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ARNi: Acido Ribonucleico de interferencia

ARNmM: Acido Ribonucleico mensajero

ASIC: Canales I6nicos Sensibles a Acido

ATP: Adenosin Trifosfato

BDNF: Factor Neurotrofico Derivado del Cerebro

C: Cisteina

Ca?*: lon calcio

CaMK: Proteina Cinasa Dependiente de Ca?*/ Calmodulina
CBP: Proteina de unién a CREB

CCA: Corteza del Cingulo Anterior

CL: Contra lateral

CCI: Constriccion Cronica del Nervio Ciatico
CCL-2,5: Ligando de Quimioquinas 2

CD14: Grupo de Diferenciacion 14

CFA: Adyuvante Completo de Freund

CGRP: Péptido Relacionado con el Gen de Calcitonina
CL: Contralateral

CLR: Receptor de Lectina tipo C

CXCR4: Receptor de Quimiocina 4

DAMP’s: Patrones Moleculares Asociados a Dafio
DRG: Ganglio de la Raiz Dorsal

g: gramos

GABA: Acido y-aminobutirico

GL: Glicirricina

GPCR: Receptores Acoplados a Proteina G

HMGB1: Proteina de Alta movilidad del Grupo Caja 1

12



HMGB1sH2 0 aiHMGBL: Proteina de alta movilidad del grupo de caja 1 en estado tiol
HMGB1s03 0 xHMGBL1. Proteina de alta movilidad del grupo de caja 1 en estado oxidado
HMGB1s.s0 $sHMGB1.: Proteina de alta movilidad del grupo de caja 1 en estado disulfuro
HSP: Proteina de Choque Térmico

i.m.: administracion intramuscular

i.p.: administracion intraperitoneal

i.t: administracion intratecal

IASP: Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor

ICV: Inyeccidn intracerebroventricular

IFM: Mediadores proinflamatorios

IL: Ipsilateral

IL-1pB, 6: Interleucina 1By 6

JAK-STAT: Proteina Cinasa Janus transductora de la sefial y activadora de la transcripcion
K*: lon potasio

rKA: Receptor Kainato

kDa: Kilodalton

LNS: Ligadura de Nervios Espinales

LPS: Lipopolisacérido

MAPK: Proteina Cinasa Activada por Mitégeno

MCP-1: Proteinas Quimio atrayentes de Monocitos 1

mg/Kg: miligramos por kilogramo

mGIuR: Receptores glutamatérgicos metabotropicos

MyD88: Proteina de respuesta primaria a la diferenciacion mieloide 88

NA: Noradrenalina

Nav: Canal de sodio dependiente de voltaje

NE: Norepinefrina

NGF: Factor de Crecimiento Neural

NLS: Secuencias de Localizacion Nuclear

NMDA: Acido N-metil-D-aspartico

ns: no significativo

PAG: Sustancia Gris Periacueductal

PAMP’s: Patron Molecular Asociado a Patogenos
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PBS: Buffer de Fosfatos Salino

PKA: Proteina Cinasa A

PKC: Proteina Cinasa C

PRR: Receptor de Reconocimiento de Patrones

RAGE: Receptores para Productos Finales de Glicosilacion Avanzada
rhsTM: Trombomodulina soluble humana recombinante
RVM: Médula Rostral Ventromedial

SEM: error estandar de la media

Sly SlI: Sistema Somatosensorial Primario y Secundario
SNC: Sistema Nervioso Central

SNI: Axotomia Parcial del Nervio Ciatico

SNP: Sistema Nervioso Periférico

TH: Tirosina hidroxilasa

TIR: Receptor tipo Toll para IL-1

TLR-2: Receptor tipo Toll 2

TLR-4: Receptor tipo Toll 4

TLR-5: Receptor tipo Toll 5

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa

TRIF: Adaptador de interferon-p que contiene el dominio TIR
rTrk: Receptor de Tirosina Cinasa

TRPV1: Receptor de Potencial Transitorio Vaniloide tipo 1
TTxR: Canales Resistentes a Tetradotoxina

TTxS: Canales Sensibles a Tetradotoxina

pL: microlitros
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RESUMEN

Introduccion: El dolor cronico es un problema de salud publica que afecta a mas del 20%
de la poblacion a nivel mundial y disminuye la calidad de vida del paciente. Los
mecanismos moleculares del dolor cronico ain no estan bien esclarecidos, no obstante, las
moléculas con funcion neuroinmune son claves en estos procesos. La HMGB1 (por sus
siglas en inglés, proteina del grupo de alta movilidad de caja 1) es una “alarmina” que a
nivel extracelular facilita procesos nociceptivos en modelos de dolor agudo y cronico, a
través de los receptores tipo Toll (TLR-4 y TLR-5) y el receptor para productos finales de
glicosilacion avanzada (RAGE) principalmente. Sin embargo, no se conoce su

participacion en el dolor musculoesquelético cronico similar a la fibromialgia.

Objetivos: Evaluar farmacologicamente la participacion de HMGB1 y sus receptores TLR-

4, TLR-5 y RAGE en la alodinia mecénica inducido por solucion salina &cida en raton.

Material y métodos: Para inducir hipersensibilidad al dolor se utiliz6 un modelo de
fibromialgia experimental inducido por la inyeccién de solucion &cida en el mdsculo
gastrocnemio. El dia 9 post-induccién se realizo la evaluacion del efecto de dosis crecientes
del inhibidor de HMGBL1, GL y los antagonistas especificos de los receptores TLR-4 (TLR-
4-IN-C34), TLR-5 (TH1020) y RAGE (FPS-ZM1) por via intratecal en la alodinia

mecanica.

Resultados: La administracion intratecal de dosis crecientes de GL, inhibidor especifico
de HMGB1 (0.025-2.5 pg/ratdn) o de los antagonistas selectivos TLR-4-IN-C34 (0.04, 4y
12.5 ng/ratén), TH1020 (1-10 pg/ratéon) y FPS-ZM1 (1-10 ng/ratén) revirtieron
significativamente y de manera dependiente de la concentracion la alodinia mecanica

inducida por la inyeccion de solucién salina acida en el musculo gastrocnemio del raton.

Conclusiones: HMGBL1 participa en la hipersensibilidad inducido por solucién acida y sus
efectos sobre la alodinia mecéanica podrian estar mediados principalmente a través de los
receptores TLR-4, TLR-5y RAGE.
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“Participacion de la alarmina HMGBI1 en la hipersensibilidad inducida

por solucion salina acida”

1. INTRODUCCION

1.1. Dolor

El dolor es definido por la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por
sus siglas en inglés) como “una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a
dafio tisular real o potencial y que puede describirse en términos de dicho dafio” (1). Esta
definicion destaca la influencia de dos componentes importantes en la experiencia del
dolor, 1) el componente sensorial, que hace referencia a donde y cuanto duele, y es conocida
como nocicepcion; y 2) el componente emocional, que indica cuan desagradable es la
experiencia, si causa miedo y/o ansiedad y como responde el individuo a la amenaza que
representa el dolor al integrar la informacién de las emociones con informacién de
experiencias dolorosas previas (2). Ambos componentes son necesarios para integrar y

generar la experiencia subjetiva del dolor.

Recientemente un grupo de expertos en el area del dolor, tanto a nivel basico como clinico,
han propuesto que la definicidn requiere modificarse y, sugieren la siguiente definicion “el
dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con, o similar a la
asociada con, dafio tisular real o potencial”. Esta nueva definicion de dolor engloba una
serie de puntos que son fundamentales para tener una mejor comprension del dolor.
Ademas 1) es valida para humano y animales, 2) para el dolor agudo y cronico, y 3) se
puede aplicar a todas las condiciones de dolor, independientemente de su fisiopatologia (3).
En este sentido, el dolor seré definido siempre que sea posible desde la perspectiva de quien
experimenta el dolor. Lo anterior resalta la importancia del dolor como una experiencia
personal que es influenciada en diferentes grados por factores bioldgicos, psicoldgicos y

sociales (4).

Desde una perspectiva neurobiolégica el dolor desempefia una funcion protectora de alerta
temprana, necesaria para detectar y minimizar el contacto con estimulos nocivos como, por

ejemplo, el dolor que se presenta tras el contacto con algin objeto demasiado caliente, frio
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0 punzante. Su funcidn protectora exige una atencion y accion inmediata para evitar la
lesion o/y salvaguardar la integridad del individuo. Este tipo de dolor se conoce como dolor
nociceptivo. El dolor nociceptivo se percibe como algo que debe evitarse y se caracteriza
por ser; adaptativo y protector. Un tipo de dolor nociceptivo es el dolor inflamatorio. Este
se presenta como consecuencia de una lesion tisular y resulta en un aumento de la
sensibilidad sensorial o hipersensibilidad al dolor necesario para reducir el riesgo de dafio
adicional y promover la recuperacion del tejido tras la lesion. En este estado los estimulos
inocuos ahora provocan dolor, lo que lleva a evitar el contacto fisico y el movimiento del
area lesionada. Sin embargo, cuando el dolor nociceptivo sobrepasa su funcion protectora,
se convierte en patoldgico. El dolor patolégico no desempefia una funcion protectora ni
adaptativa, y se presenta como consecuencia de dafio o alteracion del funcionamiento del
sistema nervioso. Un ejemplo de este tipo de dolor es el dolor neuropatico. Sin embargo,
es importante destacar que existen condiciones dolorosas en las que no existe dafio aparente
como en el caso de la fibromialgia, pero que sin embargo cursan con dolor crénico de larga
duracion en casi todo el cuerpo, un tipo de dolor denominado dolor crénico (5). En
consecuencia, las condiciones de dolor crénico disminuyen la actividad fisica, se asocian a
discapacidad y con frecuencia se acompafia de ansiedad, depresion, fatiga y estrés, que

afecta de forma significativamente la calidad de vida de quien lo padece (6).

1.2. Fisiologia del dolor

La nocicepcion es el proceso fisioldgico a través del cual se detectan, codifican y procesan
los estimulos nocivos a través de los nociceptores (7). Estos son considerados la unidad
funcional del sistema nociceptivo. Los nociceptores responden especifica y selectivamente
a los estimulos nocivos o potencialmente dafiino para el organismo (8). Es decir, en
condiciones normales, los nociceptores no responden a estimulos “no nocivos” o de baja

intensidad como por ejemplo el tacto o la presion ligera (9).

Desde un punto de vista morfofisiologico, los nociceptores son neuronas sensoriales
pseudounipolares, cuyo cuerpo celular esta localizado en los ganglios de la raiz dorsal
(DRG, por sus siglas en inglés) o a nivel del ganglio del trigémino (GT). Tienen un Unico
axon que bifurca en dos terminales. La terminal periférica inervar la piel, visceras,
articulaciones y masculos; mientras que la terminal central entra a la médula espinal o al
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subndcleo caudalis del trigémino en donde hace sinapsis con neuronas de segundo orden.
En este sitio se realiza el primer relevo de la informacion nociceptiva de origen periférico
(10).

Existen diferentes tipos de neuronas nociceptivas que se clasifican en Ap, Ad 'y C segun el
tamario del cuerpo celular, el didmetro del axon, el grado de mielinizacion y la velocidad
de conduccidn. Los nociceptores de tipo A son aferentes mielinizados que incluyen las
fibras AB y AJ, son de diametro mediano, grandes muy mielinizados y velocidad de
conduccion intermedias a rapidas que van de 16-100 m/s para las fibras AB y de 5-30 m/s
para las Ad, por ultimo las fibras C 0 no mielinizadas, de didmetro pequefio y velocidad de
conduccién entre 0.2-2 m/s (11). La mayoria de las fibras AP tienen umbral mecanico bajo
y son consideradas receptores del tacto ligero, mientras que las fibras Ad son las encargadas
de mediar el dolor agudo bien localizado o rapido. Estas fibras Ad se subdividen en tipo |
y tipo Il. Las fibras Ao tipo I, son mecanorreceptores de umbral alto que se caracterizan
por responder a temperaturas >50°C. Los nociceptores de Ad tipo Il, tienen un umbral
térmico mas bajo (45°C), pero poseen un umbral mecanico muy alto. Las fibras C son
nociceptores heterogéneos que incluye una poblacion de fibras sensoriales polimodales, es
decir, responden a estimulos de diferentes naturaleza; quimico, térmica, eléctrica,
mecanico, en contraste a las fibras monomodales que solo responden a un tipo de estimulo
nocivo ejemplo de ello son las fibras quimio sensibles que en condiciones normales no
responden a los estimulos mecanico o térmicos (10). La activacién de las neuronas

nociceptivas inicia el proceso de nocicepcion (9).

1.2.1. Nocicepcion

La nocicepcion consta de cuatro procesos importantes; transduccion, transmision,

modulacion y percepcion. Cada uno de estos es descrito a continuacion.
A. Traduccion

Es el proceso a través del cual el estimulo nocivo se convierte en un potencial de accion.
La transduccion tiene lugar en la terminal periférica del nociceptor, donde se expresan una
amplia variedad de receptores y canales i6nicos de sustancias proinflamatorias y pro-

algésicas. Estos receptores y canales son activados debido a que el cambio en el ambiente
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celular, causado por el estimulo nocivo, provoca que en el area lesionada se liberen
sustancias pro-algésicas y proinflamatorias. Esto favorece la activacion del nociceptor y la
entrada de iones que genera una sefial eléctrica, es decir, un potencial de accion. EI nimero
y frecuencia de los potenciales de accion producidos depende directamente de la intensidad
del estimulo nocivo (12). Molecularmente, cuando un estimulo nocivo activa un canal o
receptor como, por ejemplo, los canales i6nicos sensibles al &cido (ASIC) que son canales
catiénicos no selectivos de Na* y Ca?*, se favorece la apertura del canal lo que permite la
entrada de cationes favoreciendo la despolarizacion del nociceptor. Si el cambio de
gradiente de iones es de magnitud suficiente para alcanzar el umbral de activacion de los

canales de Na* dependientes de voltaje (Nav), se produciran potenciales de accion (13).
B. Transmision

Es el proceso que permite que el potencial de accion viaje a lo largo de la via nociceptiva
teniendo como punto de partida la terminal periférica. A partir de este punto el potencial
viaja a lo largo del axdn del nociceptor hasta llegar a la terminal central ubicada en el asta
dorsal de la médula espinal o ganglio trigéminal. A este nivel se lleva a cabo el primer
relevo de la informacion nociceptiva, puesto que la terminal central hace sinapsis con la
terminal sindptica de una neurona de segundo orden. Sin embargo, el relevo de la
informacion nociceptiva esta influenciada por otros tipos neuronales, como por ejemplo
interneuronas inhibitorias o excitatorias. La activacion de la neurona de segundo orden
permite que los potenciales de accion sigan viajando a lo largo de las vias ascendentes hasta

llegar a centros supraespinales (10).

C. Modulacion
Comprende la regulacion de la sefial nociceptiva a nivel del asta dorsal de la médula espinal,
por diferentes tipos neuronales locales que incluye, interneuronas inhibitorias, excitatorias
y terminales axonicas provenientes de centros corticales como las neuronas
serotoninérgicas, noradrenérgicas y dopaminérgicas, que en conjunto modulan la
transmision de la informacion nociceptiva ya sea para inhibirla o amplificarla. La inhibicion
impide que la sefial continle su curso a través de las neuronas de segundo orden, en otras

palabras, la sefial proveniente de la periferia ya no se transmite a centros supraespinales;
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mientras que la amplificacion permite que la informacion siga su curso hacia regiones

corticales y subcorticales (14).

D. Percepcion
Es la integracion de la informacion nociceptiva, cognitiva y emocional para generar la
experiencia subjetiva del dolor. En este proceso participan diversas estructuras cerebrales,
como, amigdala, insula y la corteza del cingulo anterior, regiones se asocia con la

experiencia subjetiva del dolor (7, 15).

1.2.2. Vias nociceptivas

Las vias nociceptivas son circuitos neuronales complejos, encargados de llevar la
informacion nociceptiva desde la periferia, a través de la via aferentes o via ascendente
hasta regiones subcorticales y corticales. Una vez en centros superiores, la informacion
nociceptiva puede activar vias ascendentes que envian aferencias corticales y limbicas al
asta dorsal de la médula espinal lo que resulta en la modulacion del dolor en la periferia
(15, 16). El correcto funcionamiento de estos circuitos neuronales es fundamental para que

el dolor cumpla su funcion fisiologica en el organismo.

1.2.2.1. Via ascendente

La via ascendente, es la encargada de transmitir la informacion nociceptiva proveniente de
la periferia, es decir, la sefial recibida a través de la terminal periférica del nociceptor, hasta
centros supraespinales. Inicialmente la informacion nociceptiva pasa por el DRG para
entrar, a traves de la terminal central del nociceptor, a la sustancia gris de la médula espinal
a nivel de las laminas superficiales I, 11 y V. En estas se localizan neuronas de segundo
orden cuyos axones cruzan la médula espinal antes de ascender a centros superiores
integradores del dolor. EI primer centro supraespinal al que llega la informacién
nociceptiva es el talamo. En este sitio la terminal de la neurona de segundo orden hace
sinapsis con neuronas de tercer orden, cuyos axones son enviados a diferentes regiones
corticales como la corteza somatosensorial primaria y secundaria (SI y SllI), la insula, la
corteza del cingulo anterior (CCA), corteza prefrontal y la amigdala (15). Esta conectividad

permite que la informacion nociceptiva sea transmitida a todas estas regiones corticales.
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Las principales vias ascendentes son; la via espinotalamica lateral y la via espino-
parabraquial (Figura 1).

La via espinotalamica lateral o neoespinotalamico, es la principal via que transmite
informacidn nociceptiva derivada de estimulos térmicos. Esta se ubica de forma antero-
lateral dentro de la materia blanca de la médula espinal y, desde ahi, se proyecta al talamo
y posteriormente a la corteza somatosensorial Sy SlI a través del tAlamo lateral y medial
lo que permite discriminar aspectos sensoriales del dolor como la localizacion, intensidad
y tipo de dolor (15).

La informacion que llega a la via espino-parabraquial proviene de la ldmina I de la médula
espinal. Al llegar al tAlamo medial, envian proyecciones hacia la corteza cingulada anterior
y la insula, estructuras importantes que dan el componente motivacional y afectivo que
generan la experiencia sensorial y emocional que se percibe como desagradable ante los

estimulos dolorosos (17).
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Figura 1. Principales vias ascendente del dolor. La informacién nociceptiva entra al SNC a través del asta
dorsal de la médula espinal donde la fibra sensorial primaria hace sinapsis con neuronas de segundo orden de
proyeccién. Las principales vias ascendentes son la espinotalamica lateral y la espinoparabraquial que se
muestran en rojo y azul respectivamente, las flechas rosas de dos puntas indican comunicacion bilateral. A6
y A7 son nlcleos noradrenérgicos; CCA: corteza del cingulo anterior; Amy: amigdala; Ins: insula; PAG:
sustancia gris periacueductal; RVM: médula rostral ventromedial. Modificada de Ossipov, 201208),
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1.2.2.1. Vias descendentes

Las vias descendentes del dolor son vias moduladoras que pueden facilitar o inhibir la
transmision de la informacion nociceptiva a través de la liberacion de monoaminas
principalmente serotonina, noradrenalina (NA) y dopamina a nivel de la médula espinal
figura 2 (19). Estas via surgen de diferentes sitios supraespinales que incluyen; la sustancia
gris periacueductal (PAG), lamédula rostral ventromedial (RVM) el nicleo reticular dorso-
lateral y el hipotdlamo posterior ventricular (18, 20).

Uno de los sitios mas importantes en esta via es la PAG que se encarga de procesar la
informacidn nociceptiva de las vias ascendente y descendente. Recibe axones de diferentes
sitios corticales como la corteza cingulada anterior, insula, amigdala, estructuras limbicas
ademas de los nucleos del talamo e hipotdlamo, la corteza Sl y SlI que procesan aspectos
sensoriales y discriminativo del dolor (18, 19). En cuanto a las entradas nociceptivas que
provienen del asta dorsal de la médula espinal son percibidas por los nicleos parabraquiales
(22).

La inhibicion descendente de la PAG se produce por mecanismos directos e indirectos
asociados a la liberacion de opioides enddgenos (18). Ademas, la PAG tiene conexiones
reciprocas con la RVM. La excitacion de las neuronas de la PAG incrementa la actividad
de las neuronas de la RVM (21). Es por ello que las proyecciones nacientes en PAG llegan
alaRVM y no directamente a la médula espinal, por lo tanto, la RVM es quien envia salidas
axonicas a las ldminas superficiales y profundas del asta dorsal de la médula espinal, al
igual que las terminales que se originan los nicleos del tronco encefalico como el ndcleo
rafe Magnus, nucleos A5, A6 y A7 que son proyecciones noradrenérgicas y
serotoninérgicas (19).

Las terminales que se originan en la RVM vy otros nucleos del tronco encefalico cerebral
hacen sinapsis con la terminal central del nociceptor, interneuronas y neuronas de
proyeccion en la asta dorsal dende varios neurotransmisores son liberados, pero la
serotonina (5-HT) y NA son las principales monoaminas liberadas a partir de las vias
descendentes. La fuente serotoninérgica surge de la RVM, pero predomina a nivel del
nucleo rafe Magnus, la liberacién de 5-HT causa la hiperpolarizacién de las terminales de

las fibras nociceptivas aferentes y neuronas de proyeccion del asta dorsal cuando
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interacttan con los receptores 5-HTy, 5-HT2 y 5-HT7 (22) y se produce excitacion de
interneuronas GABAGérgicas espinales cuando interactta con el receptor 5-HT3z (23, 24).
Las neuronas adrenérgicas surgen de los nicleos medulares C1y C2 como por los nlcleos
noradrenérgicos localizados en A5 y A6 en el locus coeruleus y las regiones pontinas A7
en el subcoeruleus. La liberacion de NA produce hiperpolarizacion en las neuronas de
proyeccion al interactuar con los receptores alfa-2A (a-2A) (25). Y sobre las terminales de
los aferentes cuando interactia con los receptores alfa-2B/C y la interaccion con los
receptores a-1A éxito las interneuronas inhibidoras del asta dorsal de la médula espinal
(26).
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Figura 2. Vias descendentes. Las proyecciones descendentes se muestran en verde, morado y rojo, mientras
que las flechas negras indican comunicacion bilateral. Las proyecciones desde la RVM a la médula espinal
sugieren inhibicion y facilitacion descendentes. A6 y A7 son nucleos noradrenérgicos; ACC: corteza del
cingulo anterior; Amy: amigdala; Ins: insula; PAG: gris periacueductal; RVM: médula rostral ventromedial.

Modificada de Ossipov, 2012¢8),
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En ausencia de condicion patologica dolorosas la via descendente es principalmente
inhibidora, por lo tanto, la informacion nociceptiva es inhibida a nivel de la médula espinal
por liberacion de neurotransmisores inhibidores como glicina, opioides enddgenos y
GABA (18), pero se produce un desajuste en condicion patologica que altera la
funcionalidad de la via descendente que ahora facilita el paso de la informacidn nociceptiva

a centros corticales (19).

1.3. Clasificacion del dolor

Desde décadas pasadas, se ha buscado estrategias para clasificar al dolor, facilitar su estudio
y tratamiento. En la actualidad existen varios criterios para clasificar al dolor, a) por su
duracidn, se clasifican en agudo o cronico, b) por su localizacion en somatico o visceral, )
por su origen en nociceptivo, inflamatorio, neuropético o disfuncional (5). Sin embargo,
este sistema de clasificacion no logra incorporar la amplia variedad de condiciones que
cursan o desarrollan un estado doloroso. Estas limitaciones, llevaron a que, en afios
recientes, expertos en el &rea del dolor realizaran una clasificacion sistemética que engloba

los padecimientos patoldgicos que presentan un componente doloroso (27).

1.3.1. Clasificacion del dolor por duracion

El dolor puede ser agudo o cronico. El dolor agudo actlia como sefial de alarma instantanea
en el individuo y, por lo tanto, es el dolor fisioldgico necesario para la supervivencia del
organismo, mientras que el dolor crénico es una condicién patolégica que no presenta una

funcidén adaptativa ni protectora para el individuo (28).

1.3.2. Dolor agudo

El dolor agudo es una respuesta rapida, adaptativa y transitoria que inicia en respuesta a
algun estimulo nocivo, que dafia 0 amenaza con dafar los tejidos, y que desaparece junto
al estimulo que lo inicio o bien con la reparacion del tejido. (29). Este dolor es necesario
para proteger al organismo, es decir, fisiologicamente actlia como una sefial de advertencia.

Por lo tanto, clinicamente este dolor no persiste por més de tres meses (30).
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1.3.3. Dolor croénico

El dolor croénico, es aquel dolor que persiste mas alla del periodo normal de curacion y
carece del proposito fisioldgico de advertencia. Desde el punto de vista clinico es un
periodo mayor de 3 a 6 meses (31). Actualmente se estima que afecta a mas del 20% de la
poblacién mundial, mientras que un 10% recibe un diagnostico de dolor crénico cada afio
(32). El dolor cronico es la principal causa de discapacidad y sufrimiento que se acompafia
de alteraciones emocionales que impactan en la intensidad del dolor que se percibe lo cual

repercute sobre la calidad de vida (33).

Una de las manifestaciones clinicas del dolor es la presencia de hipersensibilidad
nociceptiva que se caracteriza por la parecencia de alodinia (respuesta dolorosa ante los
estimulos inocuos) e hiperalgesia (los estimulos dolorosos son percibidos con mayor
intensidad) Es decir, el dolor cronico produce un estado de hiperexcitabilidad del sistema
nerviosos que disminuye el umbral de activacion de los nociceptores para favorecer el dolor
(34).

Actualmente existen muchas condiciones patoldgicas que cursan con un estado de dolor
cronico es por ello que la IASP recientemente propuso una nueva clasificacién del dolor
cronico, cuya finalidad es poder ser aplicada en los servicios de atencion primaria, asi como
en entornos especializados en el manejo del dolor. En esta clasificacion los sindromes que
cursan con dolor cronico se engloban en 7 categorias principales y se distinguen entre el
dolor crénico primario (1 categoria) y el dolor crénico secundario (6 categorias) figura 3
27).

El dolor cronico primario se considera una enfermedad por si mismo y se define como el
dolor presente por mas de 3 meses en una 0 mas regiones anatomicas, este dolor no puede
ser explicado por otra condicion de dolor crénico y esta asociado con angustia emocional,
discapacidad funcional significativa que interfieren con las actividades de la vida diaria y

participacion en roles sociales (31).

Las condiciones de dolor crénico primario que pertenece a la categoria nimero uno (1) se
encuentra: 1) el dolor musculoesquelético crénico primario, 1) el dolor crénico
generalizado, I11) sindrome de doloroso regional complejo, 1V) la cefalea crénica primaria
o dolor orofacial y, V) dolor visceral crénico primario (27).
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En contraste el dolor cronico secundario se considera un sintoma de otra enfermedad la
cual es la causa subyacente, en donde la mayoria de las ocasiones el dolor es el sintoma
maés debilitante y requiere tratamiento. Sin embrago la mayoria de los casos el dolor crénico
secundario continua aun después del éxito en el tratamiento de la afeccion inicial (27). En
esta clasificacion de la IASP, el dolor cronico secundario engloba seis grandes categorias
(2-7) que incluyen: (2) dolor crénico asociado a cancer, es decir, el dolor que se origina por
la presencia del tumor o como resultado del tratamiento del mismo; (3) el dolor crénico
post-quirdrgico o postraumatico, se caracteriza por ser un dolor que persiste mas alla de la
sanacion del tejido lesionado como consecuencia de un traumatismo o cirugia; (4) dolor
neuropatico cronico, se origina por enfermedad o dafio directo ocasionado al sistema
somatosensorial y puede tener origen a nivel periférico o central, segin la ubicacion del
dafo; (5) cefalea cronica secundaria o dolor orofacial, este dolor se presenta durante mas
de 2 horas al dia y en un 50% de los dias en un periodo de tres meses; (6) dolor visceral
cronico secundario, caracterizado por ser persistente o recurrente con origen en 6rganos
internos de la cabeza, cuello, la cavidad torécica, abdominal y pélvica; y (7) el dolor
musculoesquelético cronico secundario, es aquel que afecta de forma directa a los huesos,
articulaciones, los musculos o los tejidos blandos, este tipo de dolor se presenta de forma
espontanea o inducido por el movimiento (27). Esto ha dado senda a que la enfermedad
subyacente debe ser tratada como objetivo primario.
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Figura 3. Clasificacion del dolor crénico segln la IASP. Modificado de Treede et al., 2019 @7,

En el sistema de clasificacion del dolor crénico primario las patologias pueden presentar
una etiologia y fisiopatologia no esclarecida. Por lo tanto, la presencia de dolor puede
percibirse en cualquier sistema del cuerpo, por ejemplo, el sistema nervioso,
musculoesquelético y gastrointestinal; o bien en cualquier parte del cuerpo como la cara,
espalda baja, cuello, miembros superiores, térax, area abdominal, pelvis y region
urogenital; o por la combinacién de regiones del cuerpo. Tal es el caso del dolor crénico

generalizado que se presenta en la fibromialgia (35).

1.3.3.1. Fibromialgia

La fibromialgia, es el sindrome de dolor crénico primario mas frecuente, cuya
manifestacion cardinal es el dolor musculoesquelético crénico generalizado (36) que se
describe como dolor en al menos 4 de las 5 regiones corporales (regién inferior derecha;
regién superior derecha, region axial; regién superior izquierda y la region inferior

izquierda) (Figura 4), que se acompafia de hipersensibilidad al dolor (alodinia e
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hiperalgesia) fatiga, trastornos cognitivos asi como alteraciones del suefio (37). Estos
sintomas se presentan en un nivel similar durante al menos 3 meses y los cuales no se
explican mejor por otra condicion de dolor crénico (35). Mientras que los trastornos del
estado de animo y la ansiedad son comorbilidades comunes de esta enfermedad (38) que

inciden en una mayor sensibilidad al dolor (39).

| Regiones anatomicas
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Figura 4. Regiones anatomicas del cuerpo humano.
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1.3.3.2. Epidemiologia

La fibromialgia, es un problema de salud pablica con una prevalencia que oscila entre el
1.3y el 8% a nivel mundial, con un promedio aproximado del 2.1%, siendo mas comin en
personas de mediana edad principalmente mujeres de 20-55 afios (40-42). La prevalencia
media es mayor en las mujeres (4.3%) con respecto a los hombres (0.95%), lo que establece

una proporcion de 4:1 en mujeres/hombres a nivel global (42).

En México, en un estudio publicado en el 2011, se report6 que la prevalencia se encuentra
entre 0.08'y 1.7%. Al igual que en el resto del mundo, la fibromialgia en México predomina

en mujeres con un 0.8% en comparacion con los hombres con 0.4% (43).

1.3.3.3. Sintomas de la fibromialgia

El sintoma cardinal de la fibromialgia es el dolor cronico generalizado, es decir, la presencia
de dolor en todo el cuerpo. Este dolor muscular es profundo, intenso, gquemante y
persistente, de naturaleza bilateral que afecta las areas corporales superiores e inferiores y

el eje central (27).

Los sintomas no dolorosos asociados a la fibromialgia son; fatiga, trastornos del suefio,
sintomas somaticos y deterioro del estado de animo. Entre estos sintomas, la astenia, la
fatiga y los problemas de suefio son sintomas claves presentes en la mayoria de los

pacientes con fibromialgia capaces de limitar su actividad fisica (44).

Estos sintomas se presentan desde el despertar, mejorar durante el transcurso del dia, pero

vuelve a reaparecer por la tarde (45).

Los trastornos del suefio se deben al suefio no reparador, debido a la dificultad de conciliar
el suefio por incremento de los despertares nocturnos y fragmentacion del suefio (46). La
presencia de trastornos del suefio se asocia al desarrollo de dolor crénico que, a largo plazo,
favorece la hipersensibilidad al dolor, sin embrago, la fibromialgia puede ser la causa o

consecuencia de la aparicion de estos trastornos (47).

Los trastornos cognitivos se refieren a alteraciones como déficit de atencién, disminucion
de la capacidad para centrar la atencion, menor capacidad de recordar nuevos datos v,

dificultad para realizar tareas simples y complejas (48).
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En las alteraciones en el estado de animo, encontramos particularmente a la ansiedad y
depresidn, que pueden agravar el sindrome de dolor cronico y viceversa. Es por ello que el
tratamiento para estas alteraciones es indispensable en los pacientes con fibromialgia (49).

Ademas, se puede presentar dolor de cabeza intenso o muy severo que los pacientes
describen como “se me parte la cabeza”. Incluso se pueden presentar parestesias
(entumecimiento y hormigueo) en ambas extremidades de los brazos y piernas, sindrome

gastrointestinal, reflujo gastroesofagico, ojos secos entre otros (50).

Es importante hacer mencion que la fibromialgia por si sola no pone en peligro la vida del
paciente, sin embargo, es una enfermedad altamente incapacitante que disminuye la calidad
de vida por la gran variedad de sintomas que la acompafian, pero sobre todo por la falta de
un tratamiento eficaz (51).

1.4. Mecanismos moleculares del dolor crénico

Actualmente no se ha logrado esclarecer los mecanismos exactos que perpetdan el dolor
cronico presente en condiciones patologicas como la fibromialgia o el dolor neuropético.
Sin embargo, se sugiere que su desarrollo y mantenimiento se debe a cambios producidos
en el sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP) que conducen a alteraciones en el
correcto procesamiento del dolor, desequilibrio neuroquimico a nivel central con
amplificacion de la percepcion del dolor, iniciado por procesos de sensibilizacion periférica
y central, que disminuyen el umbral de activacién de los nociceptores (Ad y C) dando paso
a que los estimulos de bajo umbral o subumbrales generen una respuesta nociceptiva (52).
Mientras que las alteraciones en el funcionamiento de las vias monoaminérgicas

descendentes facilitan el paso de la informacion nociceptiva a centros corticales (19).

La participacion del sistema inmune en estos procesos es a través del fendmeno conocido
como neuroinflamacion (53). Ademas, las células del sistema nervioso puede iniciar la
activacioén del sistema inmune a través de la inflamacién neurogénica (54). En conjunto,
todo los mecanismos mencionados mantienen el estado de dolor cronico por medio de la
hipersensibilidad del SNC, pero sin lograr explicar la totalidad de los sintomas observados

en un estado de dolor crénico (40).
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1.4.1. Sensibilizacion periférica

La sensibilidad periférica es la disminucion del umbral de activacion de los nociceptores a
nivel periférico, que es causa y consecuencia del dafio tisular y/o inflamacion (55). Esta
elevada excitabilidad del nociceptor esta limitada al area de lesion, representa una forma
de dolor evocado que requiere de una lesion periférica en curso y umbrales de dolor que se

refleja en una mayor respuesta a los estimulos de presion y calor (56).

La sensibilizacién periférica es producida por la liberacion de los mediadores inflamatorios
liberados como consecuencia de dafio tisular o nervioso, por las células residentes del tejido
o por las propias células inmunes (macrofagos, mastocitos, dendritas). Después de la lesion
se incrementa la concentracion de protones (H™) y del trifosfato de adenosina (ATP) que
incrementa la acidez del medio extracelular, generando sefiales de dafio que son
reconocidas por células adyacentes. Se induce la liberacion de eicosanoides como las
prostaglandinas (PG’s) y de aminas vasoactivas como bradicinina (BK), histamina,
serotonina (5-HT) y NA que favorecen la vasodilatacion y contribuyen a la extravasacion
de células del sistema inmune como los neutrdfilos y linfocitos T (54).

Los mediadores liberados acttan en receptores especificos ubicados en la terminal o soma
del nociceptor que inducen la activacion de diferentes vias de transduccién de sefiales que
incrementan la produccion de segundos mensajeros como el calcio (Ca?") y el adenosin
monofosfato ciclico (AMP.) que activan varias cinasas como la proteina cinasa C (PKC),
la proteina cinasa A (PKA), la cinasa dependiente de Ca?*/calmodulina (CaMK), la
fosfoinositol 3 cinasa (PI3K), la familia de proteinas cinasa activadas por mitégenos
(MAPK) como son: la cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK), p38-MAPK y
cinasa Janus N-terminal (JNK). La activacion de estas cinasas produce cambios a corto y
largo plazo en el nociceptor. A corto plazo, se fosforilan canales idnicos como el receptor
de potencial transitorio vanilloide 1 (TRPV1) y los canales de sodio activados por voltaje
Nav.1.7, Nav1.8 y Nav1.9. A largo plazo, se incrementa la transcripcion y expresion de
canales, particularmente canales de sodio activados por voltaje. Ambos fendmenos
favorecen la entrada de sodio al interior de la neurona, incrementando la frecuencia de
potenciales de accion que favorece la hiperexcitabilidad del nociceptor y la transmision de

la informacion nociceptiva desde la periferia al SNC (Figura 5) (57).
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Figura 5. Sensibilizacion periférica de los nociceptores. La disminucion del umbral de activacion de los
nociceptores y el incremento en la produccion de los potenciales de accion se da por mediadores
proinflamatorios liberados de las células inmunes, las células del tejido dafiado y los propios nociceptores.
Estos mediadores acttan en sus receptores ubicados en la terminal del nociceptor. 4-HNE: 4-hidroxinonenal;
ASIC: canal de iones sensibles a acido; ATP: adenosin trifosfato; Ca?*; calcio; CCL2: quimiocina (motivo
CC) ligando 2; CCL5: quimiocina (motivo CC) ligando 5; CGRP: péptido relacionado con el gen de la
calcitonina; CXCL1: quimiocina (motivo CXC) ligando 1; FPR1.: receptor de péptido de formilo 1; GPCR:
receptor acoplado de proteina G; H*: hidrogeno; HETE: hidroxido del acido tetraendico; HMGB1.: proteina
del grupo de alta movilidad de caja 1; IL-1p: interleucina 1 beta; NGF: factor de crecimiento neural; P2X3,
receptor purinérgico; PGE2: prostaglandina E2; RNA: &cido ribonucleico; RTK: receptor tirosina cinasa;
TNF: factor de necrosis tumoral; TRPV1: receptor transitorio potencial Vanilloide 1. Modificado de Ji et al.,
2014 ©7,

El incremento en la frecuencia de potenciales de accion en el nociceptor induce la liberacion
de péptidos vasoactivos como, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP),
sustancia P (SP) y factores de crecimiento como el factor de crecimiento neural (NGF).
Tanto la SP como el CGRP al ser liberados acttian en sus respectivos receptores ubicados
en los vasos sanguineos y en las células inmunes en donde favorecen la vasodilatacion y

extravasacion plasmatica con infiltracion de células inmunes (54).
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1.4.2. Sensibilizacion central

La sensibilizacion central es la amplificacion de la informacion nociceptiva proveniente de
la periferia que resulta una mayor capacidad de respuesta de las neuronas espinales dando
lugar a un estado de hiperexcitabilidad, expansion del campo receptivo y mayor
sensibilidad a los estimulos dolorosos (58). Adicionalmente las fibras aferentes no
nociceptivas, las fibras AP, se acoplan al circuito del dolor, dando lugar a que los estimulos
inocuos o no dolorosos ahora sean percibidos como dolorosos (9).

La sensibilizacion central es una manifestacion de plasticidad dada por el aumento en la
transmision sindptica, impulsada por la activacién de los receptores del glutamato como N-
metil-D-aspartato (NMDA) y representa un incremento en la excitabilidad neuronal ademés
de una reduccién de la transmision inhibitoria por perdida de interneuronas inhibitorias lo
que resulta en la disminucion de la sintesis y actividad de los neurotransmisores, lo que esta

asociado en el aumento de la sensibilidad al dolor de forma persistente (58, 59).

El proceso de la sensibilizacion central comprende dos fases temporales, cada una con
mecanismos especificos. Por un lado, la fase temprana, depende de la fosforilacién de cales
iGnicos y receptores de glutamato como: a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
(AMPA), NMDA y Kainato, asi como los diferentes subtipos de receptores metabotropicos
del glutamato que estan acoplados a proteinas G (mGIuR), los cuales son canales y
receptores importante en el inicio y el mantenimiento de la sensibilizacion central. La
activaciéon de los nociceptores libera una amplia variedad de neurotransmisores en la
terminal central que incluye: el glutamato, la SP, CGRP y factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF), en la sinapsis que hace con las neuronas de segundo orden ubicadas en la
lamina | del asta dorsal de la médula espinal. Como consecuencia, el ion Mg?* ubicado en
el poro del receptor NMDA es removido para permitir su activacion. En estas condiciones
se envian sefiales postsinapticas que aumentan el Ca?* intracelular, aunque este incremento
también puede provenir de la activacion de otros canales ionicos como AMPA o de los
receptores mGIuR1 y 5 que estan acoplados a proteinas Gagq, lo que resulta en la activacion
de diferentes cinasas como p38-MAPK, PKA y PKC. Estos eventos intracelulares
aumentan la excitabilidad de las neuronas de segundo orden y facilitan la transmisién de la

sefial nociceptiva. Por otro lado, se produce una disminucién de los efectos inhibitorios de
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la transmisidn sinaptica mediados por GABA 'y glicina, asi como de los producidos por NA

y la 5-HT en los circuitos del dolor a nivel de la médula espinal (56, 60).

que la segunda fase es méas duradera y dependiente de la trascripcion, que impulsa la sintesis
de las nuevas proteinas responsables de mantener la sensibilizacion central presente en

muchas condiciones patoldgicas (56, 61).

La segunda fase es méas duradera y depende de la transcripcion de nuevas proteinas como
los neuropéptidos reguladores del dolor como la SP, BDNF y neurocininas A 'y B. Estos
neuropéptidos se liberan en mayor concentracion en el espacio extracelular de las
terminales nerviosas de los aferentes primarios, o que promueve la activacién de sus
respectivos receptores en las neuronas (Figura 6). La accion de los neurotransmisores
liberados de la terminal central del nociceptor es modulada por los receptores opioides p,

d y K, asi como por diferentes los receptores serotoninérgicos y noradrenérgicos (62, 63).
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Figura 6 Sensibilizacion central. La entrada continua de informacion nociceptiva a través de las fibras C
produce la liberacién de neurotransmisores de la terminal central que activaran a sus respectivos receptores
ubicados en la terminal postsinaptica de las neuronas de segundo orden. Esto ocasiona un aumento de Ca?*
que activa a proteinas cinasas dependientes de Ca?* intracelular que favorece la activacion de diferentes
cinasas dependientes de Ca?*. Estas cinasas fosforilan receptores y canales lo que favorece la excitabilidad
neuronal y la transmision de la informacién nociceptiva. En este proceso también se activan las células de la
glia (microglia y astrocitos) que en este estado liberan una variedad de moléculas proinflamatorias. BDNF:
factor neurotréfico derivado del cerebro, TNFa: factor de necrosis tumoral a; IL-1: interleucina 1; SP:
sustancia P; AMPA: receptor de 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico; NMDA: receptor de
N-metil-D-aspartato; Cay: canal de calcio dependiente de voltaje; Nav: canal de sodio dependiente de voltaje;
NKZ1: receptor de neurocinina 1. Modificado de Luo et al., 2014 ©3)-,

El efecto general de la sensibilizacion central es generar cambios en el umbral y cinética
de activacion de los receptores NMDA y AMPA que lleva a un incremento de la
excitabilidad neuronal, mientras que los cambios en el trafico de los receptores AMPA asi
como las alteraciones en los canales ionicos producen incremento en las corrientes de
entrada y disminuye su salida lo que facilita la transmision sinaptica, la disminucion de la

liberacion de GABA vy glicina favorece el paso de la sefial nociceptiva. Estos mecanismos
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se reflejan en el desarrollo o incremento de actividad espontanea, disminucion en el umbral
de activacion e incremento de campo receptivo de la neurona nociceptiva. Por lo tanto, la
sensibilizacion central es responsable de la hiperalgesia secundaria (aumento de la
sensibilidad al dolor fuera del area de la lesion), la sensacion de dolor a la palpacién y la
alodinia tactil que es el dolor en respuesta al tacto ligero el cual es un componente comun

en el dolor crénico inflamatorio y neuropético disfuncional como la fibromialgia (59).

1.4.3. Facilitacién descendente

La facilitacion descendente se debe a cambios en la excitabilidad, el fenotipo, la plasticidad
de las interneuronas inhibitorias y los sistemas moduladores descendentes que en conjunto
incrementan la excitabilidad del SNC. Sitios como la gris periacueductal, el locus coeruleus
y RVM son claves en el rendimiento final de la informacién nociceptiva a nivel de la asta
dorsal de la médula espinal, siendo la RVM el dltimo sitio del relevo de la informacion

nociceptiva al enviar proyecciones descendentes a nivel de la médula espinal (64).

La mayoria de las entradas que provienen de la RVM son GABAérgicas y opioidérgicas
duales que proyectan a través del funiculo dorsolateral e inervan la asta dorsal, es decir,
puede inhibir o facilitar la transmision de la informacion nociceptiva. Estudios recientes
muestran que las neuronas GABAEérgicas de la RVM estan implicadas en la facilitacion del
dolor a través de la inhibicién de las interneuronas encefalinérgicas/GABAEérgicas del asta
dorsal al controlar las entradas sensoriales a través de la inhibicion presinaptica (65). Asi
también, la eliminacion de neuronas que poseen receptores p-opioides es clave para
eliminar la influencia facilitadora descendente sobre el procesamiento nociceptivo espinal
(66). Mientras que las neuronas del nucleo del locus coeruleus que proyectan a las laminas
I, I1'y V de la médula espinal modulan directamente el dolor a través de mecanismos que

implican potenciar el efecto generado por los opioides (67).

1.4.4. Neuroinflamacioén

La neuroinflamacion es una inflamacion localizada que puede ocurrir en el sistema
nervioso periférico o a nivel central y que presenta las siguientes caracteristicas: 1) aumento
en la permeabilidad vascular, 2) infiltracion de leucocitos, 3) activacion de células gliales

y 4) aumento en la produccién de mediadores inflamatorios como citocinas y quimiocinas.
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El estado de neuroinflamacion favorece la permeabilidad de la barrera hematoencefélica,
lo que permite la infiltracion de células del sistema inmune provenientes de la periferia
hacia el interior del SNC. La neuroinflamacion impulsa y/o mantiene el estado de
sensibilizacion central presente en el dolor cronico por activacion de las células gliales
como la microglia, los astrocitos en la médula espinal y el cerebro, lo que promueve la

liberacion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias (57, 60).

El trafico de células del sistema inmune a nivel periférico tiene diferentes perfiles
temporales; el trafico inicial de neutrofilos se produce en un lapso de horas posterior a la
lesion, le sigue el trafico de macrdéfagos que se produce en el transcurso de dias, mientras
que la infiltracion de células T se produce en un lapso de semanas (68). Por otro lado, en
las lesiones que implican un dafio directo al nervio a nivel periférico, el curso temporal de
la respuesta se manifiesta con la activacion de células de Schwann a nivel del nervio y
células gliales satélite en los ganglios, la microglia, astrocitos y oligodendrocitos en la
médula espinal (69). En las lesiones a nivel central la microglia es probablemente la primera
célula en responder (dias) y posteriormente le siguen los astrocitos (dias a semanas) (70).

La neuroinflamacién al ser una inflamacidn local es capaz de inducir y mantener el dolor,
sin embargo, es una inflamacion dificil de detectar clinicamente. Ejemplo de ello es la
fibromialgia, enfermedad que anteriormente se consideraba una condicién de dolor atipico,
puesto que no se lograba detectar inflamacion evidente. Sin embargo, estudios recientes
muestran que existe una neuropatia de fibras nerviosas pequefias que puede ser el resultado

y causa de la neuroinflamacion (71, 72).

1.4.5. Inflamacién neurogénica

La inflamacidn neurogénica es el proceso fisioldgico a través del cual las fibras nerviosas
sensoriales, distales y proximales liberan neuropéptidos para inducir vasodilatacion
antidromica como resultado de la activacion de la terminal periférica por despolarizacion
local, reflejos axonales o reflejos de la raiz dorsal. Los neuropéptidos que se liberan de
forma abundante son, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y la SP.
Los principales blancos celulares periféricos de estos neuropéptidos son las células
endoteliales y el masculo liso vascular, asi como células del sistema inmune. En las células
endoteliales vasculares y del musculo liso, el CGRP produce efectos vasodilatadores
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mientras que la SP aumenta la permeabilidad capilar favoreciendo la extravasacion
plasmética y la formacion de edema (Figura 7) (73, 74). Por otro lado, los neuropéptidos
también pueden atraer y activar a las células del sistema inmune innato (macrdfagos,
neutrofilos y células dendriticas) y modular la respuesta del sistema inmune adaptativo
como la activacion de los linfocitos T (75). Lo anterior a través de su receptor especifico
ubicado en dichas células y que da como resultado un incremento de la liberacion de
citocinas proinflamatorias como IL-1p, IL-6, TNF-a y quimiocinas (motivo CXC) ligando
1y 5 (CXCL1y5). Laactivacion de las cascadas de sefializacidn asociadas resulta en una
respuesta inflamatoria caracterizada por eritema, calor, edema e hipersensibilidad al dolor
(76). Ademas, muchas de las sustancias liberadas por las células inmunes, como la
histamina y TNF-a, son capaces de sensibilizar otras terminales nociceptivas cercanas,
como las fibras Ad, lo que resulta en la amplificacion del campo receptivo. Estos procesos
celulares crean un ciclo de activacién continua que mantiene la sensibilizacién de los
nociceptores y una activacion constante de las células del sistema inmune. Este fendmeno
desempefia un papel importante en la alteracion de la respuesta a estimulos térmicos, pero

no en la sensibilizacién mecanica (54).
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Figura 7. Inflamacion neurogénica. La liberacion de neuropéptidos como SP y CGRP por las terminales de
las fibras C nociceptivas, transmiten la informacion a nivel de la asta dorsal de la médula espinal, donde hacen
sinapsis con neuronas de segundo orden. Estas interacciones son moduladas por la influencia ejercida desde
centros corticales. Por lo tanto, los neuropéptidos pueden actuar en los vasos sanguineos y células del sistema
inmune dando como resultados la liberacién de citocinas e histamina, asi como la activacidn de linfocitos T
que contribuyen el mantenimiento de la sensibilidad al dolor y la respuesta inflamatoria. Modificado de

Littlejohn., 201564,
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2. ANTECEDENTES PARTICULARES

2.1. Dolor cronico y sistema inmune

En los dltimos afios se ha destacado la importancia del sistema inmune en el desarrollo y
mantenimiento del dolor crdnico presente en diversas condiciones patoldgicas, debido a su
capacidad de identificar y responder de forma selectiva a sefiales de dafio que conllevan a

la activacion de una respuesta inmunoldgica (53, 77, 78).

La interrelacion que existe entre el sistema inmunolégico y el sistema nociceptivo en
condiciones fisiolégicas es indispensable para la supervivencia del organismo, dado que
cada sistema puede modular la funcién del otro. Las células inmunes y las neuronas
nociceptivas periféricas y centrales, son los principales sensores del entorno intracelular y
extracelular dada su alta capacidad para identificar de manera muy eficaz y con alta
especificidad moléculas pertenecientes a microorganismos exogenos o células moribundas.
Por lo tanto, las células del sistema inmune y en menor medida, las neuronas nociceptivas
pueden censar las sefiales de peligro a través de los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR’s, por sus siglas en ingles). Estos PRR’s reconocen dos clases de moléculas,
los patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP’s, por sus siglas en ingles), y los
patrones moleculares asociados al dafio (DAMP’s, por sus siglas en inglés) también
conocidos como alarminas. Las alarminas son componentes celulares o proteinas que se
liberan cuando se produce lesion tisular, muerte celular o necrosis. La activacion de los
nociceptores puede ser directamente por la estimulacion con DAMP’s y PAMP’s o
indirectamente a través de la liberacion de mediadores proinflamatorios (IFM) lo que

resulta en la activacion de células del sistema inmune y nervioso (Figura 8).
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Figura 8. Deteccion de sefiales de dafio por las células inmunes y los nociceptores, e interaccion
neuroinmune. La lesién del tejido sin dafio a la barrera epitelial conduce a la liberacion de patrones
moleculares asociados al dafio (DAMP’s) por parte de las células del tejido. Mientras que la ruptura de la
barrera epitelial puede dar paso a la entrada de patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP’s) tanto
bacterianos como virales. Las células inmunes reconocen estas sefiales de dafio mediante la activacion de los
receptores de reconocimientos de patrones (PRR’s). Esto lleva a la produccion y liberacion de mediadores
inflamatorios (IFM) como citocinas y quimiocinas que interactian en las terminales de los nociceptores.
Ademas, existen interacciones indirectas bien establecidas con los nociceptores a través de las células
inmunes denominadas interaccion neuroinmune (indicada con la estrella azul). Ademas, la evidencia sugiere
que existe una interaccion directa de las terminales de los nociceptores con los DAMP’s y PAMP’s (estrellas
rojas). La activacion de los nociceptores directa o indirecta da como resultados la generacion de dolor.
Modificado de Donnelly et al., 202063,

La participacion del sistema inmunoldgico en las condiciones de dolor cronico ocurre a
través de diversas vias, por ejemplo; la liberacion de autoanticuerpos como en el caso de la
artritis reumatoide; o bien por medio de citocinas, quimiocinas o mediadores inflamatorios

liberados de células del sistema inmune activas como en el caso de una lesién tisular (78).
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Las células del sistema inmune tienen la capacidad de migrar a sitios relevantes en el
procesamiento del dolor, por ejemplo, los ganglios de la raiz dorsal, el ganglio del trigémino
y el asta dorsal de la médula espinal, en donde participan en el inicio, mantenimiento y
cronicidad de diferentes tipos de dolor esto sin omitir su papel en la resolucion del dolor
agudo (Figura 9) (79-82).
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Figura 9. Participacién de las células del sistema inmune y sus mediadores en diferentes estadios del
dolor. A. Curso temporal del dolor crénico inducido por lesion o inflamacién en donde se visualizan las
diferentes etapas del dolor: (i) iniciacién, (ii) mantenimiento y (iii) resolucion. B y C, son representaciones
esquematicas de la participacion de los diferentes tipos de células inmunes y mediadores durante las diferentes
etapas del dolor. Durante la inflamacion o el dafio tisular, las células residentes e inmunitarias reclutadas en
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el sitio dafiado secretan mediadores inflamatorios que actGan sobre los nervios sensoriales periféricos que
inervan el tejido afectado B. De forma similar, diferentes células inmunes migran a la médula espinal y/o los
ganglios de la raiz dorsal para modular la sensibilidad durante las diferentes fases del dolor mediante la
activacion de diversos receptores y canales iénicos que participan en la transduccion del dolor. ACPA:
anticuerpo antiproteina citrulinada; ASIC: canal i6nico sensibles a &cido; ATP: trifosfato de adenosina;
CCL2: quimiocina (motivo CC) ligando 2; CRF: factor liberador de corticotropina; CX3CL1: quimiocina
(motivo C-X3-C) ligando 1; FcY'1: receptor FcY tipo 1; GPCR: receptor acoplado a proteina G; NGF: factor
de crecimiento neural; PD1/NPD1: protectina D1/neuroprotectina D1; ROS: especies reactivas de oxigeno.
Modificado de Raoof et al., 20180,

La capacidad de reconocimiento del sistema inmune de una amplia variedad de patrones
moleculares end6genos y exogenos con potencial nocivo es indispensable para la
supervivencia del organismo (83). Por ejemplo los PRRs pueden detectar, PAMP’s como
los carbohidratos bacterianos, los lipopolisacaridos; acidos nucleicos bacteriano y virales;
peptidoglicano que procede de bacterias Gram positivas; formilmetionina y lipoproteinas
(80).

2.1.1. Receptores de reconocimiento de patrones

Los PRRs incluyen a una amplia lista de receptores entre los que se encuentra la familia de
receptores tipo Toll (TLR), el receptor tipo NOD (NLR), el receptor tipo RIG-1 y los
receptores de lectina tipo C (CLR) (84). Estos se expresan abundantemente en las células
presentadoras de antigenos, como las células dendriticas y los macrofagos, aunque se
encuentran en practicamente todos los tipos de células del organismo. Estos receptores se
localizan de forma estratégica en diferentes compartimentos celulares como: a) en las
membranas celulares, donde median el reconocimiento de patégenos extracelulares
(bacterias, virus y hongos), b) en los endosomas celulares donde detectan patdgenos
intracelulares como virus y bacterias, y c) en el citoplasma (85). Los PRRs, a diferencia de
los receptores de la inmunidad innata tienen tres caracteristicas principales: 1) que se
expresan de manera universal, 2) producen una respuesta rapida y 3) con capacidad de

reconocer una gran variedad de ligandos (86).

La activacion de los PRR activa cascadas de sefializacion que dirigen la respuesta defensiva
del huésped con el fin de destruir al patégeno y lo que culmina en una extensa
reprogramacion transcripcional de células que incluye la regulacion de PRRs adicionales,
la produccion de citocinas proinflamatorias, quimiocinas e interferones de tipo | que

orquestan la respuesta inflamatoria y modulan la respuesta de la inmunidad adaptativa
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posterior (80). Por ejemplo, la activacion de las células presentadoras de antigenos es

necesaria para activar a los linfocitos T y generar la respuesta de inmunidad especifica (86).

Tras una lesion por quemadura o presion mecanica, se liberan moléculas intracelulares que
inducen la activacién y reclutamiento de células del sistema inmune (87). Estas sefiales de
dafio enddgeno son llamadas DAMP’s o alarminas. Los DAMP’s son muy diversos desde
el punto de vista estructural e incluyen moléculas como las proteinas de chogue térmico
(HSP), la proteina de alta movilidad de caja 1 (HMGB1), histonas y citocinas, a su vez
algunas moléculas no proteicas también pueden actuar como sefiales de peligro, como el
ADN o ARN, ADN mitocondrial y, moléculas pequefias como ATP por mencionar algunos

ejemplos (88).

En afos recientes, se ha descrito la capacidad que poseen los nociceptores para interactuar
con PAMP’s y DAMP’s a través de mecanismos directos e indirectos que implica la
generacion de respuestas nociceptivas en condiciones de dolor tanto agudo como crdnico
(53). Actualmente se reconoce que HMGB1 es un neuromodulador que media la
interaccion neuroinmune por lo que alteraciones en la funcién de HMGBL1 estan asociada
a muchas patologias especialmente con las que cursan con un estado inflamatorio asi como

con una amplia variedad de enfermedades que cursan con dolor crénico (89).

2.2. HMGBL1.: estructura y funcion

La alarmina HMGBL es una proteina del grupo de alta movilidad de caja 1 (HMGBL1), que
pertenece a la superfamilia de proteinas de alta movilidad junto con las histonas. Su alta
movilidad electroforética es la caracteristica que en su descubrimiento le dio el nombre de
anfoterina. HMGBL1 es codificada por el gen hmgbl y fue el primer miembro identificado
de la familia HMGB que estd integrada por HMGB1, HMGB2 y HMGB3 (90).
Evolutivamente, es una proteina altamente conservada y presenta un grado de homologia
del 99% en la secuencia de aminoéacidos entre las proteinas de humano y roedor. HMGB1
se expresa de forma abundante en todos los tipos celulares, por lo que desempefia un papel
critico en una gran variedad de procesos fisioldgicos y patolégicos (90). Ademas, tiene la
capacidad de viajar del nucleo al citoplasma, y desde el citoplasma puede ser movilizada a

mitocondrias y al espacio extracelular (91).
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Estructuralmente HMGBL1 es una proteina de 215 aminoacidos con peso molecular de 30
kDa (Figura 11A). Esté constituida por tres dominios: la caja A (aa, 9 — 79), la caja B (aa
95 —163) y una cola &cida en el extremo C terminal (ad186 — 215) que esta conformada por
aproximadamente 30 residuos continuos de acido glutamico y acido aspartico lo que le

confiere carga negativa (92).

La alarmina HMGBL1 posee funciones especificas que dependen de 1) su localizacion en la
celula, 2) la formacion de complejos de union con algunos PAMP’s y DAMP’s, y 3) el
estado redox de cada uno de sus tres residuos de cisteina (C23, C45 y C106) que son
sensibles a modificaciones de tipo dxido-reduccion (redox) dependiente del microambiente
celular lo que le confiere especificidad para unirse a receptores especificos de superficie
(93).

Las cajas Ay B acttan como dominios de union al ADN y estan formadas por dos a-hélices,
una corta y una larga que al plegarse producen una estructura tridimensional en forma de
L. HMGB1 presenta dos secuencias de localizacion nuclear (NLS), cada una ubicada en la
caja A (ad, 27 - 43) y en la caja B (a4, 178 - 186) lo que permite que la HMGBL recién
sintetizada se mantenga en el nucleo (93). Sin embargo, una fraccién de la HMGB1 se
exporta constantemente al citoplasma, debido a que NLS1 y NLS2 presentan cuatro y cinco
residuos de lisina altamente conservados y susceptibles a modificaciones por acetilacion.
La acetilacion favorece la movilizacion de HMGB1 desde el nucleo al citoplasma (Figura
11A). Estudios de estructura-funcion han mostrado que la caja A actia como un antagonista

de HMGB1 mientras que la caja B posee actividad de citocina (94).

HMGB1 presenta secuencias de aa que permiten unién especifica a diferentes receptores
expresados en la superficie celular y cuya activacion desencadena una respuesta
inflamatoria. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos 89-108 permite que HMGBL1 se una
al receptor TLR-4 e inicie la transcripcién de genes que culmina en la sintesis de citocinas
proinflamatorias. La secuencia de aminoacidos 23-50 y 150-183, le permiten el
reconocimiento y la union al receptor de productos finales de glicacion avanzada (RAGE),
mientras que la secuencia de aminoacidos 185-205 presente en la cola acida es reconocida

por el receptor TLR-5 que se expresa en células neuronales (93, 95).
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Segun la localizacion de HMGBL en los diferentes compartimentos celulares, la proteina
desempefia funciones bioldgicas especificas (Figura 11B-E). En el nucleo, actia como una
chaperona del ADN, al unirse de manera transitoria a secuencias del ADN especificas, a
través de las cajas A y B, esta interaccion favorece la curvatura reversible del ADN.
Ademas, participa en la regulacion de la homeostasis nuclear y estabilidad del genoma de
varias formas, por ejemplo, en la arquitectura de la cromatina, sostiene la dinamica del
nucleosoma, da estabilidad a los cromosomas, modula la transcripcion de genes, participa
en la reparacion del ADN, la recombinacion genética, el mantenimiento de los telomeros y
facilita la union a factores de transcripcion (90), La traslocacion de HMGBL1 al citoplasma,
le permite interactuar con proteinas del complejo Beclin1-BCL2 para liberar Beclinl y de
esta forma inducir o incrementar el proceso de autofagia. A nivel de la membrana,
contribuye a la activacion plaquetaria mientras que en neuronas contribuye al crecimiento
de neuritas durante el desarrollo y la regeneracion nerviosa (92, 96). Como ya se ha
mencionado a nivel extracelular la HMGB1 actGa como citocina, induciendo el
reclutamiento y activacion de células cebadas, macrofagos y otras células productoras
mediadores inflamatorios con la finalidad de modular, regular y reparar las células dafiadas
(88).
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Figura 10. Estructura y funcion de la proteina HMGB1. A) HMGBL esta formada por los dominios caja
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participa y mejora las funciones de varios factores de transcripcion, C) cuando HMGBL1 es localizado en el
citoplasma se une a beclin-1 para regular a autofagia. D) a nivel de membrana HMGB1 promueve el
crecimiento de neuritas y la activacion de plaquetas E) en el medio extracelular HMGBL1 se une a una amplia
variedad de receptores y actuar como una DAMP’s para iniciar respuesta inmune. Modificado de Chen et al.,
201367,

2.2.1. Liberacion y estados redox de HMGB1

La liberacion extracelular de HMGBL de las células del sistema inmune como; macro6fagos,
microglia, neutrofilos asi como de células no inmunes como; fibroblastos, células
epiteliales, neuronas, plaquetas, hepatocitos y cardiomiocitos se lleva a cabo a través de

dos vias diferentes, a) liberacion pasiva y b) secrecion activa (98).

La liberacion pasiva se produce casi de manera instantanea después de la muerte celular,
en donde el tipo de muerte es crucial ya que influye de manera importante en el estado
redox de HMGBJ1, lo que impacta en su funcion biologica. La HMGB1 que se libera de
forma inmediata al espacio extracelular se encuentra en su estado tiol (HMGB1sH2)
isoforma a la que también se le denomina xHMGB1 0 .iHMGBL1, pero su exposicion a un
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ambiente altamente oxidante induce que los residuos de cisteina de la caja A (C23 y C45)
forman un puente disulfuro (HMGB1s.s) dando lugar al estado disulfuro que se denomina
sHMGBL1, tanto el estado tiol como el disulfuro son isoformas reversibles de la proteina.
Mientras que la sulfonacion de los residuos de cisteinas da origen a una isoforma
completamente oxidada que es irreversible (HMGB1s3.) también conocida como
«HMGBL1 (93).

Cuando se produce muerte celular por necrosis se libera HMGB1 completamente reducida
(all-HMGB1). En este estado redox, actla como factor quimiotactico con una vida media
de 30 minutos, mientras que cuando la muerte celular es por apoptosis la mayor parte de
HMGB1 es retenido en cuerpos apoptdticos y esta fuertemente unida al ADN oxidado (ox-
HMGB1). Sin embargo, si el aclaramiento fagocitico de los desechos apoptéticos no se
realiza adecuadamente se produce necrosis secundaria con liberacion baja de bajas
concentraciones de HMGBsh2, y mayor liberacion de HMGB1sos™ (93). La liberacion de
HMGB1 hiperacetilado, en estado disulfuro y completamente oxidado puede llevarse por
dos vias; por la activacion del inflamosoma, que lleva a la aparicion de piroptosis, o por la

necrosis programada, también conocida como necroptosis (99).

La secrecion activade HMGB1 puede ser inducida por patdgenos microbianos o sustancias
enddgenas como ROS, Especies Reactivas de Nitrogenos (RNS), las citocinas inflamatorias
TNF-a, interferon-a, interferén-Y, asi como ATP, 6xido nitrico o por interacciones célula-
célula. Lasecrecion activa es un proceso lento debido a que laHMGBL1 ubicada en el nucleo
es regulada por el proceso de acetilacion que induce su acumulacién en el citoplasma, esto
en respuesta a la activacion de diferentes vias de sefializacion, tales como JAK/STATL,
cinasa de calmodulina dependiente de calcio®* (CAMK), asi como de la histona
acetiltransferasa y la proteina de union a CREB (CBP)/p300, que es responsable de la
acetilacion de HMGBL1 (98, 100). La HMGBL1 en sus estado hiperacetilado se acumula en
el citoplasma en lisosomas secretores para ser liberada al espacio extracelular (Figura 11)
(90, 93, 101).
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Figura 11. Liberacion de HMGBL1, estados redox y respuesta celular. La liberacion de HMGBL1 a partir
de las células del sistema inmune puede ser pasiva o activa, en donde las funciones de HMGB1 dependen del
estado de 6xido-reduccion de sus residuos de cisteinas (C23, C45 y C106). El estado redox le confiere a
HMGB1 afinidad por PRRs especificos como TLR, 0 RAGE que participan en diferentes funciones celulares.
all-HMGB1: HMGB1st2, ds-HMGB1: HMGB1 estado disulfuro (s-s), ox-HMGB1: HMGBL1 todo oxidado
(so3.), ROS: especies reactivas de oxigeno, DAMP’s; patrones moleculares asociados a dafio, PAMP’s
patrones moleculares asociados a patdgenos, CXCR4: receptor de quimiocina ligando 4, RAGE: receptor de
productos finales de glicosilacién avanzada, TLR: receptor tipo Toll, PRRs: receptores de reconocimiento a
patrones. Modificada de Rauccci et al., 201912,

2.2.2. Receptores de HMGB1

La lista de receptores de membrana a través de los cuales HMGB1 puede ejercer sus
acciones extracelulares es extensa y a la fecha se han reportado por lo menos 14 diferentes
receptores que incluyen a; RAGE, TLR (TLR-1, -2, -4, -5, -7y -9), CD24, receptor NMDA,
TIM-3, haptoglobina y CXCR4 (103). La interaccion de HMGB1 con un tipo de receptor
u otro depende de su grado de 0xido-reduccion y la formacion de heterocomplejos con otros
DAMP’s o PAMP’s. Por ejemplo, la isoforma all-HMGBL1 se une al receptor RAGE,
mientras que la isoforma ds-HMGBL1 se une a TLR-4. Por otro lado, la formacion de
heterocomplejos con otras moléculas solubles como CXCL12 (CXCCL12-all-HMGB1)

permiten la union a CXCR4. La activacion de estos receptores activa cascadas de
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sefializacion que llevan a la activacion de NF-kp y culmina en la transcripcion de genes
proinflamatorios (93, 104). A continuacién se describen las vias de sefializacion de los
receptores que son relevantes para este trabajo y que han sido ampliamente descritas en
muchas condiciones de dolor patologico (Figura 12) (98, 105).

i” I”ﬁﬁ]{ dsHMGB1 oxHMGB1

+-------=--

* 9

PCXCL12
4 AGE's
OLTA
oLPS

o Flagelina

v

Citocinas
Quimiotaxis W \& ¥4 MQuimiocinas

Figura 12. Vias de transduccion de sefiales asociadas con HMGBL. La interaccion de HMGB1 con
CXCR4, RAGE, TLR-2, TLR-4 y TLR-5, activan cascadas de transduccion de sefiales intracelulares a traves
de una via comdn que conduce a la activacion de NF-kp. La interaccion de HMGB1 con LPS, LTA y flagelina
mejora la sefializacion mediada por los receptores TLR -2, -4, y -5 respectivamente, 1o que conduce a la
activacion de NF-kp y la produccion de citocinas proinflamatorias. EI NF-kp activado que se libera de Ikp se
transloca al ndcleo y se une al ADN, produciendo la formacion del heterodimero p65/p50 y posteriormente
inicia la transcripcion de citocinas y quimiocinas. Por otro lado, HMGB1 también interactlia con CXCL12,
que se une a CXCR4 e induce la quimiotaxis y reclutamiento de células inflamatorias. IKf: inhibidor kappa
beta; LPS, lipopolisacarido; LTA, &cido lipoteicoico; TIRAP: proteina adaptadora que contiene el dominio
TIR; MyD88, diferenciacién mieloide 88; IRAK, cinasa asociada a receptor de interleucina-1. Modificada de
Lee. et al., 2014104,
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2.2.3.1. Receptor RAGE

El receptor RAGE es un receptor transmembranal que pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Es una proteina de 45 kDa que posee dominio de tipo V que permite la
unién con el ligando, y dos dominios de tipo C ademas presentar una hélice giratoria
transmembrana y un extremo terminal con dominio citosolico, necesario para la
transduccion de sefiales (ctRAGE) (98).

Este receptor se expresa ampliamente en diversos tipos celulares que incluyen células
inmunes como macréfagos, neutréfilos y células cebadas, asi como en células endoteliales
y neuronas aferentes primarias, en células gliales satélites del ganglio de la raiz dorsal y en

células de Schwann de los nervios espinales (106).

El receptor RAGE reconoce una amplia gama de ligandos enddgenos como por ejemplo
los productos finales de glicosilacion avanzada (AGE), HMGB1, péptido B-amiloide (AB)
y S100 (107). La unién de HMGB1 a RAGE da inicio a una cascada de sefalizacion
intracelular que incluye la activacion de las vias de la proteina cinasa activada por
mitogenos (MAPK) y NF-kf (108, 109).

Estudios cientificos muestran que HMGBL requiere de RAGE para generar una respuesta
inflamatoria, que incluye dolor, migracién celular, neurogénesis, autofagia y proliferacion
celular (103). Ademas se ha demostrado que la administracion de aiHMGBL1 a nivel
periférico puede inducir alodinia e hiperalgesia a través de RAGE, lo que resalta su
importancia en la contribucion de condiciones de dolor neuropatico inducido por lesién

nerviosa y dolor visceral que acompafa a la cistitis (89, 110).

2.2.3.2. Receptores TLR

Los TLR son una superfamilia de receptores transmembranales de tipo | altamente
conservados evolutivamente. Estos receptores poseen entre 19 y 25 dominios ricos en
repeticiones de leucina en su dominio extracelular, una region transmembranal y una
porcion intracelular citoplasmatica con dominio TIR (Toll/receptor de IL-1). En ratones se
han descrito 13 isoformas, mientras que en humanos solo se han descubierto 10 miembros
que incluyen a receptores de superficie (TLR -2, -4, -5, -6 y -10) y receptores de membrana
endosomales (TLR -3, -7, -8 y -9). La expresion celular de estos receptores es extensa
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encontrandose tanto en células inmunes como células dendriticas y macrofagos, asi como
en células no inmunes, como fibroblastos, células epiteliales, células gliales y neuronales
(111). Los TLR -2, -3, -4, -5, -7 y -9 son expresados en neuronas nociceptivas, mientras
que los TLR -2y -4 se expresan de forma especifica la microglia y astrocitos. La activacion
de estos receptores en las células neuronales induce la liberacidn de una gran cantidad de
mediadores proinflamatorios independiente pero similar a la producida por el sistema
inmune (111). De forma especifica TLR-4 se expresa ampliamente en el sistema nervioso
en células como la microglia, astrocitos y neuronas sensoriales sensibles a capsaicina, asi
como en neuronas nociceptivas del ganglio del trigémino y el ganglio de la raiz dorsal
(112). Ademaés, TLR-4 co-expresa junto con TRPV1, asi como P2X2 (98, 113).

La activacion de los receptores TLR a excepcion de TLR-3 (Figura 13) requieren del
reclutamiento de MyD88. Mientras que los receptores TLR -1, -2, -4 y -6 reclutan a la
proteina adaptadora de diferenciacion 14 (CD14) asi como a la proteina adaptadora que
contiene el dominio TIR (TIRAP) que se une al extremo C-terminal intracelular del
dominio conformado por el receptor tipo Toll y el receptor de interleucina-1 (TIR) con
dominio MyD88. En la ruta de sefializacion dependiente de MyD88, se recluta la cinasa
asociada al receptor de interleucina 1 (IRAK), que interactia con la proteina adaptadora
asociada al receptor de factor de necrosis tumoral 6 (TRAF6) lo que proporciona un enlace
al NF-kB. Esta misma ruta de MyD88 facilita la expresion de las proteinas MAPK y los
factores de transcripcion, como el factor regulador de interferén (IRF) que impulsa

transcripcion de genes inflamatorios (114).

La activacion de TLR-4 puede ser dependientes de MyD88 o del dominio TIR dependiente
de interferon B (TRIF) lo que requiere de la molécula adaptadora relacionada con TRIF
(TRAM) para poder asociarse con TRIF y continuar la via de sefializacion rio abajo hasta
iniciar la transcripcion de genes mediada por las MAPK o NF-kp (115).
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Genes inflamatorios

Figura 13. Vias de sefializacidn de los receptores TLR. La activacion de los diferentes receptores requiere
de proteinas adaptadoras para iniciar las diferentes vias de sefializacion que culminan en la transcripcion de
genes inflamatorios como citocinas y quimiocinas. AP-1: proteina adaptadora 1; TIRAP: proteina adaptadora
con dominio del receptor Toll-interleucina 1, TIR: Toll/ receptor interleucina 1, MyD88: Diferencial mieloide
88, IRAK: cinasa asociada al receptor de interleucina-1, TRAF: factor asociado a receptor del factor de
necrosis tumoral 6, NF-kp3: factor nuclear kappa B; IRF: factor regulador de interferdn, TRIF: interferén beta
inductor del adaptador que contiene el dominio TIR, TRAM: molécula adaptadora relacionada con TRIF.
Modificado de Goulopoulou, et al., 20164,

La transcripcion de genes esta mediada por la activacion de MAPK y NF-kB que inducen
la transcripcion de genes para la sintesis de las citocinas proinflamatorias IL-1, IL-6 e IL-
8. Mientras que la activacion independiente de IRF es necesaria para la produccién de
interferdn tipo 1 (116).

Los receptores TLR-2, TLR-4 y TLR-5, han sido relacionado extensamente como
receptores cruciales en la sefializacion del dolor por ser importantes mediadores en
procesos inflamatorios a corto y largo plazo, al inducir la transcripcién de genes dirigidos
por NF-kp a través de la via MyD88 y la via de TRIF (95, 117, 118).

La interaccion de HMGB1 con algunos TLR incluyen a TLR -1, -2, -4, -5, -7 y -9
particularmente. Los ligandos inicialmente descritos para el receptor TLR-2 son los

lipopéptidos, para TLR-4 son los lipopolisacaridos y para TLR-5 la flagelina, no obstante
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estos receptores estan asociados al desarrollo y/o agravamiento de las sefiales inflamatorias
y de dolor (119, 120).

La interaccion TLR-4 con HMGB1 depende del correceptor CD14 que se expresa en
macrofagos y en células de la glia (astrocitos, microglia) lo que resulta en la liberacién de
citocinas y otros mediadores inflamatorios (121). La activacion de la microglia libera una
amplia gama de mediadores proinflamatorios que pueden exacerbar el dafio tisular y
estimular el reclutamiento de células inmunes periféricas al sitio de la lesion (122). Siendo
el ligando principal de TLR-4 el LPS, estructura importante de la membrana de bacterias
gramnegativas, cuyo reconocimiento activa respuesta inflamatoria (123) este receptor
también reconoce ligandos enddgenos como fibronectina, HMGB1, HSP de 60 y 70 kDa,
entre otras moléculas (124).

El principal ligando del receptor TLR-5 es la flagelina, proteina constitutiva de los flagelos
bacterianos. EI TLR-5 es un receptor importante por su participacion en desarrollo de
condiciones patoldgicas puesto que su activacion inicia respuesta inmune innata. En el
DRG se ha identificado que este receptor se coexpresa en el 91% de neuronas que expresan
con el neurofilamento 200 (NF-200), que es un marcador de neuronas de didmetro grande
tipo A, en el 7.2% de las neuronas de diametro pequefio que expresan CGRP un marcador
de neuronas peptidérgicas y fibras Ad, asi como en el 7.7% de las neuronas que expresan
tirosina hidroxilasa (TH) un marcador de fibras C de bajo umbral, pero solo un 0.5% de las
neuronas se unen a isolectina B4 (IB4) un marcador de fibras C no peptidérgicas. Asi
también se identifico6 ARNm de TLR-5 en fibras nerviosas de la piel y terminales axonales

de laminas profundas del asta posterior de la médula espinal de ratones (120).

2.3. Participacion de HMGBL1 en el dolor

2.3.1. HMGBLI en el dolor agudo

La alarmina HMGB1 es una importante molécula intracelular con funciones bien
establecidas, no obstante, su sobreexpresion y/o liberacion al medio extracelular se ha
observado en muchas condiciones patologicas. Esto ha dirigido las investigaciones de
HMGB1 a campos no tan explorados y con impacto significativo en la salud como lo es el

dolor. La participacion de HMGBL1 en el dolor agudo ha sido evidenciada a través del uso
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de pruebas in vitro y modelos in vivo, el uso de herramientas farmacoldgicas de molécula
pequefia, anticuerpos (Ab) anti-HMGB1 o pequefios RNA de interferencia, y con la ayuda
de diversas técnicas de moleculares. Con todas estas herramientas se ha demostrado que
HMGB1 desempefia un papel pronociceptivo en el dolor agudo. En este sentido existen
estudios que mostraron que la administracion exdgena de HMGBL1 a diferentes niveles de
la via nociceptiva produce hipersensibilidad al dolor. Asi por ejemplo a nivel del nervio
ciatico de rata o ratén produce neuritis inflamatoria que se manifiesta por alodinia mecénica
unilateral cuando se administran dosis pequefias (0.1-10 ng) o bilateral cuando se
administran dosis mayores (3 ng, 0.1 mg). Otra manifestacion frecuente de la neuritis es el
desarrollo de hiperalgesia térmica. Estas manifestaciones de hipersensibilidad inician
rapidamente después de la administracion de HMGB1 y perduran hasta por 72 horas (125,
126). De igual forma, la administracion intratecal de HMGB1 recombinante de bovino (1-
1000 ng) produce alodinia mecanica de manera dependiente de la dosis que perdura por al
menos 72 horas (127, 128). Ademas, se observé que la respuesta nociceptiva inducida por
HMGBL intratecal fue dependientes de la activacion de la microglia y la liberacion de IL-
1P a través del receptor TLR-4 (127, 128). Por otro lado, cuando se administr6 HMGB1
por via intraplantar en rata 10 y 20 pg/pata; (129, 130) o raton (1-1000 ng/pata) (131, 132)
se observé hipersensibilidad mecéanica que se acompafia con una disminucion de la latencia
de respuesta a estimulos térmicos y edema de la pata que perduro por al menos 5 horas. La
hiperalgesia mecéanica inducida por HMGBL intraplantar se atenu6 con antagonistas de los
receptores TLR-4, TLR-5 y RAGE (95, 129-132). Todos estos resultados en conjuntos
sugieren que HMGB1 desempefia un papel importante en la transmision del dolor tanto a
nivel periférico como central. Ademas, dado que esta bien documentado que la funcion de
HMGB1 depende del estado de oxidacion de sus residuos de cisteina C23, C45 y C106
(94), se ha explorado si sus efectos pronociceptivos dependen de su estado redox. Se
encontrd que de la misma forma que HMGB1 recombinante de bovino las isoformas
aHMGB1 y ¢sHMGB1 producen hipersensibilidad al dolor, siendo la sHMGB1 la méas
potente en producir conductas nociceptivas. Ademas, se observd que xHMGB1 y
sHMGB1 producen hiperalgesia a través de los receptores RAGE y TLR-4,
respectivamente (131, 132).
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Por otro lado, los efectos pronociceptivos de HMGB1 también se han explorado en modelos
de dolor visceral como lo es el dolor causado por la cistitis. En estos modelos la cistitis se
induce experimentalmente mediante la administracion de ciclofosfamida o el péptido
activador del receptor de proteasas 4 (PA-PAR4) en ratdn. En el modelo de ciclofosfamida
se ha observado que la administracion de HMGBL facilita el desarrollo de hiperalgesia
referida. Ademas, el tratamiento con un Ab anti-HMGB1, trombomodulina o un
antagonista de RAGE disminuyen las conductas nociceptivas inducidas por cistitis, lo que
sugiere un papel importante de HMGBL1 en este modelo de dolor (133). De forma similar,
en el modelo de dolor de vejiga inducido por PA-PAR4 HMGB1lincremento en el liquido
vesical y disminuyd en un 41.7% los niveles uroteliales, mientras que la hipersensibilidad
mecéanica abdominal fue revertida por el tratamiento con el inhibidor de HMGB1
glicirricina (50 mg/kg) o un inhibidor de MIF lo que sugiere que el papel de HMGB1 en el

dolor de vejiga inducido por PAR-4 depende de la migracion de macréfagos (134).

En conjunto todos estos estudios respaldan el efecto pronociceptivo de HMGBL1 ya sea que
se administre de forma exdgena o bien mediante su liberacion intracelular causada por

sustancias irritantes o lesion tisular que se asocia con la presencia de dolor.

58



Tabla 1. Participacion de HMGBL1 en el dolor agudo

Modelo de dolor/ : "
Tratamiento/técnicas . «
CO(I’FI)JS(?EJZD moleculares Resultados Conclusiones 4
eHMG produjo alodinia mecénica
Neuritis inflamatoria o y .| e hiperalgesia térmica desde la [eLa administracion g
del nervio ciatico en | Administracion  peri- | 1515 3y perduro hasta 72 h. local de HMGB1 a | <
rata o raton. a:;l'g’:gl d(%l"r']g"g 02 ela  alodinia mecanica e | nivel del nervio | &
(alodinia mecanica e | mg/ 5 a 10 pL). ?l:gegﬂgeshq termltéa (Ijepgnd_lendte glgltclﬁo produce ]
hiperalgesia térmica) pendientes deé la dosis e ' 2
HMGBL1 vy revertida por el Ab
anti-HMGBL1.
Tratamiento (i.t.).
HMGB1 (1, 3,5, 10 y
100 ng/5 pL). e La HMGBL (i.t.) produjo alodinia
mecanica dependiente de la dosis [eLa administracion
LI:LC)BE(le%/ ég ;nic(;lé y se mantuvo de 2 a 72 h post- | de HMGBL a nivel
nmoI}SuL) y TAK 242 inyeccion. del SNC produce
(5 nmol/5pL). » El efecto pronociceptivo inducido dolor.
Hipersensibilidad al por HMGB1 (|.F.) fue revertido [eEl _ _ efecto
dolor inducida por TH1020 (1, 3 y 10 | por los antagonistas de .TLR-4, pronociceptivo _de =
HMGB1 intratecal | NMol/5uL). pero no por los antagonistas de HMGBl a nivel | &
en ratén TLR-5, RAGE 0 CXCRA4. espinal depende de N]
' FPS-ZM1 (1 'y 100 |1 3 HMGBL (i.t.) incrementd el | la activacién de la | =
(Alodinia mecanica) | nmol). inmunomarcaje de GFAP, el cual | microglia, la
fue disminuido por el tratamiento | liberacion de IL-IB
':n?évll)gloo @y 35 con el antagonista del TLR-4. que estd mediado
' eEl fluorocitrato o L-2AA (i.t.) | por el receptor TLR-
IHC para HMGBL en | disminuyé la alodinia inducida | 4
cél. gliales (+) Ibal. por HMGBL1 (i.t.) a las 24 y 48
] horas post-administracion.
Fluorocitrato (100 pmol)
y L-2AA (10 nmol).
HMGB1 (10 'y 20 Iy} 5 administracién  ipl. de [eLa HMGBL ipl.
ug/pata). HMGB1 produjo hiperalgesia | produjo hiperalgesia
Hipersensibilidad al | ap  antiqMeBL (1 | Mecanica y edema de la pata que | mecanicay térmica,
dolor inducida por mg/kg, i.p.). perduré por 5 horas. Ademas, | asi como edema de | &
HMGBL en rata. ' disminuyd la latencia de respuesta | la pata. et
(Hiperalgesia _rhsTM (1-10 mg/kg, | aestimulos térmicos. oEl o efecto 3
mecanica y térmica ip.)- »La hiperalgesia mecanica pero no | pronociceptivo de | <
edema de la para) ' LPS-RS (50 pg/i el edema de la pata inducido por | HMGB1 Qgpende de
: g Hg/i.pl.). HMGB1 se revirti6 por le | la activacion TLR-4
LMWH (10 pgfi.pl). pretratamiento con los | y RAGE.
antagonistas TLR-4 y RAGE
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Tratamiento:

e HMGB1 administrada por via i.pl.
produjo hiperalgesia mecéanica de

ntHMGB1 (1-1000 | manera dependiente de la dosis y
ng/pata). que perdura por al menos 5 horas.
Este efecto fue revertido por la
aHMGB1 (1-100 | administracion sistémica del Ab [eEl efecto
ng/pata). anti-HMGBL y el inhibidor de | pronociceptivo de
RAGE, asi como por el anticuerpo | HMGB1 depende de
HMGB1 (1-100 anti-RAGE, pero no por el | su estado  de
ng/pata). antagonista  TLR-4 o el | oxidacidn.

. I Ab anti-RAGE (100 | antagonista CXCR4. °HMGB1 y
g'c;fgrrsﬁr:(';syig;d pc?: ng/pata). ( eDe la misma forma que dsHMGBl_producgn §
HMGBL en ratén ) tHMGB1, «tHMGB1y ssHMGB1 | hiperalgesia a través | —

: Ab anti-HMGB1 (1 | producen hiperalgesia, siendo | de los receptores c:)
(Alodinia mecanica) | mg/kg, i.p.). «HMGB1 la mas potente. RAGE y TLR-4, | &
. eLa hiperalgesia inducida por | respectivamente
HBPM (2.5 mg/kg, i.p.). aHMGB1 fue revertida por el [#La alodinia inducida
LPS-RS (0.5 mg/kg, | @ntagonistade RAGE, peronopor | por «HMGB1 'y
i.p.). el de TLR-4. sHMGB1 es
eLa hiperalgesia inducida por | revertida por TMa.
Antagonista del receptor | HMGB1 fue revertida por el
CXCR4 (5 mg/kg, i.p.). | antagonista de TLR-4 pero no por
TMo 0 ARTI23 (05-50 | & 0ERAGE.
ug, ipl.). * TMa revirtio la alodinia mecanica
inducida por tHMGB1, aHMGB1
y ssHMGBL.
Tratamiento (i.pl): eLa administracion exdgena de
HMGBL1 (10 pl). HMGBL1 o flagelina i.pl. induce
alodinia mecénica que es atenuada
TH1020 (0.3-1 pl). por TH1020 antagonista del
Alodinia  mecénica . receptor TLR-5. *HMGB1 induce
inducida  HMGBL | 1cnicas: #HMGB1-TLR-5, activa la via de | hipersensibilidad al | —~
(i.pl.) en rata. WB: células HEK- | sefalizacion NF-kp y liberacion | dolor a través del | &

(Alodinia mecénica).

hTLR-5 con flagelina.
RT-PCR:

Células HEK-hTLR5
con flagelinao HMGBL.

de TNFaq, IL-8 e iNOS.

e Los residuos de la cola acida de
HMGB1 (a4 185-215) son
necesarios para el reconocimiento
de la proteina a través del receptor
TLR-5.

receptor TLR-5.

60



Dolor de vejiga

Tratamiento i.p. con:

Ab anti-HMGB1 (2
mag/kg).

TM (0.1-10 mg/kg).

e HMGBL facilita el dolor de vejiga
y la hiperalgesia referida inducido
por ciclofosfamida.

eEl Ab anti-HMGB1, TM, y

e HMGB1 desempefia

. . . HBPB, pero no LPS-RS reducen | un apel
InduCI,dO por  cistitis HMGBL (0.4 mg/kg). las conductas dolorosas y la pronociceptivo%npel
en raton. HBPM (0.05-5 mg/kg). hiperalgesia referida inducidos | dolor de vejiga
(Hiperalgesia por cistitis. inducido por | &
mecanica  referida, LPS-RS (0.25-2.5 ® En ratones con cistitis la expresion | ciclofosfamida en §
conductas mg/kg). de HMGB1 disminuy6 en células | raton probablemente |
nociceptivas: Técnicas: uroteliales de vejiga, pero no se | mediante el receptor
lamidas y sacudidas detectd cambios en plasma o | RAGE, pero no
espontaneas). WB, ELISA, IHC, RT- | DRG. TLR-4.
PCR para detectar |eNo se encontraron cambios en el
HMGB1 en DRG y | ARNm de HMGB1, RAGE o
vejiga, plasma, células | TLR-4 en ratones con dolor
uroteliales inducido por cistitis.
respectivamente.
;I'srgtranmg;ﬁg;c.n.p.con.GL elLa h_ipersensibilidad abdominal
inducida por PA-PAR4 fue
B El antagonista MIF 1SO- | revertida por la GL. El dolor de vejiga
Dolor de vejiga 1 (20 mg/kg). e La activacion de PAR4 indujo la | inducido por la
inducido  por  PA- _ liberacion de HMGB1 en el | activacion de PAR4
PAR4 en raton. Técnicas: liquido intravesical y disminuy6 | depende de la | §
; ihili , en un 417% los niveles | liberacion de | &
ﬂf:,:ff;s'b"'dad \lj\r/cl)atelialegede hﬁ?:]ilr?g uroteliales de HMGB1. HMGBL a traves de
abdominal). para HMGBL. eEl pretratamiento con el | un mecanismo

IHC de vejiga de ratén
para HMGBL1.

antagonista de MIF previno la
disminucion de HMGB1 del
tejido urotelial.

dependiente de MIF.

Abreviaturas: Ab: anticuerpo; DRG, ganglio de la raiz dorsal; GL: glicirricina; «HMGB1.: isoforma todo tiol;
asHMGB1: isoforma disulfuro; HBPM: heparina de bajo peso molecular; i.p.: intraperitoneal; i.pl.: intraplantar; i.t;
intratecal; IHC: Inmunohistoquimica; ME: médula espinal; MIF: Factor inhibidor de la migracién de macréfagos; PA-
PAR4: péptido activador del receptor activado por proteasa 4; TM o TMa: trombomodulina-a; WB: western blot.

Nota: HBPM y FPS-ZM1 son antagonistas de RAGE; LPS-RS, IN-C34 y TAK-242 son antagonistas de TLR-4;
TH1020 es antagonista de TLR-5; ADM3100 es Inhibidor de CXCR4; 1SO-1 es antagonista de MIF; Fluorocitrato y

L-2AA son inhibidores de la activacion de astrocitos.
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2.3.2. HMGBL1 en el dolor crénico

El dolor cronico es la principal causa de sufrimiento a nivel mundial. Desde el punto de
vista clinico se considera que existe dolor crénico cuando se presenta de forma constante
por al menos cuatro o cinco dias a la semana, y que perdura por al menos 3 meses (27). Sin
embargo, puede durar incluso afios hasta convertirse en un sintoma debilitante derivado de
una enfermedad como el caso de la neuropatia diabética o incluso la enfermedad por si
misma como la fibromialgia. Con base en lo anterior el dolor cronico es un término que se
utiliza para englobar a un gran nimero de enfermedades de diversas etiologias que cursan
con dolor por periodos largos de tiempo. Las etiologias mas comunes son lesion nerviosa,
cirugias, quemaduras, farmacos como los utilizados en la quimioterapia y enfermedades
metabdlicas o infecciosas. En este contexto, los tipos de dolor crénico méas comunes son el
dolor neuropatico, dolor musculoesquelético, dolor post-quirdrgico o postraumatico, dolor
orofacial y dolor cronico generalizado como resultado de enfermedades como herpes,

diabetes mellitus, artritis y fibromialgia (27, 135)

El dolor neuropatico se define como “el dolor causado por una lesion o enfermedad del
sistema somatosensorial” y es uno de los tipos de dolor cronico més debilitante y dificil de
tratar (136). De acuerdo al sitio de la lesion los sindromes de dolor neuropatico se clasifican
en periféricos, si la lesién se produce a nivel de los nervios que inervan los tejidos o
centrales, cuando la lesion se produce en la médula espinal o cerebro (27). La lesion en el
sistema nervioso periférico o central puede ser el resultado de comprension mecanica,
traumatismos, alteraciones metabodlicas, o por el uso de farmacos neurotdxicos. En este
sentido se han implementado una gran diversidad de modelos de dolor neuropético en
donde la lesién de nervios periféricos se induce quirirgicamente. Los nervios que mas
frecuentemente se lesionan por distintas aproximaciones para producir dolor neuropatico

son el nervio tibial, el nervio ciatico o bien las raices espinales lumbares.

Dada la importancia del dolor neuropatico y la gran diversidad de sindromes que existen,
el papel que desempefia HMGBL1 en este tipo de dolor ha sido estudiado ampliamente en
una gran diversidad de modelos animales. En este sentido existen estudios realizados en
modelos de dolor neuropatico inducidos por métodos quirdrgicos (tabla 2), por
enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus o por quimioterapia (tabla 3). A
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continuacion, se describiran los principales hallazgos encontrados en modelos de dolor
neuropético inducidos quirurgicamente. En primer lugar, es importante destacar que en
todos los modelos empleados ya sea en rata o raton se desarrollaron conductas nociceptivas
tales como alodinia mecéanica e hiperalgesia térmica de larga duracion (hasta 28 dias post-
cirugia) que evidencian hipersensibilidad al dolor. La conducta mas empleada fue la
alodinia mecanica y se cuantifico mediante filamentos de von frey. En estos modelos la
hipersensibilidad al dolor fue atenuada por el tratamiento repetido con el inhibidor de
HMGB1 glicirricina (137, 138), con Ab especificos anti-HMGB1 administrados a nivel
periférico (i.p.; i.v.; periciatico) (126, 139, 140) o central (i.t) (106, 127), o bien cuando se
indujo la sobreexpresion de los pequefios RNA de interferencia (miR-142-3p, miR-141,
miR-381, miR-129-5p) (141-144) cuyo blanco es el gen de HMGBL1 y que en condiciones
de dolor neuropatico se encontraron disminuidos. Ademas, el analisis de la expresion de la
proteina o del ARNm de HMGB1 por Western blot o inmunohistoquimica mostro que en
todos los modelos de dolor neuropatico utilizados se produjo un incremento de la expresion
de HMGBL1 en la regién lumbar de la médula espinal y los DRG L4-L6, ambos sitios
importantes para el procesamiento del dolor. Otros tejidos en donde también se ha
detectado un incremento en la expresion de HMGBL1 fue la corteza del cingulo anterior y
el plasma de ratones a los que se les indujo dolor neuropéatico mediante la ligadura parcial
del nervio ciatico, 8 semanas después de la cirugia (138). El incremento en la expresion de
HMGBL se revirtié con el tratamiento con Glicirricina, Ab anti-HMGB1 o pequefios ARN
de interferencia. Otro hallazgo importante fue que en condiciones de dolor neuropatico
HMGB1 se asoci6 con la produccion de las citocinas proinflamatorias TNF-a; IL-10, IL-6
a nivel de la médula espinal (126, 143-145). Para corroborar de donde provienen estas
citocinas se realizaron estudios de inmunohistoquimica en donde se observé que HMGB1
co-localizd con marcadores de microglia (Ibal), astrocitos (GFAP) y macrofagos, y que
esta co-localizacion incrementa la inmunoreactividad a estos marcadores en condiciones de
dolor (127, 139, 140). Adicionalmente, estos estudios han permitido observar cambios en
la morfologia de la microglia lo que ha sugiere un estado de activacion. Todo lo anterior
sugiere que HMGBL1 se libera de la microglia y macréfagos y que produce sus efectos
pronociceptivos mediante la activacién de la microglia y la liberacion de mediadores

proinflamatorios. Sin embargo, la pregunta que surgio es si HMGBL1 se liberaba del nicleo,
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para esto se realizaron estudios in vitro en lineas neuronales y de macréfagos en donde se

observo que HMGBL se transloca del ndcleo al citoplasma y posteriormente se libera al

espacio extracelular (137, 139). Finalmente, se ha intentado determinar a través de que

receptores HMGBL1 ejerce sus efectos en el dolor neuropatico. Los estudios farmacologicos
y conductuales sugieren que HMGBL1 activa a los receptores TLR-4 (146), RAGE (147),

CXR4 (142).

Tabla 2. HMGBL en el dolor neuropatico inducido por métodos quirdrgicos

Modelo de . o -
dolor/ (prueba Tratamiento / tecnicas Resultados Conclusion 4
moleculares
conductual)
e La inyeccion i.p. de anti-
Tratamiento: HMGBL1 revirti6 la alodinia
Dolor ) inducida por la aplicacién del | HMGBL secretado
neuropatico Ab anti-HMGB1 (200 Wg, | niicleo pulposo. de macréfagos
inducido ~ por | I-P-) 12y 36 hpost-cirugia. 4 E| nicleo pulposo rode¢ el | desempefia un papel
aplicacion  del | Tecnicas: DRG y se observé un mayor no. | Pronociceptivo  en )
nlcleo pulposo en de M. gl dol_or neuropatico =
el DRGenrata | IHC del DRG para ATF3, |s HMGB1 co-localizo con TNF- | inducido por
(Alodinia HMGB1, TNF-ay M. o en macrofagos del DRG. aF?I'IcaC'O” | del
mecanica) WB de DRG para HMGBL, |* E! Ab anti-HMGBL disminuy6 QIUCDE{OG pulposo en
IL-1B y TNF-q. el no. de neuronas que ATF-3*
en el DRG.
ela TNI rodujo alodinia
Tratamiento agudo con una | mecnica hasria po# 64 dias y la
dosis de GL (50 y 100 | p La HMGBL que se
g raslocacion de HMGBL1 del | |ipera
Dolor mg/kg, i.p.) . . i
neuropético nucleo al citoplasma de las persistentemente
inducido por | Tratamiento repetido GL 50 | neuronas del DRG L4-5. del ndcleo actda
lesion del nervio | M9/Kg/ dia por cuatro dias. | La administracion de GL | como un modulador o
tibial (TNI) en | Teenicas: revirtio la alodinia mecanica | de |a excitabilidad i‘_q/
rata. : inducida por TN,I 14 dias y 3 | neuronal y
. IHC del DRG L4-5 para | Mesespost-cirugia. desempefia un papel
(A|Od|n|a HMGB1 yATF-3 ¢ HMGBL1 obtenida de neuronas pronociceptivo en
mecénica) de ratas naive o TNI produjo | el dolor neuropético
WB de DRG L4-5 para | excitacion ~ de  neuronas | inducido por TNI.
HMGBL. sensoriales.
ela PSNL produjo
hipersensibilidad mecénica y
Tratamiento: ~ Ab  anti- | un incremento de la expresion
Dolor HMGB1 (2 mg/kg, i.v.). de la proteina de HMGBZ en la | El dafio al nervio
neuropatico Técnicas: ME del dia 7 al dia 21 post- | Ciatico favorece la
inducido por la : PSNL. sintesis y liberacion
ligadura parcial | WB de L4-6 DRG. o El Ab anti-HMGBL1 revirti¢ la | d& HMGB1 desde | o
del nervio ciatico alodinia mecanica los dias 7, 14 | neuronas 'y la =
(PSNL) en rata. IHC de ME, para GFAP | v 51 oot poNL. microglia en la ME,
(Alodinia fg]aalrcador(mi?caggtrmcm;)é * In vitro, HMGB transloco del !jo e a\éorlefielel
mecanica) microglia); NeuN (marcador nucleo al : citoplasma de esarro,tg & o
de neurona’ls) neuronas, mientras que en la neuropatico.
: glia y astrocitos permanecio en
el nicleo.
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e PSNL incrementd la expresion
de células GFAP* e Ibal*. El
Ab de anti-HMGBL1 disminuy6
la expresion de Ibal y cFos.

Dolor
neuropatico
inducido por la
ligadura parcial
del nervio ciatico
(PSNL) en ratén.

(Alodinia
mecanica)

Tratamiento agudo con el
Ab anti-HMGBL1 (10 ng y 1
pg/10ul, peri-cidtico en el
dia 14 post-cirugia)

Tratamiento repetido con el
Ab HMGB1 (1, 3 y 10
ng/10ul, peri-ciatico en los
dias 7, 9, 11 y 13 post-
cirugia)

Técnicas:

WB del nervio ciatico para
HMGB1y MMP-9

IHC del nervio ciatico para
HMGBL1, S100b y MMP-9.

RT-PCR del nervio ciatico
para TNF-a, IL-1B y -6,
CCL2, MMP-9y -2, TIMP-
1, COX-2 e iNOS.

pLa PSNL produjo
hipersensibilidad mecanica e
incrementd la expresion de
HMGB1 en macréfagos vy
células de Schwann del nervio
ipsilateral desde el dia 3 hasta el
21 post-cirugia.

» El tratamiento perineural
repetido con el Ab anti-HMGB1
disminuy6 la hipersensibilidad
mecanica y la expresion de
MMP-9, pero no del resto de los
mediadores inflamatorios el dia
14 post- PSNL.

La sobreexpresion
de HMGB1 es
importante en el
mantenimiento del

(126)

Tratamiento agudo con el
Ab anti-HMGB1 (1 pg/5uL,
i.t)

Tratamiento repetido a la
dosis de 10 ng/5uL, i.t.) los
dias 7, 9, 11 y 13 dias post-
cirugia.

Técnicas:_IHC de ME para
HMGB1, GFAP e Ibal
marcadores de microglia y
astrocitos, respectivamente.

e La administracion repetida de

anti-HMGB1  disminuy6 la
hipersensibilidad mecanica
inducida por PSNL

pLa PSNL incrementd la

inmunoreactividad de GFAP e
Ibal en ME el dia 14 post-
cirugia. Este incremento fue
revertido por el tratamiento con
el Ab anti-HMGB1.

dolor  neuropético
inducido por PSNL.
El papel

pronociceptivo  de
HMGB1 en el
mantenimiento del
dolor neuropético
inducido por PSLN
depende de la
activacion de la
microglia 'y los
astrocitos.

(127

Dolor
neuropatico
inducido por
ligadura parcial
del nervio cidtico
(PSNL) en ratén.

(Alodinia
mecanica,

conductas
ansioso-
depresivas)

tipo

Tratamiento:

Acido glicirricico (GZA, 10
mg/kg/dia por 8 semanas).

Ab anti-HMGB1 (4 mg/kg
por 7 semanas)

Técnicas:

RT-PCR: Tejido de corteza
e hipocampo.

WB de corteza e hipotalamo
para HMGB1, TNF-o, IL-
1B, -6, y -18,

ELISA: para HMGBL1.

IHC: tejido de la corteza del
cingulo anterior

» PSNL indujo alodinia mecénica
acompafiada de  conductas
ansioso-depresivas 8 semanas
post-cirugia.

» PSNL incrementd la expresion
de la proteina de HMGBL1 en la
corteza del cingulo anterior y en
el plasma 8 semanas post-PSNL.

» PSNL incremento la
inmunoreactividad a Ibal y la
microglia reactiva en la corteza
del cingulo anterior 8 semanas
post-PSNL.

» El tratamiento crénico con GZA
o el Ab anti-HMGBL1 disminuy6
las conductas tipo ansioso-
depresivas, la activacion de la
microglia en la corteza del
cingulo anterior y los niveles de
HMGB1 en plasma, pero no

afectd la alodinia mecanica.

HMGB1 participa
en el desarrollo de
conductas tipo
ansioso-depresivas
a través de la
activacion de la
microglia en
centros  superiores
como la corteza del
cingulo anterior.

(138)
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» La ligadura de los nervios
Dolor Tratamiento: espiqal_es 'indujo _ alpdipia
heuropético Ab  anti-HMGBL (L6 mecanica e hiperalgesia térmica HMGBL
inducido por 1a | ma/ka/dia por 7 dias. it : con incremento del ARNm de d . |
ligadura de los gikgidia p It HMGBL en los DRG L4-L5 a | desempenaun pape
nervios espinales | Técnicas: partir del dia uno y que perdura importante en el =
L4-L5 en rata hasta el dia 7 post-cirugia. desarrollo ~ de | o
' IHC: Para HMGBL1 Yy eE] Ab anti-HMGBI revierte la | hipersensibilidad al |~
(Alodinia RAGE. alodinia mecanica, pero no la | dolor — que  se
mecénica € | RT-PCR para medir niveles | &l0dinia térmica inducida por la gr‘szCT despues del
hiperalgesia de HMGB1 en DRG y | !lgadurade los nervios espinales ano a los nervios.
térmica) nervios espinales a parti.r del dia 3 y hasta el dia 7
post-cirugia.
Dolor
?r?;ur::)i%zglcgor la | Tecnicas: . !_ali_gadurad_e r)erviose,sp_inales HM_G_Bl y TLR-4
ligadura del ecnicas: indujo ~alodinia mecénica e participan  en e:
nervio espinal L5 | RT-PCR de ME para hlperalgesm térmica  con '”'C'tO ] 'yt del =
en rata HMGB1y TLR-4. incremento de la proteina y el | Manienimiento de S
ARNm de HMGB1y TLR-4en | dolor - neuropdtico |~
(Alodinia WB de ME para HMGBLy | |a ME a partir del dia 3 y hasta | inducido por
mecénica e | TLR-4. el 14 post-cirugia. ligadura de nervios
hiperalgesia espinales
térmica)
o La SNL disminuyd la expresion
de miR142-3p en el DRG los
dias 3, 7, 14y 21 post-SNL.
e LV-miR-142-3p incrementd la
. expresion de miR142-3p en el T
Dolor VL-miR-142-3p (8x10° UT DFEG y disminuyé la aFI)odinia :_a dlsmlnu_(flon ge
neuropatico enlpl it). mecénica y la hiperalgesia a.Rfi(zpfs'Ol? €
inducido por la | SiARN de HMGB1 (50 pg | térmica los dias 3, 7, 14 y 21 :2' sob‘regxpfe"s"i‘éﬁ
ligadura del | enunpl, it). post-SNL. de HMGB1 que
nervio espinal L4 o o La sobreexpresion de miR-142- tribuve al Ef
(SNL) enraton. | Tecnicas: 3p disminuy6 contribuy o
Do . desarrollo y
(Alodinia RT-PCR y WB de DRG para Zlgnlflcatlvamente la expresion | o nimiento del
mecanica e | MiR-142-3py HMGBL. el ARNm y la proteina de | ;o). neuropatico
hiperalgesia HMGB1 In Vitro e In vivo, ast | ;4 cjgo por SNL.
térmica) ELISA de DRG para TNF-a, | como los niveles de TNF-a, IL-
IL-1B, IL-6 € IL-10 1B, IL-6.
e La expresion del ARNmM
HMGB1 correlacion6
negativamente con los niveles
de miR142-3p.
Dolor Tratamiento:
neuropatico Vector recombinante de IL- |e La CCl incrementd la expresion )
inducido ~~ por | 10 (10uL, i.t). en el ADME de HMGB1 desde | L@ alarmina
constriccion o el dia 3 hasta el 28 post-CCl; asi | HMGB1 participa
cronica del nervio Tecnicas: como de su receptor RAGE a | en el inicio 'y
ciatico (CCI) en | g sA: para IL-10, IL-1p, | partir del dia 14 post-CCI mantenimiento del | &=
rata IL-6 y TNF-a. e En los animales tratados con el QO(onr_d ”eump"é:“c‘;lo )
i _ inducido por ,
IHC: Acta dorsal e la ME | c° ! fel S8 T e | su partiipacion
(Alodinia (ADME) para deteccion de | 3 oypresion de HMGBL y | esta mediada por el
mecénica e | HMGBL. RAGE receptor RAGE
hllper_alge5|a WB: ADME para expresion
térmica) de HMGB1 y RAGE
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Tratamiento:
mIiR'Ml (LV-miR-141, 10 |, | 5 cc disminuyo la expresion
ul.it) de miR-141 en DRG e
Técnicas: incrementa la expresion de
eenicas HMGBL1. HMGB1 regyla de
qRT-PCR:ME L4-5y DRG, |4 [ 3 sobre expresion de miR-141 forma ) /negatlva_ la =
para ARN total. revirtié la alodinia mecanica e ii(lpl)resmn dle (T'IR' S
ELISA: Para IL-1B y IL-6, | hiperalgesia térmica inducida en el dolor )~
TNE-o. Py por CCIl, adicionalmente | Neuropatico  por
suprimié la expresion de la ccl
WB para p65 y HMGB1 proteina 'y el ARNm de
Ensayo dual de luciferasa: HMGBL invivo e in vitro.
El 3’UTR de HMGB1 con
miR-141
Tratamiento:
MIP (500 pM, it) En 2
esquemas: .
squemas e El pretratamiento y el post-
Pretratamiento: diario por 3 | - tratamiento con MIP revirtieron | y\GB1 es
dias pre-CCl Lq aI(I)dm_la tmec_amcg dy _dla regulado
Postratamiento: diario del :)pre(r:acgiesm ermica Inducida | positivamente  tras @
dia 3 al 5 post-CCl por LL! _ . la lesion periférica | &
e Lalesion por CClincrement6 la | en sitios
Técnicas: expresion de HMGB1 desde el | estratégicos de la
dia 1 hasta el 21 post-CCl en el 1 icenti
WB: DRG de L4-6 para IL- ADME y los DRg L4-L6. via nociceptiva
1B, HMGB1, MyD88, TRIF,
NF-kB-p65,  NF-kB-p65
fosforilado, ERK, ERK
fosforilado y TNF-a
Tratamiento:
LV-miR-381, i.t. . L_a I_esién inducidg por C_CI
Dolor disminuyd la expresion de miR-
_ne;ro_pdatlco LV-shHMGBL, i.t. 381 e increment6 la proteina y
inducido ~~ por . el ARNm de HMGB1l vy
COPSF“CCIO” i LV-ShCXCR4Y Lt CXCR4 desde el dia 3 hasta el HMGB1 CXCR4
cronica del nervio | tzenicac- 14 post-CClI oo Y
r Tecnicas: pos : contribuyen al dolor
ciatico (CCI) en o La sobre expresion de miR-381 | neuropatico el §
rata gRT-PCR: El ARN total, | gisminuys el ARNmM y la op Y | )
para U6, miR-381, CXCR4, 2 - asocla - con - 1a
expresion proteica de HMGB1
disminucion de
HMGBI. y CXCR4. miR-381
(Aloginia Ensayo de luciferasa: EIl |® Elsilenciamiento de HMGBly
mecanica €1l 3’UTR de | CXCR4 tuvo efectos benéficos
hiperalgesia HMGB1/CXCRA. sobre la alodinia mecénica e
termica) ] hiperalgesia térmica.
WB: Proteinas de HMGBLly
CXCR4.
N o La lesion bilateral inducida por
Dolor Tratamiento: CClI produjo alodinia mecénica
neuropéti_co por | vL-miR-129-5p, (LV-miR- | € hipgralgesia t_érmica ple larga
constriccion 29-5p, 10 pl, i.t.). duracién, una disminucién de la | HMGBL regula el
crénica  bilateral expresion miR-129-5p y un | dolor neuropatico | -
en rata LV-HMGB1 (LV-HMGBL, | incremento del ARNm y la | por medio de la} <
Alodin 10 pl,iit). proteina de HMGBL1 en la ME. | disminucion en la |~
Sne(?ér:inclz o | Técnicas: o La sobreexpresion de miR-129- | expresion de miR-
hiveralcesi 5p disminuy6 la expresion de | 129-9p-
t(élrpririia%esm gRT-PCR para miR-129-5p | HMGBL y revirti6 la alodinia
y HMGBL. mecanica e hiperalgesia térmica
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WB: Para HMGBL.

Abreviaturas: Ab: anticuerpo; DRG, ganglio de la raiz dorsal; GL.: glicirricina; i.p.: intraperitoneal; i.pl.: intraplantar;
i.t.; intratecal; IHC: Inmunohistoquimica; LV: Vector lentiviral; ME: médula espinal; MIP: Péptido inhibidor del
homodimero MyD88; miR: micro ARN de interferencia; WB: western blot.

Nota: NeuN es un marcador de Neuronas; GFAP es un marcador de astrocitos; Ibal es marcador de microglia

2.3.3. Dolor cronico por neuropatia diabética y neuropatia inducida por

guimioterapia

El dolor cronico secundario esta relacionado con una enfermedad como la causa
subyacente, por lo que el dolor se considera inicialmente como un sintoma altamente
debilitante (27). Existen diferentes categorias de dolor crénico secundario entre las que
encontramos el dolor neuropatico periférico que se origina principalmente por dafio a los
nervios, que inervan los distintos tejidos, ya sea por traumatismo, por enfermedades
metabdlicas como la diabetes mellitus, o bien por el uso de farmacos neurotéxicos como es
el caso de los diferentes farmacos empleados en la quimioterapia del cancer (98) dando
lugar a sindromes dolorosos crénicos como la neuropatia diabética y la neuropatia inducida
por quimioterapia. Ambas patologias son dificiles de tratar debido en parte a que no se
conocen con exactitud los mecanismos que favorecen el desarrollo y el mantenimiento del
dolor crénico en estas condiciones. Debido a lo anterior existe el interés de elucidar dichos
mecanismos. En este contexto, y dado que HMGB1 ha demostrado un papel importante en
el procesamiento del dolor, se ha investigado si esta alarmina participa en el desarrollo y
mantenimiento del dolor que se produce como consecuencia de la lesion nerviosa, asi como
las diversas vias de sefializacion que se activan como consecuencia de los efectos
extracelulares de HMGBL1 y su interaccidn con diferentes PRRs en condiciones de diabetes
mellitus. Para esto se han utilizado modelos preclinicos de diabetes ya sea inducidos
genéticamente (148, 149) o bien por la inyeccion de estreptozotocina (STZ) (150, 151) en
roedores. En modelos genéticos como los ratones ob/ob producidos por mutaciones en el
gen de leptina o en ratas espontaneamente diabéticas se ha observado el desarrollo de o
alodinia mecanica e hiperalgesia térmica de larga duracién que se manifiesta a partir de las

8 0 10 semanas de edad, respectivamente. Ademas, cuando las conductas nociceptivas ya
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estan establecidas se ha detectado un incremento en la expresion de la proteina de HMGB1
en sitios importantes para el procesamiento del dolor como lo son la region lumbar de la
médula espinal y el DRG, asi como de diferentes citocinas proinflamatorias como 11-1p,
IL-6, TNF-a, de TLR-4, y un incremento de la inmunoreactividad de GFAP un marcado de
astrocitos. En la misma linea de hallazgos se observd que las manifestaciones de
hipersensibilidad al dolor se revierten con el tratamiento repetido de un Ab anti-HMGB1 o
el inhibidor de HMGBL1 glicirricina. Ambos tratamientos también revirtieron el incremento
de las citocinas proinflamatorias y de la inmunoreactividad de GFAP. Estos hallazgos en
conjunto muestran que HMGB1 desempefia un papel importante en la neuropatia diabética
mediante la liberacion de citocinas proinflamatorias (148, 149). De forma similar, en un
modelo de diabetes inducido por la administracion de STZ en rata se observo el desarrollo
de hipersensibilidad al dolor acompafiado de un incremento de HMGB1 y RAGE en el
DRG y la médula espinal (150). Asimismo, en un modelo de neuropatia diabética en raton
se observo el desarrollo de alodinia mecénica acompafada de la disminucion de miR-193a
cuyo gen blanco es HMGB1. En concordancia con esto se observé un incremento de la
expresion de HMGBL1 en la médula espinal. Para corroborar esto, en ratones neuropaticos
se indujo la sobreexpresion de miR-193a, lo cual previno la sobrexpresion de HMGB, asi
como de la proteinay el ARNm de IL-6, IL-1 y TN-a, y revirtio la alodinia mecéanica y la
hiperalgesia térmica (151). Estos estudios evidencian el papel critico que desempefia
HMGBL1 en el desarrollo de hipersensibilidad al dolor en condiciones de diabetes y su

asociacion el aumento de citocinas proinflamatorias en sitios relevantes de la via del dolor.

Por otro lado, cabe mencionar que se encontraron resultados similares en modelos
preclinicos de neuropatia periférica inducida por los agentes quimioterapéuticos paclitaxel
(129, 152), vincristina (129) y oxaliplatino (153, 154). En todos los modelos de neuropatia
inducida por quimioterapia se observo el desarrollo de conductas nociceptivas que
evidencian hipersensibilidad al dolor. Sin embargo, la induccién de neuropatia con
paclitaxel o vincristina disminuyeron la expresién de la proteina de HMGB1 en el DRG
(129) mientras que en los otros modelos no se detectaron cambios. También en todos los
modelos se observo que el co-tratamiento o el post-tratamiento con el anticuerpo anti-
HMGB1 previno o revirtié la alodinia mecanica inducida por los diferentes agentes

quimioterapéuticos. Asimismo, el tratamiento con trombomodulina, una proteina que
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degrada HMGBJ1, también revirtié las conductas nociceptivas. Estos resultados en conjunto
sugieren que HMGBL participa en el desarrollo y el mantenimiento de la neuropatia
inducida por quimioterapia. En cuanto a como HMGBL1 ejerce sus efectos, se observo que
en la neuropatia inducida por paclitaxel, vincristina u oxaliplatino el tratamiento
intraplantar con los antagonistas de TLR-4, RAGE y CXCR4 revirti6 la alodinia mecanica
sugiriendo que HMGBL1 ejerce sus efectos pronociceptivas a traves de estos receptores. Por
otro lado, a través de técnicas moleculares como Western blot, ELISA y RT-PCR se ha
estudiado la expresion de HMGB1y sus receptores en tejidos como el nervio ciatico, el
DRG, y lamédula espinal. Se encontr6 que HMGB1, TLR-4, RAGE y CXCR4 se expresan
en el nervio ciatico. De forma mas especifica HMGB1 co-localiz6 con TLR-4, RAGE en
neuronas NF200"y células de Schwann del nervio ciatico, asi como en macréfagos (129).
Lo anterior sugiere que HMGB1 se expresa en fibras sensoriales altamente mielinizadas.
En macrofagos del nervio ciatico, ademas se observd un incremento en la expresion de
RAGE y CXCR4 y macrofagos (152). Esto sugiere que HMGB1 ejerce sus efectos en
neuronas y en células del sistema inmune particularmente macréfagos. Para confirmar esto,
se realizaron estudios in vitro en lineas células neuronales y de macréfagos y se encontrd
que oxaliplatino estimula la liberacion de HMGBL a partir de neuronas y macréfagos y este
efecto fue revertido por un antagonista de TLR-4 y por inhibidores de PI3K, Akt y MMP-
9. Esto sugiere que existe una comunicacion ademas entre neuronas y macréfagos mediada
por HMGB1 a través de la via de sefializacion HMGB1-TLR-4-PI3K/Akt-MMP-9 (154).
Todos estos resultados en conjunto muestran que HMGB1 participa en el desarrollo y el
mantenimiento del dolor crénico que se produce como una consecuencia del dafio al nervio
que se produce por hiperglicemia, en el caso de los modelos diabetes mellitus o bien por

agentes neurotoxicos como lo son los agentes antineoplasicos.
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Tabla 3. Participacion HMGB1 en la neuropatia diabética y en la neuropatia inducida por

quimioterapia.

H3K9 y CXCRA4.

por la hiperglicemia en
neuronas de la ME y del DRG.
La GL disminuyo la expresion
de TRPC6 y la activacion de
cJNK en neuronas de la ME
de ratas espontaneamente
diabéticas.

Modelo de Tratamientos y
dolor/ . w
(conducta técnicas moleculares Resultados Conclusiones &
nociceptiva) empleadas
e La DMT2 produjo alodinia
mecanica a partir del mes
postnatal 2, e incrementé la
Tratamiento con Ab anti- | expresion de HMGB1 en la | HMGB1 se
HMGBL1 (1, 10 y 50 pg/3 pL, | ME del mes posnatal 2 al 5. encuentra sobre
Neuropatia it). *En el mes postnatal 4 la | expresada en
diabética en | Teécnicas: DMTZ.I incremento la | condiciones de
ratén ob/ob expresion de GFAP, TNF-o, | DMT2 en la ME y | ~
WB: de region lumbar de laME | IL-1p, IL-6 y MCP-1 desempefia un papel |
(Alodinia para HMGB1 y GFAP. e El Ab anti-HMGB1 redujo la | pronociceptivo al ~—
mecanica alodinia mecanica inducida | través de la
) IHC de ME L5 para GFAP por DMT2 de manera | modulacion de
RT-PCR de ME paraIL-1B, -IL- | dependiente de la dosis, y | citocinas _
6,y TNF-a. revirti6 el incremento de la | proinflamatorias.
expresion de GFAP, IL-1B,
IL-6 y MCP-1linducido por la
DMT2.
e Las ratas espontaneamente
diabéticas mostraron alodinia
mecanica e hiperalgesia
térmica a partir de las 10 | El incremento en la
semanas de edad que fueron | expresion de
atenuadas por el tratamiento | HMGB1 es
Neuropatia Tratamiento repetido con GL | ¢onGL. importante  en el
diabética (50 mg/kg, una vez al dia, 5 dias |® Se observd un incremento en desarrollp o de
ala semana por 4 semanas, i.p.). | |2 expresion de NLPR3, | neuropatia diabética
rata o HMGBL,y TLR-4enel DRG | en DMT2.
espontaneamente | Técnicas: de ratas con 8 semanas de DM S —
diabética que fue revertido por el La__inhibicion de | o
WB de L4-6 DRG y ME, para . HMGB1 puede | <
Alodinia HMGB1, RAGE, HMGBlac, | lratamientoconGL. revertir los cambios
mecénica, TLR-4, pINK, NLRP3, TRPCG. |* La GL previno Ia_llberacmnde en la expresion de
hiperalgesia IHC de DRG para HMGBL | mGB1 del citoplasmia @l | ymcB1, TLR-4, y
térmica P + | espacio extracelular inducida | \ pp3 en neuronas

del DRG de ratas
diabéticas.
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Neuropatia
diabética
inducida por una
dosis de STZ en

Técnicas:

WB piel y DRG L3-5, para

La hiperglicemia inducida por
STZ produjo alodinia
mecanica e hiperalgesia
térmica a las 3 semanas post-

La neuropatia
diabética inducida
por STZ favorece el

rata. TRPV1,  p800-TRPV1 'y | induccion. incremento en la | &
. HMGBL. e Se observd un incremento de Py d )
Alodinia HMGB1 en piel 3y 7 semanas expresion ¢
mecénica IHC de DRG para RAGE y | - HMGB1y RAGE en
! " post-STZ y de RAGE en el DRG y la piel
hiperalgesia NeuN. neuronas del DRG 3 semanas y '
termica post-STZ.
o La hiperglicemia inducida por
STZ produjo alodinia
mecanica e hiperalgesia L "
A térmica a partir de la semana | -&@ ~~ neuropatla
) Tratamiento: 3, y se mantuo hasta la | diabética inducida
Neuropatia miR-193a (2 ug/dia, i.t.). semana 6 post-STZ. Esto se | POr STZ favorece la
Q|abet.|ca acompafi6 de la disminucion disminucion de miR-
inducida por una | rgcnjcas: de miR-193a y el incremento | 1932 lo que conduce
dosis de STZ en . de HMGBL en la asta dorsal | @l incremento en la}
raton. Ensayo de luciferasa para de la ME. expresion de §
(Alodinia HMGBI1 3-UTR o La sobreexpresion de mir- | HMGBL en la ME | <
mecanica, GRT-PCR y ELISA: Para | 193a revirtio la | ”fa"orece el
hiperalgesia HMGBL, IL-6, IL-1p, TNF-a sobreexpresion de HMGB1 en | d€sarrorio y 3;
térmica) ) ) la ME, asi como de la proteina | Mantenimiento  de
WB de cultivo de células, para dolor.

HMGBL.

y el ARNm de IL-6, IL-1B y
TNF-o y alivié la alodinia
mecanica e hiperalgesia
térmica los dias 7 y 14 post-
STZ.
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Co-tratamiento repetido con el
Ab anti-HMGB1 (1 mg/kg, i.p.)
una vez al dia por 7 dias al
mismo que paclitaxel o dos
ciclos de 5 dias al igual que la
administracién de vincristina
para inducir neuropatia.

Post-tratamiento con el Ab anti-

» Paclitaxel y vincristina
produjeron hiperalgesia
térmica y alodinia mecanica.

» El co-tratamiento repetido o el
post-tratatamiento con una sola
dosis i.p. o i.pl. con el Ab anti-
HMGBL de pollo o rata revirtié
la  hiperalgesia  mecanica
inducida por vincristina o
paclitaxel.

El post-tratamiento i.pl. con los

HMGBL1 desempefia
un papel importante
en el inicio y el

Dolor HMGB1 de pollo o de rata (1 fonistas de  TLR-4 mantenimiento  del
neuropatico ma/kg, i.p. 0 50 pg/pata, i.pl.) al ;rxggms a_st_’ f hi I Y I dolor  neuropético
inducido por | dia 14 después del inicio de la inducide;ewol(r) aaclﬁgie?es'g inducido  por los
quimioterapia en | induccién de la neuropatia con | . Coo o por b agentes
ratas. paclitaxel o vincristina. > . quimioterapéuticos =
o » El tratamiento con paclitaxel o paclitaxel ol &
(Alodinia El inhibidor de TLR-4: LPS- | vincristina redujo la expresion | - ictioo Los | &
mecanica, RS: (50 pg/pata); el inhibidor de | de la proteinade HMGBl en el | otocioc de HMGBL
hiperalgesia RAGE: HBPM (10 pg/pata) y | DRG, pero no en el nervio | oo™\ ™o onatia
térmica) TM (1-10 mg/kg, i.p.). ciatico, sin afectar la expresion | ;- 4o por
Técnicas: de los receptores TLR-4 y quimioterapia estan
RAGE. mediados por los
ELISA para HMGB1 en |p HMGB1, TLR-4 y RAGE receptores TLR-4 y
plasma. fueron detectaron en neuronas RAGE
NF200* y células de Schwann
WB para HMBGL, TLR-4, | o) nervio cidtico. HMGBL co-
RAGE. | N -
ocaliz6 parcialmente en ambos
IHC del nervio ciatico para co- | tipos  celulares. La  co-
localizar HMGB1 con TLR-4 o | localizacion de HMGB1 con
RAGE. sus receptores increment6é en
células de Schwann con el
tratamiento con paclitaxel.
Co-tratamiento repetido (una
dosis/dia) losdias 0, 1, 2, 3, 4,5 - . .
y 6 postinduccion o post- (® La a_dmlnlstraglon repetida c_ie
tratamiento (una dosis) el dia 9 pacll_ta_xel LP. produjo
post-induccion con: aIOdm.'fi mecanica queé  se
reverti6 por el co-tratamiento
Ab anti-HMGBL1 (1 mg/kg); TM | con el Abanti-HMGB1, TMy
(1, 3 mg/kg, i.p.); HBPM (2.5 | con los antagonistas de RAGE
Neuropatia mg/kg, i.p.); LPS-RS (05| y CXCR4 y por el post- .
periférica mg/kg, i.p.); El inhibidor de | tratamiento con los mismos II;I/IIZ)IGBlt_Ilperada d?
inducida por | TLR-4: TAK242 (3 mg/kg, i.p.) | antagonistas. q palrl Icipa ende
quimioterapia en | y el inhibidor de CXCR4 |e EI paclitaxel indujo un esarro tE) iféri -
raton. AMD3100 (8 mg/kg, i.p.). incremento en la expresién de ?ﬁg{:g%‘:"a pert errl)((:)z: §
(Alodinia Técnicas: Icaxcpgitema de .RAGE y paclitaxel a través de
mecénica) . e Incremento | paGE y CXCR,
ELISA en plasma para | importante de los M® en el pero no de TLR-4
HMGBL1. nervio ciatico. '

[HC de nervio ciatico para M®

WB de DRG y L4-L6 ME para
HMGB1, RAGE, CXCR4 vy
TLR-4.

Translocacion de HMGBL1 en
M® in vitro.

Minociclina y etilpiruvato
inhiben la alodinia inducida
por paclitaxel

e In vitro, paclitaxel favorecio
la translocacion y liberacion
de HMGBL1 en M.
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Neuropatia
periférica
inducida por
quimioterapia en
rata y raton.

Tratamiento i.p. preventivo (1 h
antes de oxaliplatino) o
terapéutico (8 dias después de
oxaliplatino) con:

Ab anti-HMGBL1 (1 mg/kg).
TM (1y 10 o mg/kg; 0.1,1,03
mg/kg).

Los antagonistas de RAGE

HBPM (2.5 mg/kg) y FPS-ZM1
(1 mg/kg).

Los antagonistas de TLR-4
LPS-RS (0.5 mg/kg) y TAK-

e Una dosis de oxaliplatino
produjo alodinia mecanica en
ratén que perduro al menos 8
dias. Este efecto fue revertido
por el Ab anti-HMGBL el dia
8 post-induccion.
Oxaliplatino no  produjo
cambios en la expresion de
HMGBL1 en la piel, DRG o
nervio ciatico de raton 5h, 3y
8 dias post-induccion. Pero si
un aumento en la expresién de
RAGE en DRG.

TM previno y revirtié la

HMGBL participa en
el desarrollo y el
mantenimiento de la
neuropatia periférica

(Alodinia e | 242 (3 mg/kg). alodinia mecanica inducida | inducida por §
hiperalgesia El inhibidor de CXC4R | poroxaliplatinoenratayratén | oxaliplatino a través | ~~
mecanica, AMD3100 (8 mg/kg). e En ratas la administracion | de la activacion de
alodinia a _ . repetida  de  oxaliplatino | TLR-4, RAGE,
estimulos frios) | Tratamiento repetido con Ab | produjo alodinia e | CXCR4.
anti-HMGB1 (1 mg/kg) los dias | hiperalgesia mecanica a partir
0, 143679 y 10 post-| del dia 10 post-induccién y
induccion perduro hasta el dia 14. Este
Técnicas: ELISA en plasma efect_o_ S€ previno - por la
para HMGBL. admlnl_stracmn repetida con el
_ ) Ab anti-HMGBL1.
WB de piel, DRG y nervio |e Los antagonistas de TLRA4,
ciatico para HMGB1, TLR-4, | RAGE y CXCR4 previnieron
RAGE, CXCR4. y revirtieron la alodinia
IHC de DRG L5 para HMGBL. inducida por oxaliplatino.
o Oxaliplatino produjo alodinia . @ HMGBL
’ Técnicas: mecanica e hiperalgesia a via -
Neuropatia térmica a partir del dia 3y que | TLR-4-PI3K/Akt-
periférica WB de L4-5 ME y DRG para | se mantuvo hasta el dia 21 | MMP-9 participa en
inducida por | HMGBL1. post-induccion. el entrecruzamiento | __
uimioterapia en inlati imulé entre neuronasy M® | 3
?atén. p RT-PCR de DRG y L4-L5 ME |® Oxaliplatino estimulo  la y g

(Alodinia
mecanica)

para HMGB1

IHC de L4-5 ME para lbal y
CGRP

liberacion de HMGB1 de
neuronas y M@ in vitro.

¢ HMGBL1 induce la liberacion
de MMP-9 a través de la via
TLR-4-PI3K-Akt

que participa en el
mantenimiento  del
dolor  neuropético
inducido por
quimioterapia.

Abreviaturas: Ab: anticuerpo; DMT2: Diabetes mellitus tipo 2; DRG, ganglio de la raiz dorsal; GL: glicirricing;
HBPM: heparina de bajo peso molecular; i.p.: intraperitoneal; i.pl.: intraplantar; IHC: Inmunohistoquimica; M®:

Macréfagos; ME: médula espinal; STZ: estreptozotocina; TM o TMa: trombomodulina-o; WB: western blot.

Nota: HBPM y FPS-ZML1 son antagonistas de RAGE; LPS-RS y TAK-242 son antagonistas de TLR-4; TLR-5:
TH1020; ADM3100 es inhibidor de CXCR4; Fluorocitrato y L-2AA son inhibidores de la activacion de astrocitos;
NeuN es un marcador de Neuronas; GFAP es un marcador de astrocitos; Ibal es marcador de microglia, NF200 es

marcador de fibras sensoriales altamente mielinizadas, CGRP es marcador de neuronas sensoriales.
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2.3.4. HMGBL1 en el dolor inflamatorio crénico

Existen una amplia variedad de condiciones patolégicas que cursan con la presencia de
dolor inflamatorio crénico, por lo que el papel de HMGBL1 en este tipo de dolor también ha
sido investigado (Tabla 4). Asi por ejemplo en un modelo de dolor inducido por isquemia
cerebral por oclusion arterial (BCAO) se observo un aumento de la proteina de HMGBL1 a
partir del dia 3 y un aumento del receptor RAGE el dia 1 después de la induccion en la
médula espinal y nervio ciatico que se acompafia del desarrollo de alodinia mecénica. En
este modelo el tratamiento i.p. con un Ab anti-HMGBJ1 a dosis de 50 o 100 mg/ratén y el
inhibidor selectivo de ERK, U0126 (10 mg/kg) disminuy6 la alodinia mecanica de manera
dependiente de la dosis (110). De forma similar en un modelo murino de dolor inflamatorio
generado por pancreatitis, en donde la pancreatitis se indujo con ceruleina una sustancia
que estimula las secreciones digestivas, se observo el desarrollo de hiperalgesia referida y
un aumento en la migracién de macréfagos al tejido pancreatico. La hiperalgesia, pero no
la pancreatitis, fue prevenida por el tratamiento con el Ab anti-HMGB1 o con los
antagonistas de RAGE y CXCR4 (155). Asimismo, en el dolor inflamatorio inducido por
la administraciéon del adyuvante completo de Freud (CFA) en rata o raton, se produjo
hiperalgesia mecanica e hiperalgesia térmica que perdura por al menos 7 dias, ademas de
un incrementd de la expresion de HMGBL1 que es suprimido por la sobreexpresion de miR-
141-3p (156). Mientras que en otro estudio se observo un incremento de la expresion de
HMGB1, TLR-4 y NF-«xp p65, y el ARNm de IL-1B y TNF-a a nivel de la corteza del
cingulo anterior. El uso de GL a la dosis de 4 mg/ml por 5 dias revirtié la hipersensibilidad
desarrollada, resaltando la importancia de la via HMGB1/TLR-4/NF-xf3 p65 en el
desarrollo del dolor inducido por CFA (157). Finalmente, en el dolor inflamatorio crénico
inducido por artritis, se observo el incremento del ARNm de HMGBL1 en la articulacion,
asi como la presencia de hiperalgesia mecanica que se mantuvo por 16 dias. La
administracion de un Ab anti-HMGBL revirtio la hipersensibilidad mecanica solo en
machos, pero no en hembras. Mientras que al evaluar el efecto de la isoforma dsHMGB1
se observo que esta incrementd los niveles de citocinas proinflamatorias en mayor
proporcidn en machos que hembras (158). Todos estos hallazgos en conjunto muestran que
HMGBL1 participa en el desarrollo y el mantenimiento del dolor inflamatorio crénico de

distintas etiologias a traves de la activacion de la via del receptor TLR-4//NF-kf3 p65.

75



Dado que la evidencia sugiere la participacion de HMGBL1 en el dolor crénico no maligno,

resulta interesante saber sin también participa en el dolor crénico maligno como lo es el

dolor éseo inducido por cancer. En este sentido existe un estudio en donde utilizando un

modelo de dolor 6seo inducido por céancer (CIBP) se observo el desarrollo de

hipersensibilidad mecéanica e hiperalgesia térmica con un incremento en la expresion de

HMGB1 a nivel de la médula espinal de forma dependiente del tiempo. Ademas, se

encontrd que la sobreexpresion de miR-300 revirtio la alodinia mecénica e hiperalgesia

térmicay disminuyo la expresion de HMGB1 (154). Estos resultados sugieren que HMGB1

participa en el desarrollo de dolor oncoldgico.

Tabla 4. Participacion de HMGBL1 en el dolor inflamatorio cronico

Modelo de Tratamiento / ,
dolor/ ) Resultad Conclusi G
(Conducta técnicas moleculares esultados onclusiones o
nociceptiva) empleadas
Tratamiento: e La isquemia cerebral indujo
. un descenso de HMGBL1 el dia
Qg/raart]élr;H'\iA\c/;Blo(Sg % 128 1, con un aumento posterior el
Dolor  crénico TR dia 3 en ME y nervio ciatico
inducido  por mg/ratén, i.c.v. 0 i.t.). con desarrollo de alodinia | HMGB1 promueve
isquemia El inhibidor selectivo de ERK | Mecanica. los  procesos
cerebral (BCAO) | U0126 (10 mg/raton). ¢El dia 1 se observd un | Pronociceptivos aj
en raton incremento en la expresién de | traves de la via | o
RAGE unido a membrana | HMGB1-RAGE en |~
Técnicas: (MRAGE) y RAGE soluble | un modelo de dolor
(Alodinia (SRAGE). la isquemia
mecénica) WB de ME para HMGBL, |e EI Ab anti-HMGB1 y U0126 | Cerebral.
RAGE, ERKy pERK. disminuyeron la  alodinia
IHC de ME y nervio cidtico mecanica de . forma
para HMGB1 dependiente de la dosis.
. . ) ¢ Ceruleina indujo hiperalgesia
Dolor  crénico Tratamiento (i.p.) con: referida que es prevenida por
inflamatorio por | anti-HMGB1 (0.1 0 1 mg/kg). eHI'\':‘ggT"HMGBl OtTM' | La secrecién local
pancreatitis I * no aumento en €l | 4e HMGB1 por M®
inducida por Etil piruvato (80 mg/kg). plasma, ni en el _tejldo participa en el
ceruleina en | rhsTM (3 o 10 mg/kg). pancreatico, pero si-la | gesarrollo del dolor | &
ratén migracion de M® al tejido. inflamatorio en un | 2
FPS-ZM1 (0.3 0 1 mg/kg) ¥ |e EI tratamiento con 10s | modelo del
HBPM (25 mg/kg) {intz_ig_onistas de RAGE Yy el pancreatitis a través
(Alodinia e | LPS-RS (0.5 mglkg). inhibidor ~ de ~ CXCR4 | ge  RAGE v
hiperalgesia o impidieron el desarrollo de | CXCL12/CXCRA4.
referida) El inhibidor de CXCR4 | hiperalgesia, pero no el
ADM300 (2.7 08 mg/kg, i.p.). | desarrollo de pancreatitis.
. ianto: e El gende HMGBL1 es el blanco
Dolor cranico Trtamiento: de miR-141-3p HMGB1 participa
:Eglj(r:rilg(t)org)or " miR-141-3p (40 pL, i.t.). . ha inylecci_(')n de CFA produjo en el desarrollo y el g
o o SO o ; ; Ipéralgesia  mecanica Y | mantenimiento del ~
In vitro: células microgliales. P
ad:mnlstrauon g térmica que perduro por al | dolor inflamatorio.
del  adyuvante menos 7 dias.




completo de
Freud (CFA) en
rata

Técnica:

gRT-PCR paramiR-141-3p en
células gliales.

WB de ME para HMGBL.

CFA increment6 la expresion
de HMGBlen ME que fue
revertido por el incremento en
la expresion de miR-141-3p.

(Alodinia
mecanica Y | ELISA de ME para citocinas
térmica). proinflamatorias.

o CFA produjo
hipersensibilidad  mecénica
por al menos 7 dias y un
incremento de la expresion de

Dolor  crénico la proteina de HMGB1, TLR-
inflamatorio Tratamiento: 4y NF-xB p65; y del ARNm

inducido por la
administracion

del  adyuvante
completo de

GL (4 mg/ml por 5 dias).

de IL-1B y TNF-a.en ACC.
La hipersensibilidad inducida
por CFA se revirtio por el
tratamiento con GL.

La via
HMGBL1/TLR-
4/INF-xB p65 y la

Freud (CFA) en Tecnicas: e EI CFA indujo la activacion de Zlélr)lzlr%léligrr]]te 4 =
ratones _ HMGB1 vy la via de A ! Z
RT-PCR para IL6 sefializacion TLR-4/NF-xp y | citoquinas TNF-o e
WB de ACC para HMGBL, | p65, lo que indujo alodinia | !L-1P participaenel
(Alodinia TLR-4, TNF-a, IL-1B, NF-kB | mecénica e hiperalgesia desarrollo del dolor
mecanica e P65 e histona 3. SXE'C(?: inuvé | L Indcido por CFA.
hiperalgesia . ISminuyo la expresion
téfmicag) IHC de ACC para HMGBL, de HMGBL lo que result6 en
una sefializacion descendente
de TLR-4/NF-kB y p65. El
efecto de PAE es similar al
generado por GL
e EI Ab anti-coladgeno indujo
Tratamiento: artritis e incremento  la
i expresion el ARNm de
all-HMGBL1 (1 pg iart) 0 ds- | HMGB1 en articulaciones y
HMGBL (1 pg i.art). produjo hiperalgesia mecanica | HMGB1 contribuye
Dolor anti-HMGB1 (100 pg/raton | 9ue se mantuvo por 16 dias. al desarrollo de
inflamatorio por 6 dias). e El Ab anti-HMGB1 revirtié la | dolor crénico
cronico inducido hipersensibilidad ~ mecéanica | articular  inducido
por artritis (Ab solo en machos, pero no en | por la artritis, via ~
anti-colageno. fyi e hembras. TLR-4. B
tipo ) enraton | Tecnica o Laisoforma dsHMGB1 induj =
s 191 |4 isoforma  ds-
PCR de L3-L5 DRG para | conductas nociceptivas en HMGBL  ind
TNF, CCL2, IL-6, CXCL1, | machos y hembras hasta por | , . GB1,  induce
(Alodinia CXCL2, COX2, NGF, CD34, | 6h. hipersensibilidad
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Ensayo de Luciferasa para
miR-300.

Abreviaturas: Ab: anticuerpo; DRG, ganglio de la raiz dorsal; GL: glicirricina; HBPM: heparina de bajo peso
molecular; i.art.: intraarticular; IHC: Inmunohistoquimica; M®: Macréfagos; ME: médula espinal; WB: western blot.

Nota: HBPM y FPS-ZM1 son antagonistas de RAGE; LPS-RS es antagonista de TLR-4; ADM3100 es inhibidor de
CXCR4: U0126: inhibidor selectivo de ERK.
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3. JUSTIFICACION

El dolor cronico es un problema de salud publica que afecta entre el 20-25% de la poblacién
a nivel mundial. Este dolor se caracteriza por un estado de hipersensibilidad que se
manifiesta con alodinia, que es una respuesta dolorosa ante los estimulos no dolorosos e
hiperalgesia, incremento de la respuesta de dolor ante un estimulo no tan doloroso. Aunque
actualmente no se conocen por completo los mecanismos fisiopatologicos que llevan al
desarrollo y mantenimiento del dolor cronico, se sugiere una interaccion bidireccional entre
el sistema nervioso y el sistema inmune, este ultimo, como importantes contribuyentes en
el inicio y mantenimiento del dolor cronico. Ademas, se ha propuesto que esta interaccion
estd dada a través de alarminas, como la proteina HMGB1. La evidencia muestra que la
alarmina HMGB1 desempefia un papel pronociceptivo en condiciones dolorosas en
humanos como en modelos murinos de dolor agudo y crénico de tipo inflamatorio y
neuropatico, proceso mediado a través de diferentes receptores como los receptores tipo
Toll (TLR-4 y TLR-5) y el receptor para productos finales de glicosilacién avanzada
(RAGE) entre otros. Sin embargo, no se conoce el papel que desempefia la alarmina

HMGB.1 en el modelo de hipersensibilidad inducida por solucion salina acida.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Participara la proteina HMGBL en la hipersensibilidad al dolor inducida por la inyeccion

intramuscular de solucion salina acida?

¢Cudl es el receptor mediante el cual la alarmina HMGB1 producird sus efectos

pronociceptivos en este modelo experimental?

5. HIPOTESIS

La proteina HMGB1 participa en la hipersensibilidad al dolor inducido por la

administracion intramuscular repetida de solucion salina acida.

Los efectos pronociceptivos de HMGBL en este modelo experimental estan mediados por
TLR-4, TLR-5y RAGE.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

e Determinar el papel que desempefia la alarmina HMGBL1 en el desarrollo de la alodinia
mecanica inducida con solucion salina acida en un modelo murino de dolor crénico y

elucidar a través de que receptor HMGBL1 ejerce este efecto.

6.2. Objetivos particulares

1.  Caracterizar el curso temporal de la alodinia mecéanica inducida por la inyeccién
intramuscular repetida de solucion salina acida en ratones hembras de la cepa
C57/BLS6.

2.  Determinar, a través del uso de glicirricina, el papel de la alarmina HMGBL en el
desarrollo de la alodinia mecéanica inducida por la inyeccién intramuscular repetida
de solucion salina &cida.

3. Determinar, utilizando herramientas farmacoldgicas, si los efectos pronociceptivos
de HMGBL, en el modelo de hipersensibilidad al dolor inducido por solucion salina
acida estan mediados por los receptores TLR-4, TLR-5, 0 RAGE.
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7. METODOLOGIA

7.1. Animales

En este proyecto se utilizaron ratones hembra de la cepa C57/BL6 con un peso corporal de
20-25 g al inicio del experimento. Los ratones se mantuvieron con acceso a agua y alimento
ad libitum y con un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 horas. Todos los experimentos se
realizaron bajo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999)
(159). El protocolo utilizado fue aprobado por el comité para el cuidado y uso de animales
de la Facultad de Medicina de la UAEM (CCUAL-FM-UAEM). Al finalizar los ensayos
los ratones fueron sacrificados por asfixia con CO..

7.2. Farmacos

El inhibidor de la proteina HMGBL1, la glicirricina (CDS020796), el inhibidor del receptor
TLR-4, TLR-4-IN-C34 (IN-C34) y el antagonista de TLR-5, TH1020 (Catalogo SML1741)
fueron adquiridos en Sigma - Aldrich (St. Louis, MO, EUA). El antagonista de RAGE, el
compuesto FPS-ZM1 (Catdlogo 553030) fue obtenido de Calbiochem Millipore
Corporation. Para su administracion, la glicirricinay el IN-C34 fueron disueltos en solucion
salina 0.9%, mientras que el FPS-ZM1 y el TH1020 fueron disueltos en una disolucion de
dimetilsulfoxido (DMSO) al 1% en solucion salina. Todas las soluciones fueron preparadas

el mismo dia de su uso.

7.3. Modelo de hipersensibilidad al dolor inducida por la inyeccion intramuscular de

solucion salina acida

En el presente proyecto la hipersensibilidad al dolor se indujo a través de un esquema dos
inyecciones de solucion salina acida en el muasculo gastrocnemio izquierdo de la
extremidad trasera del ratdén. Para ello, los animales fueron anestesiados por via
intraperitoneal con una mezcla de Ketamina/Xilacina a una dosis de 100/10 mg/Kg. Una
vez anestesiados, a los animales se les rasuro el pelo de la extremidad posterior izquierda
para tener una mejor visibilidad de la zona, posteriormente se realizé la inyeccion de 20 pL

de solucién salina acida (SSA al 0.9%, pH=4 + 0.1) o el control también llamado grupo
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Sham (PBS, 0.1M, pH=7.4) en el musculo gastrocnemio izquierdo, utilizando una aguja
calibre 30 de % pulgada adaptada a una canula de polietileno que esta unida a una
microjeringa de 10 pL. Tres dias despues se realizo la segunda inyeccion de solucidn salina
acida o PBS en las mismas condiciones. En nuestras condiciones experimentales, este
modelo experimental produce alodinia bilateral que perdura por al menos 18 dias (160) sin

producir dafio al tejido muscular (161).

7.4. Evaluacién de la alodinia mecénica

La evaluacion del desarrollo de hipersensibilidad al dolor se realizé a través del
seguimiento del desarrollo de la alodinia mecanica usando filamentos de von Frey. Esta
herramienta es un monofilamento calibrado en un rango de fuerza que va desde 0.007 hasta
3.24 g. Para la determinacion de la alodinia se utilizé el método de Up and Down, el cual
consiste en aplicar por 3 segundos el filamento de 0.6 g en la superficie plantar de una de
las patas posteriores del raton. Si la aplicacion del filamento genera una respuesta de
retirada de la pata esta se considera una respuesta positiva, mientras que si no hay reaccion
por parte del ratdn esta se considera como una respuesta negativa. Si la respuesta es
negativa, se aplica un estimulo con el siguiente filamento de mayor fuerza (arriba), mientras
que si fue positiva se aplica el siguiente filamento de menor fuerza (abajo). La aplicacion
de los filamentos se continu6 hasta identificar el primer cambio de respuesta positiva a
negativa o viceversa. Una vez identificado el primer cambio se realizaron 4 mediciones
consecutivas adicionales utilizando el mismo sistema de arriba y abajo. Con el patron de
respuesta obtenido y la fuerza del ultimo filamento se calcul6 el 50% de umbral de retiro

utilizando la siguiente formula:

50% umbral de retiro = [10] ((Xf + Ka))/u) 000

Donde:

Xf: Valor del altimo filamento utilizado (en valor logaritmico).

k: Valor asignado al patrén positivo/negativo de acuerdo de la tabla de Dixon (Dixon,
1980).

0: La diferencia entre la fuerza de los estimulos (en valor logaritmico).
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Con los valores obtenidos del 50% de umbral de retiro se construy6 el curso temporal del
desarrollo de alodinia mecanica, en donde valores mayores a 0.8 g son considerados valores
normales, es decir, ausencia de hipersensibilidad dolorosa, los valores de entre 0.8 g y 0.4
g indican la presencia de hipersensibilidad al dolor, mientras que valores menores a 0.4 g

indican la presencia de alodinia mecanica.

7.5. Disefio experimental

Para dar cumplimiento a los objetivos de este proyecto se plantearon los siguientes disefios

experimentales:

Objetivo particular 1. Caracterizar los cursos temporales de la alodinia mecénica inducida
por la inyeccion intramuscular repetida de solucién salina &cida en ratones hembras y
machos de la cepa C57/BL6.

Para cumplir con este objetivo se utilizaron dos grupos experimentales separados por sexo,
uno de hembras y uno de machos, de 8 animales cada uno. En ambos grupos se indujo un
primer grupo con PBS (0.1M, pH=7.4), y un segundo grupo con SSA (SS 0.9%, pH=4 +
0.1) siguiendo el esquema de dos inyecciones en el musculo gastrocnemio izquierdo
descrito previamente. Posteriormente, se realizd la medicién del 50% del umbral de retiro
de ambas patas posteriores los dias 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 y 30 tomado como dia

0 el dia de la primera inyeccion (Figura 14).
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Grupos experimentales, n=8

A

Sham | SSA
PBS 0.1M, pH=74, i.m. SS 0.9%, pH=4£0.1, i.m.
Hembras Machos Hembras Machos
| | | | | | | | | Tiempo
| | | | | | | | | (dias)
Basal 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Evaluacion del 50% de umbral de retiro

-

Figura 14. Disefio experimental para la caracterizacion del curso temporal del desarrollo de la alodinia
mecéanica inducida por la administracion de solucion salina acida.

Obijetivo 2. Determinar a través del uso de glicirricina, el papel de la alarmina HMGB1 en
la alodinia e hiperalgesia mecénica inducidas por la inyeccion intramuscular repetida de

solucién salina acida.

Para cumplir con este objetivo se utilizaron 6 grupos experimentales que fueron evaluados
el dia 9 post-inyeccion que es el dia cuando la alodinia mecénica ya esté bien establecida
en los animales administrados con SSA. En este dia al grupo uno (G1), que fueron animales
administrados con PBS se les administrd por via intratecal (i.t.) la dosis mas alta empleada
de glicirricina (2.5 ug/ratén) con el objetivo de identificar si este farmaco por si mismo
induce cambios en los valores del 50% de umbral de retiro. Simultaneamente, los grupos 2
al 6 (G2-6) fueron animales inducidos con SSA. El G2 se administr6 con el vehiculo en el
que se disolvio la glicirricina, mientras que los grupos 3 al 6 fueron administrados por via
i.t. con dosis crecientes de glicirricina, una dosis por grupo de la siguiente manera: G3:

0.0025, G4: 0.025, G5: 0.250 y G6: 2.5 ug/raton. El dia del experimento se inici6é con una
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medicion basal del 50% de umbral de retiro para corroborar que los animales presentaran
alodinia (hora 0) y posterior a esta medicion se realiz6 la administracion del farmaco y se
realizaron medicionesalas 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5y 6 horas (Figura 15). En estas condiciones,
el incremento en el valor del 50% de umbral de retiro tras la administracion de glicirricina

se interpretdé como un efecto antinociceptivo.

Ratones hembras C57, 9 dias post-inyeccion

Tratamientos
G1 G2 G3-6
PBS + Glicirricina SSA + Vehiculo SSA + Glicirricina

(2.5 pg/raton)

(SS 0.9%,10 pl/ratén)

(0.0025,0.025,0.25y 2.5

ug/ratdn)
Acllg_'ninistracién 1.t. de tratamientos
'é\';-t
. | u '] u '] u '] u '] u [ | 'l [ Tiempo
| | 1 | ' 1 ' 1 I i b I . ¥ (horas)
Basal 0.5 1 1.5 2 3 4 5 6

Evaluacion del 50% de umbral de retiro

-

I
 ee—)

Figura 15. Disefio experimental para evaluar el efecto de glicirricina en la alodinia mecénica inducida
por solucion salina acida.

Objetivo particular 3. Determinar, utilizando herramientas farmacoldgicas, si los efectos
pronociceptivos de HMGBL, en el modelo de hipersensibilidad al dolor inducido por

solucion salina acida estan mediados por los receptores TLR-4, TLR-5, 0 RAGE.

Para lograr este objetivo, se evalud el efecto de los diferentes antagonistas de los receptores
mas reportados de HMGBL en la alodinia mecanica. La evaluacion se realizé el dia 9 post-
inyeccion cuando la alodinia mecanica ya esta establecida. De forma inicial se utilizaron 5

grupos experimentales inyectados con PBS en donde se evalu6 la dosis maxima de cada
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uno de los antagonistas, con la finalidad de verificar que los farmacos por si solos no
modifiquen los valores de 50% de umbral de retiro, es decir, que no produzcan dolor. Al
G1 se le administro solucion salina 0.9% (10 pL/raton, i.t.) que fue el vehiculo utilizado
para TLR4-IN-C34. El G2 se administro con dimetilsulfoxido al 1% en solucion salina (10
pL/raton, i.t.) vehiculo en el que se disolvio FPS-ZM1y TH1020. Los grupos 3 a 5 fueron
administrados por via intratecal con TLR4-IN-C34 (4 ng/raton); TH1020 (10 pg/ratén) y
FPS-ZM1 (2.5 ng/ratdn) respectivamente (Figura 16).

Ratones hembras C57, 9 dias post-inyeccién PBS 0.1M, pH=7.4

e e e e Tratamientos !
Gl G2 G3 G4 G5
$S 0.9% DMSB’.;(,"/{:’ *SS || TLR4-IN-C34 TH1020 FPS-ZM1
(10 uL/ratén) (10 uLraton) (4 ng/raton) (10 pg/raton) (2.5 ng/raton)

Administracion i.t. de tratamientos

i
‘:v :,
P | M 1 M 1 2 1 » [ | » [ | » g 7 iﬂ’mpo
LI | 1 1 1 1 1 1 Ll ] L) ] bl ¥ (horas)
Basal 0.5 1 15 2 3 4 5 6

?i N _\;

Figura 16. Disefio experimental para la evaluacion de los vehiculos y la dosis mas alta de los
antagonistas de los receptores TLR-4, RAGE y TLR-5 en ratones control inducidos con PBS.

Para determinar cuéles son los receptores por los que HMGBL1 ejerce sus efectos
pronociceptivos, se evaluo el efecto de la administracion de diferentes antagonistas
selectivos de los receptores de HMGBL en ratones a los que se les indujo alodinia con SSA
el dia 9 post-induccion. Para esto se utilizaron 10 grupos experimentales los cuales fueron

administrados de la siguiente manera, los grupos G1-4 recibieron el antagonista de TLR4-
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IN-C34 alas dosis de 0.04, 0.4, 4y 12.5 ng/raton. Los grupos G5-7 recibieron el antagonista
del receptor TLR-5 el compuesto TH1020 a las dosis de 1, 3 y 10 pg/ratén; mientras que
los grupos G8-10, fueron tratados con el antagonista RAGE, el FPS-ZM1 a las dosis de 1,
5y 10 ng/ratdn, todas las dosis fueron administradas por via intratecal, posteriormente se
realizé la medicion del 50% de umbral de retiro de ambas patas traseras en los tiempos 0.5,

1,15, 2,3, 4,5y 6 horas post-administracion (Figura 17).

Ratones hembras C57, 9 dias post-inyeccion SSA, pH=4
o Teatmiemtos |
G1-4 G5-7 G8-10
( E&R;;Iﬁ'ff’;s TLRS-TH1020 || RAGE-FPS-ZMI

1’1 g/ra’tc’m) (1,3y 10 pg/raton) (1,5 y 10 ng/raton)

Acli_l_ninistraci(’)n 1.t. de tratamientos

]
'ﬁ'\';':
| » [ | » [ ] » [ ] » [ ] » [ ] » [ ] Tiempo
™ 1 1 1 1 1 I I 1 ' I . ¥ (horas)
Basal 0.5 1 1.5 2 3 4 5

Evaluacion del 50% de umbral de retiro

SN

Figura 17. Disefio experimental para determinar farmacol6gicamente a través de que receptor HMGB1
ejerce sus efectos pronociceptivos.
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7.6. Analisis estadistico

Los datos fueron presentados como el promedio de 6-8 animales + el error estandar de la
media (SEM). Con los datos de 50% de umbral de retiro se construyeron los cursos
temporales, a partir de los cuales se calculé el area bajo la curva (ABC) usando el método
de los trapezoides. Para el andlisis estadistico se realizé el analisis de varianza (ANOVA)
de una via seguida de la prueba de Dunnett (graficas de barras) y ANOVA de dos vias, de
medias repetidas seguida de la prueba de Bonferroni, esto para comparar grupos con dos
variables (dosis y tiempo). Todos los analisis fueron realizados en el programa estadistico
Graph Prism 8.0 (GraphPad Inc., San Diego, CA, EUA). Valores de P< 0.05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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8. RESULTADOS

8.1. Caracterizacion del curso temporal del desarrollo de alodinia mecénica inducida

por la administracion dual de SSA en ratones hembra y macho de la cepa C57BL/6J

Para cumplir con los objetivos del presente proyecto, en primer lugar, se caracterizo el
curso temporal del desarrollo de hipersensibilidad al dolor inducido por dos inyecciones de
solucion salina acida (SSA) en ratones hembra y macho de la cepa C57BL/6J.
Adicionalmente, como control negativo, a otro grupo de ratones hembra o macho se les
inyect6 PBS 0.1 M, pH=7.4 siguiendo el mismo esquema de inyeccion que el de SSA a los
cuales se les denomino sham. Observamos que el esquema de inyeccion de SSA en el
musculo gastrocnemio izquierdo de ratones hembra produjo una disminucion gradual y
estadisticamente significativa del 50 % de umbral de retiro a partir del dia 3 post-inyeccion,
hasta alcanzar valores menores de 0.4 g el dia 6 post-induccion. Este valor de 50% de
umbral de retiro se mantuvo hasta el dia 15 post-induccion e indican la presencia de alodinia
mecénica, es decir, hipersensibilidad al dolor. A partir del dia 18 los valores de 50% de
umbral de retiro comenzaron a incrementar gradualmente hasta regresar a valores basales
el dia 30 post-induccién (Figura 18A). El desarrollo de alodinia mecéanica inducido por
SSA se observd tanto en la pata ipsilateral (IL) como en la contra lateral (CL), es decir, se
produjo alodinia mecénica bilateral. En contraste con estos resultados, se observo que los
ratones inyectados con PBS, no presentaron cambios significativos en los valores del 50%
de umbral de retiro, en ninguna de las extremidades posteriores, durante todo el periodo de
evaluacion. Por otro lado, se observé que el desarrollo de alodinia mecénica en ratones
macho mostr6 un curso temporal similar al observado en ratones hembra (Figura 18B). El
analisis del area bajo la curva (ABC) mostré que la administracion de SSA produjo una
disminucion estadisticamente significativa de este parametro en la pata IL tanto de hembras
como de machos en comparacion con el ABC de la pata IL y CL de los ratones hembra y
macho inyectados con PBS. Ademas, no se encontraron diferencias significativas entre el
ABC de ratones hembra y macho (figura 18 C y D). Estos resultados en conjunto indican
que la inyeccion de intramuscular repetida (2 inyecciones) de SSA en el musculo
gastrocnemio izquierdo es la que produjo la alodinia mecanica bilateral y no la inyeccién

por si misma, tanto en hembras como en machos. Es importante mencionar que debido a
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que la alodinia maxima se observo entre los dias 6 a 15 post-inyeccion, las evaluaciones
farmacologicas se realizaron el dia 9 post-inyeccion cuando la alodinia esté bien establecida

y Unicamente en ratones hembra.

Hembras Machos

50% de umbral de retiro (g) I>
50% de umbral de retiro (9) [J

B IL+PBS (pH=7. 4, i.m.) | cL B IL+PBS (pH=74,im) ocL
0.0 @ IL+SSA (pH=4,im.) Q@ CL 0.0/ @ IL+SSA (pH=4,im.) @ CL
0 6 12 18 24 30 0 6 12 18 24 30
Dias post-induccion Dias post-induccién
40+ 40-
I _
30+ 30+
*kk
*kk —_—
2 2
< 207 _ < 204
10+ 10+
0- 0-
IL CL IL CL IL CL IL CL
PBS SSA PBS SSA

Figura 18. Curso temporal del desarrollo de alodinia mecénica inducido por la inyeccion repetida de
solucidn salina &cida en musculo gastrocnemio de ratones hembra y macho. En Ay B se muestran los
cursos temporales del desarrollo de alodinia mecénica en la pata IL y CL en ratones hembra y machos,
respectivamente. En C y D se muestra el area bajo la curva (ABC) calculada a partir de los cursos temporales.
Cada punto representa el promedio de 8 animales + SEM. "P<0.1. ""P<0.01, "P<0.001 con respecto al grupo
inyectado con PBS por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni (cursos temporales) o por
ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett (grafica de barras), SSA: solucion salina acida; PBS:
solucion buffer de fosfato; IL: pata IL; CL: pata CL; i.m. intramuscular.
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Posteriormente se realizd la validacion del modelo de hipersensibilidad al dolor inducido
por SSA mediante el uso de gabapentina y amitriptilina, fArmacos estandar utilizados
ampliamente en la clinica para el tratamiento del dolor cronico como es el caso de la
fibromialgia. En la figura 19A, se muestra el efecto del tratamiento con una Unica dosis de
gabapentina (100 mg/Kg, i.p.) en el 50% de umbral de retiro. Se observé que la
administracion de este farmaco antiepiléptico incrementdé de forma estadisticamente
significativa los valores de 50% de umbral de retiro a partir de los 30 min post
administracion y alcanzo su efecto maximo dos horas post-administracion. A partir de este
punto el efecto antialodinico disminuyé gradualmente hasta presentar valores de alodinia a
las 5 horas post-administracion, es decir la duracion del efecto de este farmaco fue de 3
horas aproximadamente. El analisis de ABC mostré que la administracion de gabapentina
resulté en un incremento significativo del 46% en el grupo tratado con este farmaco en
comparacion con el grupo tratado con el vehiculo. Este efecto se observo de forma bilateral,
poniendo de manifiesto el efecto sistémico del farmaco (Figura 19B). De forma similar, se
observd que el tratamiento intraperitoneal agudo con amitriptilina (30 mg/Kg), un
antidepresivo triciclico, increment6 gradual y significativamente los valores del 50% de
umbral de retiro, observandose el efecto a partir de los 30 minutos post-administracion y
que se mantuvo hasta la hora 3 post-inyeccidn. Sin embargo, los valores de 50% de umbral
de retiro se mantuvieron por arriba de 0.8 g lo que indica que el efecto se mantuvo hasta
por 5 horas (Figura 19C). Asimismo, en la grafica del ABC se puede observar que la
amitriptilina increment6 de forma estadisticamente significativa el ABC del grupo tratado
en comparacion del grupo que fue administrado con el vehiculo. Cabe destacar que la
amitriptilina incrementd el ABC del grupo tratado a valores similares a los observados en

el grupo administrado con PBS (Figura 19 D).
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Figura 19. Efecto del tratamiento agudo con gabapentina y amitriptilina en la hipersensibilidad al dolor
inducida por solucién salina acida. A y C muestran los cursos temporales del efecto antialodinico de
gabapentina y amitriptilina. B y D muestran el &rea bajo la curva (ABC) calculada a partir de los cursos
temporales. Cada punto representa el promedio de 7-8 animales + SEM. "P<0.01, ™ P <0.001 con respecto
al grupo SSA + Veh por ANOVA de dos vias seguida de la prueba Bonferroni (cursos temporales), #P<0.1,
#P<0.01, #*P<0.001 con respecto al grupo de PBS, "P<0.001 con respecto al grupo tratado con Veh por
ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett (grafica de barras). AMI: amitriptilina, GBP:

Gabapentina, SSA: solucién salina cida.
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8.2. Estandarizacion de la administracion de farmacos por via intratecal

La via de administracion intratecal (i.t.), fue elegida para este trabajo ya que permite la
introduccién directa de farmacos a nivel de la médula espinal, sitio importante en el
procesamiento del dolor. Para la estandarizacion del modelo se utilizaron como controles
positivos los farmacos lidocaina al 2% (10 pL/raton, i.t.) y morfina (1 mg/ml, 10 pL/raton,
i.t) cuyos resultados se observan en la figura 20. El efecto de la administracion intratecal
en ratones hembra con dolor neuropatico inducido por axotomia parcial del nervio ciatico
evaluado el dia 23 post-cirugia; asi como en ratones hembra C57, con alodinia mecanica
inducido por la inyeccion de solucion salina acida al dia 9 post-induccién, se observé el
incremento del 50% de umbral de retiro a partir de los primeros 30 minutos posterior a la
administracion, la duracion del efecto tuvo una duracion de 2 horas en los grupos
administrados con lidocaina (Figura 20 Ay C) y 3 horas en los administrados con morfina
en ambos modelos de dolor créonico (Figura 20 B y D) (4). Cabe destacar que la produccion
de un reflejo de movimiento de retirada de la cola se utilizd para verificar que la

administracion se realizd en el sitio correcto.
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Figura 20. Efecto antialodinico de lidocaina y morfina administradas por via intratecal en dos modelos
de dolor crénico. Ay B, cursos temporales del efecto antialodinico de la lidocaina y morfina en un modelo
de dolor neuropético. C y D, cursos temporales del efecto antialodinico de lidocaina morfina en un modelo
de fibromialgia experimental. Cada punto representa un promedio de 8 animales + SEM. "P<0.1, "P<0.01,
™P<0.001 con respecto al grupo inyectado con vehiculo por ANOVA de dos vias seguido de la prueba de
Bonferroni. IL: pata IL; CL: pata CL.
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8.3. Efecto del inhibidor de HMGBL1 glicirricina en la hipersensibilidad al dolor
inducida por SSA

Con la finalidad de determinar que los diferentes farmacos por si mismos no producen
dolor, se evaluo el efecto de la dosis maxima de glicirricina y su vehiculo (solucién salina
fisiolégica 0.9%) en ratones sham el dia 9 post-induccion, es decir cuando los ratones
inyectados con SSA presentaron alodinia marcada. Los ratones denominados sham fueron
ratones administrados con PBS en el musculo gastrocnemio izquierdo siguiendo el mismo
esquema de administracion que el de la solucion salina &cida. Se observé que la glicirricina
(2.5 pg/raton, i.t.) o el vehiculo no produjo cambios significativos en los valores del 50%
de umbral de retiro en los tiempos evaluados mostrando que la glicirricina o la inyeccion
intratecal no producen dolor por si mismas (Figura 21A). Por otro lado, el efecto de la
administracion de dosis crecientes de glicirricina (0.0025-2.5 pg/raton), un inhibidor de
HMGB1 de origen natural se observa en la figura 21B. Los resultados mostraron que la
glicirricina produjo un incremento del 50% de umbral de retiro a partir de las 0.5 h después
de la administracion alcanzando un efecto maximo a partir de este tiempo y hasta 1.5 h
después de la administracion. Posteriormente, los valores de 50% de umbral de retiro
descendieron gradualmente hasta alcanzar valores menores a 0.4g entre las horas 5y 6. El
efecto antialodinico de la glicirricina se observé tanto en la pata ipsilateral como
contralateral. El andlisis de area bajo la curva (ABC) mostré que la glicirricina administrada
por via intratecal incremento el ABC en comparacion con el ABC del grupo SSA de forma
dependiente de la dosis y bilateral, siendo este efecto estadisticamente significativo en todas
las dosis evaluadas. El efecto antialodinico maximo se observé con la dosis de 2.5 pg/raton
(Figura 21 C y D). Estos resultados sugieren que HMGB1 participa en el mantenimiento

de la hipersensibilidad al dolor inducida por SSA.
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Figura 21. Efecto de la glicirricina (i.t.) sobre la alodinia mecanica inducido por solucién salina acida
(SSA). En Ay B se muestra el efecto de dosis crecientes de glicirricina sobre la alodinia mecéanica en la pata
IL de ratones con alodinia inducida por SSA o sham. C y D éarea bajo la curva (ABC) calculada a partir de
los cursos temporales del 50% de umbral de retiro de la pata ipsilateral y contralateral. Cada punto representa
el promedio de 8 animales = SEM. "P<0.1, "P<0.01, *"P<0.0001 con respecto al grupo SSA por ANOVA
de dos vias seguida de la prueba de Bonferroni (curso temporal). ##P<0.001 con respecto al grupo Sham,
"P<0.001 con respecto al grupo tratado con SSA+Veh por ANOVA de una via seguido de la prueba de
Dunnett (grafica de barra). i.t.: intratecal.
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8.4. Efecto de la administracion intratecal del antagonista del receptor TLR-4 IN-C34

la hipersensibilidad al dolor inducida por SSA

La via de sefializacion mediada por HMGBL1 y el receptor TLR-4 ha sido descrita en
diversos modelos preclinicos que cursan con dolor crénico. Sin embargo, ain no se ha
estudiado si el impedir la activacion de este receptor tiene efectos benéficos en el dolor
cronico inducido por SSA. Por tal motivo en el presente trabajo se evaluo el efecto del
antagonista selectivo del receptor TLR-4, el compuesto IN-C34. De forma inicial se evalud
la dosis de 4 ng/ratén y su vehiculo, en ratones sham el dia 9 posterior a la induccién del
modelo. En la figura 22A, se observa que ni la administracion del antagonista especifico
del receptor TLR-4 o su vehiculo indujo cambios en el 50% de umbral de retiro en ninguno
de los tiempos evaluados en ratones sham. Por otro lado, el tratamiento con dosis crecientes
administradas a nivel intratecal de TLR-4-IN-C34 en la alodinia mecénica inducida por
SSA, incrementd de manera significativa el 50% de umbral de retiro 0.5 h después de
administracion, punto en donde se observo el efecto antialodinico maximo (valores >a 0.8
g de 50% umbral de retiro). Este efecto se mantuvo la hora 3 post-inyeccion del tratamiento.
A partir de este tiempo, los valores de 50% de umbral de retiro de la pata disminuyeron
hasta alcanzar valores menores a 0.4 g entre la hora 5 y 6 post-administracion (figura 22 A,
B). En la figura 22 C y D, se muestra que el uso de TLR-4-IN-C34 increment6 de forma
significativa el ABC a las dosis de 0.04, 0.4, 4 y 12.5 ng/ratdn en comparacion del grupo
SSA+Veh, destacando que el efecto antialodinico maximo se present6 con la dosis de 12.5
ng/raton. Estos resultados en conjunto muestran que TLR-4-IN-C34 posee efecto

antialodinico bilateral en el modelo de hipersensibilidad al dolor inducido por SSA.
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Figura 22. Efecto del tratamiento intratecal con el antagonista del receptor TLR-4 IN-C34 en la
alodinia mecanica inducida por SSA. En Ay B se muestra el efecto de dosis crecientes de IN-C34 sobre la
alodinia mecénica en la pata IL de ratones con alodinia inducida por SSA o sham. En C y D, se muestra el
rea bajo la curva (ABC) calculada a partir de los cursos temporales de la pata ipsilateral y contralateral. Cada
punto representa el promedio de 8 aminales + SEM. "P<0.1, "P<0.01, ""P<0.001 con respecto al grupo
SSA+Veh por ANOVA de dos vias seguida de la prueba de Bonferroni (curso temporal), ##P<0.001 con
respecto al grupo Sham. "*P<0.001 con respecto al grupo tratado con SSA+Veh por ANOVA de una via
seguido de la prueba de Dunnett (grafica de barras). i.t.: intratecal.
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8.5. Efecto del antagonista del receptor TLR-5 TH1020 en la hipersensibilidad al dolor
inducida por SSA

Para determinar la posible participacion del receptor TLR-5 en el dolor producido por la
administracion con SSA se evaluo el efecto del tratamiento con el antagonista selectivo de
TLR-5, el compuesto TH1020 a la dosis de 10 pg/raton y de su vehiculo en ratones sham
el dia 9 posterior a la induccion del modelo. En la figura 23A, se muestra que la
administracion del compuesto TH1020 disminuy0 el 50% de umbral de retiro a valores
cercanos a 0.8 g en la primera hora tras su administracion. Sin embargo, este parametro
regreso a valores basales a la hora 2 post-administracién. En contraste el vehiculo, no
modifico los valores de este pardmetro en ninguno de los tiempos evaluados. En la figura
23 Cy D, se muestran los cursos temporales del efecto del tratamiento con las dosis 1, 3y
10 pg/raton, i.t., del compuesto TH1020 en ratones con alodinia mecénica inducida por
SSA. Se observo que el tratamiento con TH1020 produjo un incremento en los valores del
50% de umbral de retiro desde los 30 minutos. Este efecto se mantuvo hasta por 4 horas,
posteriormente, se revirtio por completo a la hora 6 post-administracion. En el ABC, se
observo que el tratamiento con TH1020 a las dosis evaluadas posee efecto antialodinico
dependiente de la dosis y estadisticamente significativa en comparacion con el grupo
tratado con el vehiculo a todas las dosis evaluadas. Este efecto se observo en ambas patas
traseras. Estos resultados muestran que el receptor TLR-5 participa en el mantenimiento de
la hipersensibilidad inducida por SSA.

99



P
iy

1.2- ns

o
i

8 Sham + Veh (10 pL/raton) O SSA + TH1020 (3 pg/ratén)
0.04 @ Sham+ TH1020 (10 pg/raton)

50% de umbral de retiro (g) >
50% de umbral de retiro (g) 00

B Sham + SS (10 plratén) O SSA + TH1020 (1 pglratén)
0.0- @ ssa+Ss(10uliratén) @ SSA+TH1020 (10 pg/ratén)
" . . : . : ™

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Hora post-tratamiento Hora post-tratamiento
D C m
75 - 7.5,
—
= — i % %k %k ,
5 0_ } % %k %k I 5 O
0 0
as] — ]
< I < —T— —
|__|
2.51 I 2.51 —T
|__|
ool ] 0o ]
Sham SSA+Veh 1 3 10 Sham SSA+Veh 1 3 10
TH1020 (ug/ratén, i.t.) TH1020 (ug/ratén, i.t.)
Ipsilateral Contralateral

Figura 23. Efecto del tratamiento intratecal con el antagonista del receptor TLR-5 TH1020 (i.t.) en la
alodinia mecénica inducida por solucidén salina &cida. En A 'y B se muestra el efecto de dosis crecientes
de TH1020 sobre la alodinia mecénica en la pata ipsilateral de ratones con alodinia inducida por SSA o sham.
En C y D, se muestra el &rea bajo la curva (ABC) calculada a partir de los cursos temporales de la pata
ipsilateral y contralateral. Cada punto representa el promedio de 8 animales £+ SEM. *P<0.1, **P<0.01,
***P<(.001 con respecto al grupo SSA + Veh por ANOVA de dos vias seguida de la prueba de Bonferroni
(curso temporal), ###P<0.001 con respecto al grupo Sham. ***P<0.001 con respecto al grupo tratado con
SSA+ Veh por ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett (grafica de barras). i.t.: intratecal.
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8.6. Efecto de la administracion del antagonista del receptor RAGE en la

hipersensibilidad al dolor inducido por solucidon salina acida

Para determinar la participacion del receptor para productos finales de glicosilacion
avanzada (RAGE) en la hipersensibilidad inducida por SSA se utilizdé el antagonista
especifico del receptor RAGE, el compuesto FPS-ZM1. Primero se evaluo el efecto de la
dosis de 10 ng/raton, i.t. en ratones sham. Los resultados obtenidos muestran que el 50%
de umbral de retiro de los animales sham administrados con esta dosis presenta valores
mayores a 0.8 g y este valor no cambia en ninguno de los tiempos evaluados (Figura 24A).
En la figura A y B se muestran los cursos temporales del efecto del antagonista FPS-ZM1
en la alodinia mecénica a las dosis de 1, 5 y 10 ng/raton, i.t., en ratones con alodinia
inducida con SSA el dia 9 post-induccidn. Se observa que todas las dosis evaluadas de FPS-
ZM1 revirtieron la alodinia mecanica inducida por SSA. El efecto antialodinico maximo se
observo en los primeros 30 minutos tras la administracion y este efecto se mantuvo hasta
por cuatro horas. A partir de este momento, los valores de 50% de umbral de retiro
disminuyeron gradualmente hasta alcanzar valores de alodinia a la hora seis post-
administracion. Mientras que el ABC, mostro que todas las dosis evaluadas de FPS-ZM1
incrementaron de manera estadisticamente significativa y dependiente de la dosis este
parametro en contraste con SSA Tabla 5+ vehiculo, el efecto antialodinico fue
estadisticamente significativo a partir de la dosis de 1 ng/raton y el efecto méaximo se logro
a la dosis de 10 ng/ratdn, siendo una respuesta bilateral como se muestra en la figura 24 C
y D.
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Figura 24. Efecto de FPS-ZML1 (i.t.) antagonista del receptor RAGE en la alodinia mecénica inducido
por solucion salina acida. En A 'y B se muestra el efecto de dosis crecientes de FPM-ZM1 sobre la alodinia
mecénica en la pata ipsilateral de ratones con alodinia inducida por SSA o sham. En Cy D, se muestra el area
bajo la curva (ABC) calculada a partir de los cursos temporales de la pata ipsilateral y contralateral. Cada
punto representa el promedio de 8 animales + SEM. *P<0.1, **P<0.01, ***P<0.001 con respecto al grupo
SSA + Veh por ANOVA de dos vias seguida de la prueba de Bonferroni (curso temporal), ##P<0.001 con
respecto al grupo Sham. ***P<0.001 con respecto al grupo tratado con SSA + Veh por ANOVA de una via
seguido de la prueba de Dunnett (grafica de barras). i.t.: intratecal.
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9. DISCUSION

9.1. Caracterizacion del modelo inducido por solucion salina acida

En el presente trabajo se determiné la participacion de la alarmina HMGBL1 en la
hipersensibilidad al dolor inducida por solucion salina &cida, asi como de los receptores
TLR-4, TLR-5y RAGE con la finalidad de conocer mejor los mecanismos que participan
en el desarrollo y el mantenimiento del dolor cronico. EI modelo de hipersensibilidad al
dolor inducido por la inyeccion repetida de solucién salina &cida en musculo gastrocnemio
de la rata o el raton es considerado un modelo de fibromialgia experimental (162). La
fibromialgia es un sindrome de dolor crénico primario altamente debilitante, en donde el

dolor cronico se considera la enfermedad por si mismo (35).

El dolor cronico es un problema de salud complejo que tiene un impacto negativo en la
persona que lo padece y en los sistemas de salud. Actualmente es una de las principales
causas de sufrimiento en todo el mundo y una carga econémica sustancial para la sociedad.
Aunque el sufrimiento no puede cuantificarse, la carga econdmica que representa es grande.
Por ejemplo, en los Estados Unidos de América se estima que es de aproximadamente $
650 mil millones de ddlares por afio, como resultado de los gastos en atencién médica, asi
como debido a la pérdida de productividad de las personas afectadas (163, 164). El dolor
cronico resulta de una enfermedad o una lesion; sin embargo, no s6lo es un sintoma
acompafiante, sino también una condicion patoldgica separada por derecho propio, con su
propia definicion médica y taxonomia como es el caso del dolor cronico primario que se

observa en los pacientes con fibromialgia.

La fibromialgia esta categorizada como un sindrome de dolor crénico primario, y afecta a
millones de personas a nivel mundial. Se define como sindrome de dolor crénico
musculoesquelético generalizado que esta presente en al menos 4 de 5 regiones corporales,
que perdura por al menos 3 meses (165). Los pacientes con fibromialgia, ademas de dolor
generalizado, experimentan fatiga constantemente, trastornos del suefio, trastornos
cognitivos y una gran variedad de sintomas somaticos. Todo lo anterior frecuentemente
coexisten con ansiedad y depresién (40). El dolor generalizado y crénico es el sintoma mas

debilitante y en conjunto con los diversos sintomas, que varian en severidad, resultan en
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una pobre calidad de vida de la persona afectada. En esta patologia es dificil identificar la
causa del dolor, sin embargo, esta bien establecido que existe hipersensibilidad del sistema
nervioso que se manifiesta con el desarrollo de alodinia mecénica e hiperalgesia muscular.
En este proyecto se utilizdé un modelo de fibromialgia experimental inducido por la
administracion de solucion salina &cida (pH=4) en el musculo gastrocnemio izquierdo del
ratobn de la cepa C57 (166). En nuestras condiciones experimentales la inyeccion de
solucién salina los dias 0 y 2 despues de la primera inyeccion produjo hiperalgesia el dia 3
post inyeccion, sin embargo, a partir del dia 6 y hasta el dia 15 se observé alodinia mecanica
marcada tanto en la pata ipsilateral como contralateral. Posteriormente, la hipersensibilidad
empieza a revertirse hasta alcanzar valores de 50% de umbral de retiro normales 4 semanas
post-inyeccion. Cabe destacar que el desarrollo de alodinia mecénica mostro el mismo
curso temporal tanto hembras como en machos. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren
que la administracion de SSA induce hipersensibilidad al dolor que se manifiesta como una
disminucion del umbral de retiro a los estimulos mecanicos. Este hallazgo es congruente
con resultados previos de nuestro laboratorio utilizando ratones de la cepa CD1 (160), y
con varios estudios ya publicados que han reportado que la hipersensibilidad al dolor
inducida por SSA perdura entre 12 y 28 dias (161, 162, 166) y dado a que no se observaron

diferencia entre machos y hembras no es dependiente del sexo del roedor (167).

Hasta el momento no se conocen con exactitud los mecanismos de cdmo la inyeccién de
SSA en el musculo gastrocnemio produce dolor. La hip6tesis mas aceptada es que se
produce priming de los nociceptores, lo que sugiere que la transicién de dolor agudo a
cronico podria involucrar la plasticidad neural de las fibras aferentes primarias. En este
contexto, la estimulacion nociva aguda (primera inyeccion de SSA) puede desencadenar
hipersensibilidad duradera de los nociceptores a estimulos nocivos posteriores (segunda
inyeccion) (168). Lo anterior aunado a evidencias que sugieren que la acidosis tisular puede
causar dolor muscular, como en el caso de la acidez tisular observada en patologias como
la artritis. En este modelo se ha comprobado que la acidez de la solucién salina durante la
primera inyeccion produce la activacion y sensibilizacion de los nociceptores que inervan
el masculo gastrocnemio, mientras que la segunda inyeccion favorece el desarrollo de
alodinia de larga duracion. Cabe destacar que, aunque las dos inyecciones se producen en

el mismo sitio, se produce la alodinia bilateral, es decir, dolor crénico generalizado,
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caracteristica principal de la fibromialgia, lo que sugiere el desarrollo de sensibilizacion
central. Otras caracteristicas importantes de la fibromialgia son que 1) es dificil identificar
la causa subyacente y 2) no se asocia con inflamacion. Por tal motivo, en un estudio
realizado por Sluka y colaboradores se determind mediante histologia si la inyeccién
intramuscular producia un dafio tisular en el sitio de la inyeccién. Los resultados mostraron
que en la mayoria de los animales (8/12) no se observo dafio tisular o inflamacion aparente
después de la primera 0 segunda inyeccion. Mientras que en 4 se produjo dafio tisular
moderado debido a la administracion que se revirtio 24 h después de la segunda inyeccion.
En el mismo trabajo también se estudid si la inyeccion de SSA producia acidosis tisular y
activacion de los nociceptores en el sitio de la inyeccion. Se encontr6 que la inyeccion de
SSA pH=4 produjo una disminucién del pH intramuscular de 7.4 a 6.5 en los primeros tres
minutos, sin embargo, la acidez se revirtio después de 7 minutos. Asimismo se observo la
activacioén de aproximadamente el 50% de los nociceptores que inervan el masculo (162).
Por otro lado, existe evidencia que muestra que los mecanismos involucrados en el
desarrollo de dolor generalizado inducido por acidosis incluyen la activacion de los canales
ASIC3 y TRPVL1 los cudles son los principales sensores de protones en los nociceptores,
asi como la hiperactivacion de los canales de sodio Nav 1.8 que se expresan en nociceptores
musculares que expresan isolectina B4, es decir en nociceptores no peptidérgicos. Lo
anterior se evidencio bloqueando estos canales con antagonistas selectivos después de la
primera inyeccion de SSA lo que impidio el desarrollo de hipersensibilidad al dolor de larga
duracion (166). Otro mediador que participa en el desarrollo de dolor generalizado es
condiciones no inflamatorias es la SP. En este sentido existe evidencia que muestra que la
acidosis del tejido induce la liberacion de SP de los nervios vecinos. La SP posteriormente
activa a su receptor NK1 lo que lleva a la activacion de tirosinas cinasas y canales de potasio
dependientes de voltaje particularmente el Kv7 (169). Por otro lado, la hipersensibilidad
generalizada sugiere la presencia de sensibilidad central, que puede estar asociada a
cambios moleculares a nivel espinal y supraespinal, como por ejemplo el incremento de la
expresion de los canales ASIC3, Nav1.7 y Nav1.8 a nivel de DRG, ME vy el talamo todos
sitios importantes de la via de transmision del dolor (167, 170). Cabe destacar que la
hipersensibilidad una vez desarrollada puede revertirse parcialmente bloqueando la

excitabilidad de neuronas espinales o supraespinal a través del bloqueo de la
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neurotransmision glutamatérgica, dado que los niveles de este neurotransmisor se
encuentran incrementados tras la segunda inyeccion de SSA (171). Esta informacion es
congruente con los resultados obtenidos en nuestro estudio, en donde la administracion de
gabapentina que se caracteriza por ejercer sus efectos sobre la subunidad 020 de los canales
de calcio dependientes de voltaje y la amitriptilina que bloque la recaptura de los
neurotransmisores serotonina y noradrenalina permitiendo el aumento de estos
neurotransmisores en el espacio presinaptico y de esta manera aumentar la transmision
serotoninérgica y noradrenérgica y la apertura de canales de potasio (172), y la morfina, un
agonista de los receptores opioides p (173) revierten la alodinia mecanica inducida por
SSA.

9.2. Efecto antialodinico producido por la administracion intratecal de glicirricina

HMGB1 es una proteina altamente conservada que desempefia un papel critico en una gran
variedad de procesos fisiologicos y patolégicos (90). Ademas, tiene la capacidad de viajar
del nucleo al citoplasma, y desde el citoplasma puede ser movilizada al espacio extracelular
(91). Segun su localizacién en los diferentes compartimentos celulares HMGB1 desempefia
funciones bioldgicas especificas. A nivel extracelular, actia como un DAMP a través de su
unién con una variedad de receptores e induciendo el reclutamiento y activacion de células
cebadas, macrofagos y otras células productoras de mediadores inflamatorios con la
finalidad de modular, regular y reparar las células dafiadas (88). Hasta el momento hemos
mostrado que existen una amplia variedad de estudios preclinicos de dolor agudo y crénico
que evidencian la participacion de la alarmina HMGB1 como un importante mediador del
dolor agudo (125, 127) pero también en el dolor cronico particularmente en del tipo
neuropatico (129, 143, 148). De hecho, la administracion HMGB1 recombinante a lo largo
de la via nociceptiva desde la periferia hasta el sistema nervioso central produce dolor. En
estudios in vivo de dolor agudo de tipo inflamatorio, la administracion exégena de HMGB1
por via intraplantar en rata (10 y 20 ug/pata) (129, 130) o ratdn (1-1000 ng/pata) (131, 132)
produjo hipersensibilidad mecénica que se acompafia con una disminucion de la latencia
de respuesta a estimulos térmicos y edema de la pata inyectada, a nivel peri-ciatico la
alodinia que se presenta es unilateral a dosis bajas y bilateral a dosis altas y perdura al

menos 72 horas (106, 125), mientras que la administracion sistémica a dosis subefectivas
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de HMGBL1 en combinacién con una dosis subaguda de ciclofosfamida inducen alodinia
abdominal referida (133), finalmente a nivel intratecal produce alodinia mecanica (128).
Los efectos pronociceptivos de HMGB1 dependen de su estado de oxido-reduccion. Tanto
la isoforma sstHMGB1 como la forma HMGBL1 disulfuro producen dolor, sin embargo, la

isoforma disulfuro es la méas potente en generar estos efectos (131, 132).

En este estudio, investigamos la participacion de HMGBL en la hipersensibilidad al dolor
inducida por la administracion de SSA, utilizando como estrategia farmacologica la
administracion intratecal de glicirricina, un triterpeno de origen natural que se une
directamente a la alarmina HMGB1 impidiendo sus efectos extracelulares y que ha sido
utilizado ampliamente en diferentes modelos de dolor para estudiar las funciones de
HMGBL1 (174). Nuestros resultados muestran que la administracion intratecal de dosis
crecientes de glicirricina revirtio significativamente y de manera dependiente de la dosis la
alodinia mecéanica inducida por SSA, lo que sugiere que la alarmina HMGBL1 a nivel central
desempefia un rol importante en la hipersensibilidad al dolor inducida por la administracion
intramuscular de SSA (Figura 20). Este es el primer estudio que evalla la participacion de
HMGB1 en un modelo de fibromialgia experimental inducido por administracion
intramuscular de SSA por lo que no hay estudios directos con los cuales comparar. No
obstante, en un modelo de fibromialgia experimental inducido por restriccion cronica del
movimiento en ratas (datos no publicados) también se observé que la administracion
intratecal de glicirricina (dosis, i.t.) produjo efecto antialodinico (175). Estos resultados son
congruentes con los resultados estudios en donde se utiliz6 un modelo de dolor inflamatorio
inducido por la inyeccion intraplantar de CFA en raton. En estas condiciones se observo
que el tratamiento con glicirricina (4 mg/mL, i.p.) present6 un efecto antialodinico
significativo (156, 157). En otro modelo de dolor inflamatorio, en este caso un modelo de
dolor inducido por cistitis, la administracién sistémica de glicirricina también disminuyo la
alodinia abdominal referida (176). Por otro lado, en modelo de dolor cronico inducido por
lesion del nervio tibial en rata (137) y en un modelo de neuropatia en rata espontaneamente
diabética (150) se observd que el post-tratamiento intraperitoneal repetido con glicirricina
revirtio la alodinia inducida por lesion nerviosa. Si bien en este proyecto no se estudio la
expresion de HMGBL en la médula espinal, sitio en donde fue administrada la glicirricina,

existe evidencia que demuestra que la expresion de la proteina o el ARNm incrementa en
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este sitio como consecuencia de la aplicacion de estimulos nocivos que producen dolor, tal
es el caso de la lesion de los nervios espinales por lesién quirdrgica (146), la lesion nerviosa
por hiperglucemia como es el caso de la neuropatia diabética (148, 151) o bien estimulos
quimicos irritantes como el CFA (156). Con base en estas evidencias es posible suponer,
que la acidez de la solucidn salina favorece un incremento de la expresion de HMGBL1 en
la médula espinal y que el efecto antialodinico de glicirricina se debe al bloqueo de las
acciones de HMGBL a este nivel. Desde un punto de vista mecanistico y a nivel molecular,
se conoce que la glicirricina se une directamente a las dos cajas de HMGB1 (kg~150 puM)
(174) formando un complejo entre HMGB1-glicirricina que impide la union de HMGB1 a
los receptores de superficie que participan en diferentes etapas del proceso inflamatorio
impidiendo asi el estado de hiperexcitabilidad neuronal en condiciones dolorosas (177). En
modelos de dolor cronico inflamatorio y neuropéatico también se ha reportado que el uso de
glicirricina suprime la activacion de la microglia y por ende disminuye los niveles de
citocinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6, TNF-o. a nivel es decir bloquea la via
HMGBL/TLR4/NF-«B (178). Ademas, la glicirricina (40, 80, 160 mg/kg, i.p.) disminuye
el edema auricular, plantar, la permeabilidad vascular y la expresién del ARNm de citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-6, INOS y COX-2 inducido por sustancias quimicas
irritantes (179). Sin embargo, es necesario realizar experimentos adicionales para

corroborar si esto también sucede en nuestro modelo.

9.3. Efecto antialodinico producido por la administracion intratecal de TLR4-IN-C34

antagonista del receptor TLR-4

La alarmina HMGB1 es un potente mediador inflamatorio, capaz de activar una gran
variedad de receptores entre los que destacan algunos TLRs como TLR-2, TLR-4y TLR-
5, TLR-9. La activacion de estos receptores por su interaccion de HMGB1 induce
hipersensibilidad a los estimulos mecanicos que se manifiesta con la presencia de alodinia
e hiperalgesia, en diferentes condiciones de dolor cronico (95). No obstante, el TLR-4 y
mas recientemente el TLR-5 son los receptores mas estudiados en las acciones de HMGB1
en el dolor. Con base en lo anterior en el presente estudio se evalud si antagonistas
selectivos de estos receptores afectaban las conductas nociceptivas inducidas por la

inyeccion intramuscular repetida de SSA usando como herramienta farmacoldgica el
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compuesto TLR4-IN-C34 antagonista potente y selectivo de TLR-4, que esta comprobado
que inhibe la sefializacion de TLR-4 tanto in vivo como in vitro. El antagonista TLR4-IN-
C34, es un 2-acetomidopirinosido de molécula pequefia que inhibe a TLR-4 en enterocitos
y macrdéfagos in vitro, reduce la inflamacion sistémica en raton, en modelos in vivo de
endotoxemia y enterocolitis necrosante (180). Ademas TLR4-IN-C34 también atenta la
inflamacidn cronica al actuar sobre el eje de sefializacion TLR4-NF-«p, al acoplarse al
bolsillo hidrofobico del correceptor de TLR4, la proteina de diferenciacién mieloide-2,
impidiendo la produccion de citocinas proinflamatorias como, IL-1p, IEN-Y, IL-6, TNF-a,
TGFp1, sin modificar la expresion de citocinas antiinflamatorias IL-4, IL-10, IL-13 en

pruebas in vitro (181).

En este estudio encontramos que la administracién intratecal de dosis crecientes de TLR4-
IN-C34 revirti6 la alodinia mecéanica inducida por SSA de manera dependiente de la dosis.
Estos datos sugieren que el receptor TLR4 participa en el mantenimiento de la
hipersensibilidad al dolor observada en este modelo, y que su activacion es probablemente
mediante la HMGBL1 que se libera después de la aplicacion de un estimulo nocivo como lo
es la acidez. En la hipersensibilidad inducida por SSA se sugiere que se debe en parte a la
activacioén de los macrofagos residentes en el masculo a través de la activacion de TLRs,
principalmente el TLR-4, que media la liberacion de citocinas, es por ello que la
administracion del antagonista especifico de TLR4-IN-C34 previene el desarrollo de la
hipersensibilidad inducida por la administracion de SSA (182). Mientras que la
administracion exdgena de HMGBL a nivel intratecal, produce hipersensibilidad mecanica
a través de la activacion de TLR-4, esto vinculado al incremento al umbral de retiro a los
estimulos mecanicos producidos tras la administracion de los antagonistas dirigidos a TLR-
4, los compuestos TLR4-IN-C34 y TAK-242, pero no la administracion de farmacos
antagonistas dirigidos a RAGE y TLR-5. Ademéas que HMGBL1 induce la activacién de
astrocitos espinales que se acompafa del incremento de la expresion de IL-1p, por lo tanto,
la supresion en la activacion de estas células previene la hipersensibilidad inducida por
HMGBL1 (127).

Efectos similares en la alodinia mecanica se han observado utilizando estrategias

farmacoldgicas dirigidas al bloqueo, silenciamiento o inhibicion de la formacion del
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complejo ligando-TLR-4 que impiden la traduccion de sefiales y por ende la produccion de
citocinas proinflamatoria. TLR-4 se expresa en sitios importantes de la via del dolor tanto
a nivel periférico como central como por ejemplo en neuronas de pequefio didmetro, la
microglia y astrocitos. Y estd demostrado que TLR-4 regula la activacion de la microglia,
el microambiente inflamatorio, la sensibilizacion e hiperexcitabilidad neuronal generando
respuesta pronociceptiva (178, 183, 184). Por lo tanto, inhibir su activacion interrumpe la
sintesis de mediadores proinflamatorios (34). Puesto que los efectos de TLR-4 pueden ser
potenciado por la isoforma HMGB 1¢4s resultando en de alodinia e hiperalgesia mas marcada
(131, 132). Ademas se ha identificado que HMGB1 incrementa los niveles del ARNm de
IL-1B y MMP-9 en macrofagos y células de Schwann en respuesta a lesion al nervio (126)
efecto que se revierte con antagonistas de TLR-4, lo que también suprime la

hipersensibilidad mecénica inducida por la HMGBL1 y la activaciéon de TLR-4 (127).

La activacion de TLR-4, no es ligando especifico, por lo tanto, los ligandos pueden ser
provisto del medio interno o externo, como el LPS que al activar a TRL-4, conduce a la
potenciacion de las corrientes de TRPV1 al generar aumento de las concentraciones de Ca?*
en las neuronas. Ademas de forma interesante, se reporta que las neuronas DRG requieren
de RAGE para su sensibilizacidn por exposicion de LPS (185) y la alarmina HMGBL1 se
asocia con aumento en la expresion de RAGE en citoplasma y membrana, esta activacion
del receptor lleva a incrementar la actividad de la via MAPK que incrementa la expresion
de TRL-4 en superficie, sin regular su transcripcién o transduccion, mientras que la
activacion de TLR-4 aumenta la transcripcion y traduccion de RAGE que es traslocado a
la superficie celular para unirse a mas HMGBL, por lo tanto la interaccion TLR-4 y RAGE
es fundamental para la respuesta inflamatoria inducida por HMGBL1 (103). Puesto que las
citocinas liberadas IL-1pB, IL-6, y TNF-o a partir de la activacion de estos receptores
inducen respuestas nociceptivas por expresion de sus receptores en las terminales de los
nociceptores a nivel periférico asi como en de las células de la glia a nivel central, lo que
rectifica una activacion constante que lleva aun estado de hiperexcitabilidad del sistema
nervioso (127). Todo los datos muestran el importante papel que desempeiia el eje
HMGB1/TLR-4 en el dolor crénico en el inicio y desarrollo de esta condicion dolorosa,
esta via es un blanco farmacolégico para inhibir o atenuar la hipersensibilidad establecida

en el dolor cronico (175, 186). Esta evidencia respalda la importancia que presenta el eje
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HMGB1-TLR-4 para la transduccion de respuesta nociceptivas en la hipersensibilidad
inducida por SSA. Por lo tanto, estrategias que inhiban la activacion de TLR-4 se asocia
con atendan las respuestas dolorosas (187).

9.4. Efecto antialodinico producido por la administracion intratecal de TH1020

antagonista del receptor TLR5

Entre los receptores TLRs asociados a con la transduccion de sefiales por la unién de
HMGB1, el TLR-5 es de los receptores de reciente investigacion que se suma a la lista de
blancos que median la acciones de HMGB1 en condiciones patoldgicas y por lo tanto se
considera un blanco terapéutico para tratar las condiciones dolor crénico particularmente
en aquellas que presentan un componente neuroinflamatorio (188). A pesar de que las
investigaciones en torno a TLR-5 y su participacion en el dolor crénico se encuentra en sus
inicios.

En este estudio investigamos si el receptor TLR-5 esta involucrado en el mantenimiento de
la alodinia mecanica inducida por SSA. Los resultados obtenidos muestran que la
administracion intratecal del TH1020 un potente antagonista competitivo de TRL-5 (ICso=
0.85 + 0.12 uM) (189), posee efectos benéficos sobre la alodinia mecanica, dado que se
observo que TH1020 intratecal incrementd el umbral de retiro a estimulos mecanicos con
un efecto de hasta 5 horas. En conjunto estos datos sugieren que el receptor TLR-5 se
expresa a nivel de la médula espinal y participa en el mantenimiento de la alodinia mecanica

presente en este modelo de dolor cronico.

La evidencia entorno a la participacién de TLR-5 en el dolor crénico es reciente. En el 2015
se publico el TLR-5 co-localiz6 con NF200 un marcador de fibras nerviosas tipo A
altamente mielinizadas y que esta expresado en fibras Ad (120). Ademas, estudio reciente
muestra la participacion del TRL-5 en la sensibilizacién mecanica al prurito y se asocia a
la entrada periférica de mecanorreceptores de bajo umbral A positivos a TLR-5 (190). Las
pocas evidencias existentes resaltan el rol de TLR-5 en el dolor cronico a través de HMGB1
que actta como ligando enddgeno y activa la cascada de sefializacion proinflamatoria a
través de NF-kp resultando en hipersensibilidad al dolor mediante el incremento de los
niveles de TNF-o, IL-8 € iINOS (95). Se ha descrito que para la union de HMGB1 con TLR-
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5 se requiere de la region C-terminal de HMGBJ1, pero adn no se ha identificado si esta
region requiera de una conformacion especifica (95). Por otro lado, existen reportes que
muestran que la via de sefializacion de TNF-a que se activa posterior a la uniéon TLR-
5/flagelina es parcialmente inhibida por la administracion del antagonista TH1020.
Ademas, en ratones TIr5”7 sometidos a ligadura de nervio espinal L5, se reduce la alodinia
tactil unilateral tras la cirugia (191). Aln quedan mas estudios por realizar y poder
esclarecer la participacion de TLR-5 en condiciones de dolor persistente, no obstante,
nuestros datos contribuyen a entender la importancia de TLR-5 espinal en el procesamiento
del dolor y sugiere que el bloqueo del receptor TLR-5 puedes ser una estrategia para el
control del dolor. Los efectos de TLR-5 pueden estar relacionado con la expresion del
receptor en la terminal central de las fibras Ap y Ad y en las laminas profundas a nivel de
médula espinal y parecen ser importantes la activacion de la cascada proinflamatoria
mediada por HMGBL1 que lleva a la transcripcion de citocinas proinflamatoria, lo que

exacerba la respuesta dolorosa a los estimulos inocuos o no dolorosos (95).

9.5. Efecto antialodinico producido por la administracion intratecal de FPS-ZM1

antagonista del receptor RAGE

La alarmina HMGB1 extracelular acttia uniéndose a los receptores de superficie celular,
principalmente los PRR, como RAGE receptor multiligando que pertenece a la
superfamilia de las inmunoglobulinas tipo 1. La evidencia sugiere que el reconocimiento
de HMGBL1 por RAGE inicia la sefializacion inflamatoria y de dolor (192). Los avances
entornos a las acciones mediadas por HMGBL1 son principalmente a nivel de la interaccion
neuroinmune a nivel del sistema nervioso y esta implicado en el dolor crénico neuropatico
e inflamatorio (108, 140, 155). No obstante, se desconoce si el eje HMGB1-RAGE

participa el dolor crénico inducido por SSA.

En este estudio evaluamos la participacion del receptor RAGE, en la alodinia mecénica
inducida por la inyeccion de SSA. Los resultados obtenidos muestran que la administracion
del antagonista especifico de RAGE el compuesto FPS-ZM1, posee efectos benéficos sobre
la alodinia mecanica, puesto que tras su administracion Gnica a nivel intratecal revierte la
alodinia mecénica con efectos de 4 horas antes de retornar a valores de alodinia. Estos datos
sugieren que el receptor RAGE se expresa a nivel central y funge como un importante
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mediador de respuestas nociceptivas en la alodinia mecanica a través de su ligando

endogeno la alarmina HMGBL.

La asociacion entre HMGB1 y RAGE conduce a la activacion de transduccion de sefiales
por activacion del NF-kp que inicia la transcripcion y sintesis de citocinas proinflamatorias
como TNF-a y IL-1B que participan en la sensibilizacion del sistema nervioso (193). La
administracion intratecal del anticuerpo dirigido a RAGE inhibe la respuesta de dolor
cronico inducido por ligadura de nervios espinales, lo que sugiere la participacion de RAGE
en la hiperalgesia mecanica presente en el dolor neuropatico, por incremento de NF-kp,
TNF-a e IL-1P postcirugia (193). Puesto que la desregulacion de RAGE se ha descrito en
muchas condiciones patoldgicas y la alamina HMGBL1 especificamente el estado todo tiol
interactia con RAGE para promover el dolor nociceptivo como neuropatico (105, 132,
193). Se ha identificado la expresion de RAGE a nivel periférico en neuronas aferentes
primarias, células de Schwann y células gliales satelitales las cuales potencian la expresion
y secrecion de HMGBL dentro del DRG, los nervios espinales lumbares, nervio ciatico y
tejido de vejiga, después de una lesidén nerviosa o exposicion a sustancias inflamatorias
(106, 129, 133, 147) ademas de observar su aumento a nivel de médula espinal después del
tratamiento con paclitaxel para inducir alodinia mecanica (152). Todos estos datos
respaldan la importancia de impedir la activacion y transduccion de sefiales a través del eje
HMGB1/RAGE, ya sea a nivel periférico como a nivel central, para disminuir las
respuestas pronociceptivas mediadas por la alarmina HMGB1 (193). Al ser RAGE receptor
crucial para iniciar y activar respuesta inflamatoria, asi como para potenciar la excitabilidad
neuronal e inducir dolor (194). En estudio in vitro el silenciamiento o bloqueo de RAGE
por el inhibidor FPS-ZM1 o células knock out de RAGE de DGR no son hipersensibilizadas
tras la exposicién a LPS, y de esta manera se impide el incremento de potenciales de accion
a través de este receptor (185). Sin evitar la produccion de IL-6 en macréfagos RAGE™
peritoneales, debido a que HMGBL1 en complejos con ligando enddgenos puede enviar
sefiales a través del receptor reciproco del ligando unido, aunque se demuestra que el
correceptor RAGE no es necesario para la sinergia de los complejos formados por HMGB1
(195).
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En cuanto los efectos mediados por el antagonista selectivo RAGE, el compuesto FPS-
ZM1 administrado a nivel plantar posee un efecto de hasta 12h sobre la hipersensibilidad
inducida por el dolor 6seo asociado a cancer (196). Puesto que RAGE es crucial para el
desarrollo de alodinia mecanica por incremento de HMGBL1 a nivel de DRG, pero no en
nervio ciatico y el pretratamiento con el antagonista FPS-ZM1 inhibe el desarrollo de la
alodinia mecanica Los resultados en este estudio demuestran la participacion de RAGE en
la alodinia mecénica ya establecida. Lo que podria sugerir que los efectos de HMGBL1 a

nivel de médula espinal podria ser dependiente a un estado patolégico (127).
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10. CONCLUSION

La alarmina HMGBL1 participa en la hipersensibilidad a los estimulos mecanicos inducido
por la administracion de solucion salina &cida y sus efectos pronociceptivos estdn mediados

principalmente por los receptores TLR-4, RAGE y TLR-5.
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11. PERSPECTIVAS

e Evaluar los niveles de expresion del ARNm y la proteina de HMGBL, asi como de
los receptores TLR-4, TLR-5y RAGE en el DRG y la médula espinal en diferentes
puntos del curso temporal del desarrollo de la hipersensibilidad mecanica inducida
por SSA.

e Evaluar los niveles de expresion del ARNm o la proteina de HMGBL1 de citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-1pB, IL-6 en la médula espinal en diferentes
puntos del curso temporal del desarrollo de la hipersensibilidad mecénica inducida
por SSA.

e Evaluar si la co-administracion de HMGB1 recombinante con SSA en el musculo
gastrocnemio potencia los efectos pronociceptivos de la SSA.

e Evaluar si el pretratamiento i.t. o i.m con un Ab antiHMGBL1 revierte la
hipersensibilidad al dolor inducida por SSA.

e Determinar si el pretratamiento con los antagonistas de TRL-4, TRL-5 y RAGE

previene el desarrollo de hipersensibilidad al dolor inducida por SSA.
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