaciéon utilizamos un test
comportamental donde evaluamos la respuesta al estimulo mecanico con
filamentos de von Frey, y realizamos un analisis histoldégico para detectar
reactividad glial en la médula espinal.

Para una mayor reproducibilidad de los resultados, se utilizaron ratas machos,
de manera de evitar la variabilidad de las respuestas por cambios hormonales
que podrian ocurrir en hembras.

Como se esperaba, la administracion periférica de ACF provocd un proceso
inflamatorio visible, que cuantificamos tomando medidas de longitud, ancho y
espesor de las patas posteriores, con la finalidad de calcular su volumen. Se
observo diferencias significativas en el volumen calculado para las patas
inyectadas con ACF respecto a las contralaterales (no inyectada). La
evaluacion de este parametro resulta importante, ya que puede dar pautas para
determinar si un tratamiento puede producir una accion periférica o central
dependiendo del resultado. Por este motivo pensamos que se debe afinar el
método, utilizando algun otro sistema que implique por ejemplo medir el
volumen de liquido desplazado (Fereidoni y col., 2000) que sea mas aceptado
y mas sensible.

El ACF caus6 una disminuciéon significativa en el umbral de respuesta a
estimulos mecanicos de las patas inyectadas con respecto a las
contralaterales. Si bien esto era también esperable, evidencia que la utilizacién
de este modelo y su evaluacion sensorial son reproducibles en el laboratorio.
Dicho umbral de retirada de la pata, representado como el LD50%, disminuyo
significativamente al dia 1 post-inyeccion y se mantuvo en valores menores a
los de la pata contralateral hasta el dia 14, por lo cual se podria considerar en
una proxima aproximacion, detener el ensayo a los 14 dias pos inyeccion, en
lugar del dia 18 (Raghavendra y col., 2004). Es interesante notar, que a pesar
de las diferencias entre los umbrales de respuesta a estimulos mecanicos
ipsilateral y contralateral, no esperabamos que el contralateral disminuyera

tanto con respecto a su basal. Este descenso no esperado podria explicar la
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elevada marcacion con GFAP vy lectina encontrada en el asta dorsal

contralateral, dato que no coincide con lo reportado en la literatura.

En relacién a los estudios de inmunofluorescencia e histoquimica, éstos no
revelaron diferencias en los marcadores GFAP y lectina en el asta dorsal
ipsilateral al miembro inoculado comparado con el lado contralateral, lo cual
puede explicarse en parte porque el numero de animales es muy bajo, y porque
el maximo de reactividad glial es alcanzado antes del tiempo al cual se detuvo
el ensayo (Echeverry y col., 2008). En proximos estudios pretendemos utilizar
tiempos mas cortos, como 14 dias para ajustarnos a los tiempos de mayor
expresion de los marcadores que utilizamos.

En relacién al tratamiento con DCA, a pesar de que éste no revel6 efecto
significativo sobre la alodinia mecanica, la reactividad glial en la médula espinal
se redujo de forma significativa, como se muestra en el analisis de la
cuantificacion de la inmunofluorescencia para GFAP y la histoquimica de
lectina. Esta disminucion en la reactividad glial concuerda con la menor
astrogliosis encontrada luego del mismo tratamiento en el modelo de ELA
(Miquel, Cassina y col., 2012), sugiriendo que algunos mecanismos pueden ser
similares, involucrando una alteracion del metabolismo y disfuncién
mitocondrial. La ausencia de diferencias significativas en el umbral de dolor en
los animales tratados con DCA, no excluye un posible efecto del farmaco, ya
que existe una gran variabilidad inherente a los propios ensayos de
comportamiento. Ello implica la necesidad de un numero mayor de animales
que en otro tipo de ensayos. Es probable que la falta de soporte estadistico en
este caso se pueda revertir aumentando el n, por ejemplo un numero minimo
de 6 por grupo.

En relacién al modelo de dolor neuropatico por lesion del nervio L5 (Chaplan y
col.,, 1994), al evaluar la alodinia mecanica, los miembros ipsi-laterales a la
lesion presentaron un mayor umbral de dolor que sus respectivos miembros
contra-laterales, 0 sea que presentaban una hipoalgesia. Estos datos fueron
confirmados al momento de la diseccion de la médula espinal al final del
periodo de tratamiento, dado que se observdé que la ligadura y el corte
realizados en la cirugia no abarcaron solamente L5, sino que resultaron estar

en el extremo proximal del nervio ciatico, abarcando L5 y L4. Por tanto, la
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hipoalgesia observada pudo deberse a la denervacion de los tejidos distales.
Consideramos que este modelo de dolor neuropatico no fue el mas apropiado
debido a las dificultades técnicas que implican la correcta localizacion y
ligadura de L5 en la cirugia. En nuestro laboratorio recientemente, se esta
poniendo a punto otro modelo de dolor neuropatico, denominado constriccion
crénica del nervio ciatico (Bennett y Xie, 1988), que presenta una menor
dificultad técnica, y queda en nuestras perspectivas ensayar los efectos del
DCA sobre la alodinia mecanica vy la reactividad glial en el mismo.

Aunque los datos del comportamiento y la diseccibn mostraron que la cirugia
no habia sido adecuada, algunos cortes de estos animales con lesién en L5
fueron procesados para inmunofluorescencia contra GFAP, mostrando un
aumento del marcador en el asta dorsal ipsilateral a la lesién. Sin embargo,
debido a que el ensayo de comportamiento dio lo contrario a lo esperado, no
pudo establecerse una relacion entre los cambios en el comportamiento de
alodinia con los cambios en la gliosis reactiva, por lo cual decidimos no
profundizar en los ensayos de inmunohistoquimica e histoquimica en el resto
de los tejidos, ni realizar la cuantificacion las marcas positivas para GFAP y
lectina.

Muchos investigadores se han planteado la pregunta de si es posible
considerar a la glia como blanco de terapia para el dolor. Los inhibidores o
moduladores gliales mas utilizados en distintos modelos de dolor son el
fluorocitrato (que bloquea selectivamente el metabolismo de astrocitos y
microglia) y el antibiético minociclina, que inhibiria la activacion microglial sin
afectar aparentemente a astrocitos y neuronas (Ji y col.,, 2013). Algunos
estudios sugieren que la microglia podria ser mas importante en las fases
iniciales de dolor, mientras que los astrocitos son mas relevantes en la fase
posterior de mantenimiento. Hay, por lo tanto, evidencias importantes que
apuntan a que la interrupcion farmacoloégica de la activacion glial puede
producir un efecto anti-nociceptivo en modelos de dolor cronico (McMahon y
col., 2005; Echeverry y col.,, 2008). Sin embargo, es extremadamente dificil
disefiar farmacos que se dirijan so6lo a las células gliales sin afectar a las
neuronas. Ademas, la eliminacion de las células gliales con toxinas selectivas
para glias puede causar efectos perjudiciales, dado las funciones de apoyo y

proteccion de las glias (Ji y col., 2013).
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En este trabajo planteamos como estrategia, la reversion de la remodelacion
metabdlica que acompania a la reactividad glial a través de la administracion de
DCA. Este compuesto representa una alternativa terapéutica a tener en cuenta
en esta patologia donde existen muy pocas herramientas farmacoldgicas
eficaces. El hecho de que el dicloroacetato haya sido utilizado previamente en
seres humanos resulta aun mas esperanzador puesto que acorta la brecha
entre los estudios preclinicos y clinicos.

En suma, en este trabajo hemos puesto a punto un modelo de dolor crénico
inflamatorio para el estudio de alodinia mecanica y la reactividad glial y su
modulacion con el farmaco DCA. Nuestros resultados sugieren que el DCA

puede ofrecer una alternativa terapéutica para el dolor crénico inflamatorio.
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8. PERSPECTIVAS

Durante la realizacion de este trabajo se han generado nuevas interrogantes

que sugieren trabajos futuros:

Repetir los experimentos del modelo de dolor crénico inflamatorio en rata,
con la finalidad de aumentar el numero de animales y evaluar el efecto del
DCA sobre la alodinia mecanica, e incorporar otro test sensorial para
analizar la hiperalgesia térmica.

Repetir los estudios de la reactividad glial espinal en el modelo de dolor
inflamatorio en rata dentro de un periodo de tiempo de 14 dias post-
inyeccion, de manera de estar mas acordes al pico de reactividad que
ocurre en el modelo segun datos de la literatura. Pretendemos mejorar la
evaluacion de la microgliosis utilizando inmunofluorescencia para Iba-1, que
da un marcado mas especifico para microglia que la Lectina.

Utilizar otro modelo de dolor neuropatico, como la constriccion crénica del
nervio ciatico, que es una cirugia menos invasiva y ofrece menores
dificultades técnicas. Logrado esto podremos evaluar el efecto del DCA.
Establecer, por medio de respirometria de alta resolucion, si los efectos
beneficiosos de la administracion de DCA, sobre la activacion glial y en el
comportamiento de alodinia e hiperalgesia, se relacionan con el incremento
de la respiracion mitocondrial en biopsias de médulas espinales lumbares.
Analizar los efectos del DCA sobre el patron de expresion de citoquinas pro-
inflamatorias en ambos modelos de dolor cronico, sobre muestras de
médula espinal utilizando técnicas de PCR en tiempo real, y confirmar por
western blot.

Establecer la relacion entre los efectos del DCA en la reactividad glial y la
actividad neuronal en neuronas presentes en los ganglios de las raices
dorsales lumbares y en el asta dorsal de la médula espinal en ambos
modelos, mediante deteccion de marcadores de actividad neuronal, como

por ejemplo c-fos, en los tiempos adecuados que habra que ajustar.
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